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oz

Bu calismada tibbi bitki unlar ile zenginlestirilmis ekmek formilasyonlarinin gelistirilmesi amagclanmis ve
bugday unu farkli oranlarda (%1, 2 ve 3) karahindiba unu ve civanper¢cemi unu ile ikame edilmistir. Kontrol
ornegi, sadece bugday unu kullanilarak tretilmistir. Zenginlestirilmis ekmeklerin duyusal 6zellikleri (griinds,
lezzet/tat, koku, tekstiir, agizda birakugt his ve genel kabul edilebilitlik) tespit edilerek kontrol ekmegi ile
karsilastirilmis ve duyusal 6zelliklerin satin alma niyeti Gzerindeki etkisi de tespit edilmistir. Duyusal analiz
degerlendirme sonuclarina gore, kontrol 6rnegine en yakin Szellikler gdsteren ve en ¢ok begenilen %ol
karahindiba unu katkili ekmek olmustur. Bununla bitlikte ekmek duyusal 6zelliklerinin satin alma niyeti
tzerinde buyik oranda etkili oldugu sonucuna ulagtlmustir. Arastirma sonucuna gore; saglik yoniinden
faydalar1 bilinen bu tibbi bitki unlarinin gida sanayiinde kullanimimin arttirilmast ile yeni fonksiyonel triin
gelistirme calismalarinda gida katkisi olarak kullamilabilecegi diisintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Tibbi bitki, karahindiba, civanpercemi, ekmek, gida zenginlestirme, gida katkilart

THE SENSORY PROPERTIES OF BREAD ENRICHED WITH SOME
MEDICINAL PLANTS AND ITS EFFECT ON PURCHASE INTENTION

ABSTRACT

The present study aimed to develop new bread formulations enriched with medicinal plant flours,
and wheat flour was substituted with dandelion and yarrow plant flour in different ratios (1, 2, and
3%). The control sample was produced using only wheat flour. The sensory properties (appearance,
flavor/taste, odor, texture, mouthfeel, general acceptability) of the enriched bread were determined
and compared with the control bread, and the effect of the sensory properties of the bread on
purchase intention was determined. According to the results of the sensory analysis, the bread with
1% dandelion flour was the most favored sample and showed the closest characteristics to the control
sample. It was also concluded that the sensory properties of the bread had a great effect on purchase
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intention. According to the results of the research, it is thought that these medicinal plant flours can
be used as food additives for developing new functional products.
Keywords: Medicinal plant, dandelion, yarrow, bread, food fortification, food additives

GIRIS

Beslenme insanlarin yasamint stirdiirebilmesi icin
zorunlu bir faaliyettir (Ceyhun Sezgin et al., 2019).
Gidalar farkli mikro ve makro besin Ogeleri
icermesi, enerji verme, yapiyl dizenleme vb.
Ozellikleri ile beslenmede 6nemlidir (Verhagen
vd., 2021). Ekmek; gida titketiminde yiksek enerji
degerine sahip olmast nedeniyle temel besin
maddelerinden biri olarak kabul edilmektedir
(Akgun, 2007; Bilgicli, 2000). Ekmek, fiyatinin
uygun olmast, doyurucu ve besleyici olmast
nedeniyle siklikla tiketilmekte olup (Akgtin, 2007;
Durmus, 2019; Gé¢men, 2001; Yigit ve Dogan,
2010), Turkiye’de ginlitk ekmek titketimi kisi bast
ortalama 284 g’dir (TMO, 2013).

Tibbi bitkiler, organlarindan bir veya daha fazlas
tedavi amactyla veya ilaglarin sentezinde 6nci
olarak kullanilabilen bitkiler olarak
tanimlanmaktadir  (Penso, 1980). Beslenmede
kullandan tibbi bitkilerin, tedavi amactyla
kullanilan bir¢ok fitokimyasal icerdigi (Brahma ve
Narzary, 2015), ayrica obezite ve kilo kontrolu
icin de kullanildign bilinmektedir (Jaradat vd.,

2017). Tibbi ve aromatik bitkiler steroid,
flavonoid, saponin, alkaloit, terpen ve fenolik
bilesikleri  icermekte  olup, antimikrobiyal,
antifungal, antialerjik, antidiyabetik,

kardiyovaskiiler sistemi koruyucu, antioksidan,
antikanser, antitiroid, antihistaminik, antimalaryal,
antihelmintik, antienflamatuvar, antihipertansif,
spazm ¢6zicl ve agrt kesici gibi bircok 6zellige
sahip olduklart bilinmektedir (Varl vd., 2020 )

Karahindiba bitkisi  (Taraxacum  officinale L.
papatyagiller ~ familyasina ait bir  bitkidir
(Demirezer vd., 2019). Tiurkiye’de 16’s1t endemik
olmak tzere 51 Karahindiba tird oldugu
bilinmektedir (Ozdemir vd., 2020). Karahindiba
bitkisinin inulin, pektin, fenolik asit, asparagin,
tanen, vitamin (A, B, C ve D), potasyum, lutein,
karatenoid, demir, kalsiyum, magnezyum, fosfor,
tiamin, saponin, sodyum, bakir, ¢cinko, manganez,
albimin, steroit, enzimler, flavonoidler, maden
tuzlari gibi ¢esitli maddelerce zengin oldugu rapor
edilmistir (Giil, 2014; Ozdemir vd., 2020; Turan,

2014). Buna ek olarak Karahindiba bitkisinin kék
kismt gaz, siskinlik ve hazimsizlik gibi sindirim
sorunlarinda, karaciger ve safra fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde ve istah  acict  olarak
kullantlirken, toprak st kistmlarin idrar yollart
tedavisinde kullaniddig bilinmektedir (Demirezer
vd., 2019).

Civanpercemi bitkisi  (Achillea  millefolinm L.
papatyagiller familyasina ait bir bitki olup
(Demirezer vd., 2019; Howyzeh vd., 2019),
yaptlan ¢alismalarda tanen, organik asitler,
alkoloitler, flavonoidler, fostor, potasyum, iniilin,
albimin, klorofil ve C vitamini gibi cesitli
maddeler icerdigi (Turan, 2014) ve anti-
enflamatuar,  antioksiyolitik,  antimikrobiyal,
antikanser (Edreva vd., 2019), antibakteriyel ve
antifungal (Ahmadi-Dastgerdi vd., 2019) gibi
bir¢ok 6zelligi oldugu bildirilmistir.  Ayrica,
civanperceminin yaralarin, sindirim sorunlarinin,
cilt  hastaliklarrin ~ ve  solunum  yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanildigt da rapor
edilmistir (Howyzeh vd., 2019).

Gida zenginlestirme islemi, gidada dogal olarak
bulunan veya bulunmayan bilesenlerin, toplumda
veya bir risk grubunda besin 6gesi yetersizliginin
diizeltilmesi veya Onlenmesi amaciyla gidalara
daha fazla miktarda eklenmesi olarak ifade
edilmektedir (Coskun, 2012). Bu nedenle gidaya
besin eklenmesinin taninan bir besin eksikligi
dizeltmek, islem strecinde kaybedilen besinleri
cklemek, besin icerigi ile kalori igerigini
dengelemek, yeni trtnlerin besinsel yetersizligini
onlemek ve diger program ve diizenlemeletle
uyumlu hale getirmek icin gerceklestirilmesi
gerektigi vurgulanmustir (Boyaci, 2008; Kutiik,
2010; Ranum, 2000). Glnimizde insanlarin
saglikli beslenmeye yonelmesiyle gidalarin farkh
teknikler ile besin iceriginin zenginlestirildigi
calismalarin sayisinin giderek arttigt gérilmistiir.
Gudalant zenginlestirmek icin farklt fonksiyonel
Ozellikler gOsteren meyve, sebze ve bitki
kaynaklarindan yararlandabilmektedir. Ekmekte
yapilan zenginlestirme ¢alismalarinda, patates ve
yulaf unu (Duran vd., 2004), stitctilik yan triinleri



Tibbi bitkiler ile zenginlestirilmis ekmeklerin duyusal kalite karakteristikleri

(Demir vd., 2009), kimyon ve kimyon tohumu
(Ahmad vd., 2018), yumurta kabugu tozu (Adal,
2018), yesil muz (Khoozani vd., 2020) ve mavi-
yesil alg (Ilhan vd., 2020), kepekli tahillar ve
tohumlar (Benitez vd., 2018), bugday kepegi
(Tiong vd., 2015), lupin unu (Tuluk, 2017), sarnig
ekstrakti (Mikulec vd., 2020), turuncgil albedosu
(Demir ve Olcay, 2020), siit tozu (Burnaz ve
Ertop, 2020) gibi cesitli bilesenlerin kullanildigt
bildirilmistir.

Bu ¢alismada, saglk acisindan faydali 6zellikleri
oldugu bilinen iki farkli tibbi bitkinin bugday
ununa belli ikame oranlarinda katilmasiyla,
bitkilerde bulunan fitokimyasallarin ve farkls
fonksiyonel bilesenlerin ekmege kazandirlarak
zenginlestirilmis ekmek tretilmesi hedeflenmistir.

Uretilecek ckmeklere karahindiba ve
civanper¢emi bitki unlarinin bugday ununa Ug
farkli ikame oraninda (%1, %2 ve %3)

kullaniminin, duyusal kalite 6zelliklerine etkisinin
belirlenmesi ve her bir ekmek icin duyusal
Ozelliklerinin, satin alma niyeti Gzerindeki
etkisinin tespit edilmesi amagclanmistir. Bu sayede,
daha saglikll ckmeklerin dretilmesi, ekmek
cesitliligine katki  saglanmasi ve tbbi bitki
kullaniminin = tegvik  edilerek  strdirilebilir
beslenme kapsaminda katki saglanmast da 6n
gOrilmustir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Bu calismada, kurutulmus olarak hazirlanan ve
ambalajli paketlerde satiga sunulan Karahindiba
(Arifoglu) ve Civanpercemi (Arifoglu) bitkileri,
bugday ununa farkli oranlarda ikame edilerek,
zenginlestirilmis  ekmek  Gretmek amaciyla
kullandmistir. Turk Gida Kodeksi  Gidalarda
Kullanilabilecek Bitkiler ve Bitkisel Preparatiar Teblig?
Ek-4 ve Ek-5’de yer alan “bitki listelerinde pozitif
olarak yer alan bitkiler, bitki kisimlari ve bitkisel
preparatlar, varsa bu eklerde belirtilen kosullara
uymak sartiyla piyasaya arz edilebilir ve gidalarda
kullanilabilir”  ifadesine gére  ¢alismamizda
kullanilan bitkiler “pozitif” listede gosterilmis
olup, “kisimlarinin ve/veya bitkisel
preparatlarinin, varsa kullanimla ilgili kogullara,
kisitlamalara  ve  etiketleme  gerekliliklerine
uyulmasi sartt ile gidalarda kullanilabilecegi” teblig

maddesinde ifade edilmistir (TGK, 2016). Satin
alinan bitkiler, kahve 6giitiicti robotundan (Fakir
— Hausgerite) gecirilerek un haline getirilmis ve 60
mesh caplt elekten elenmistir. Elde edilen un
Ornekleri, kullanilincaya kadar, hava almayan
kaplarda, buzdolabinda +4°C’ de 1gtktan ve
nemden korunacak sekilde saklanmistir. Ekmek
tretiminde kullanilacak hammaddelerden bitki
materyalleri online olarak, ckmek
formulasyonunda yer alan su (Erikli), maya
(Pakmaya) ve tuz (Billur Tuz) yerel marketlerden,
markalt Griinlerden satin alinmistit.

Ekmek Uretimi

Calismada  kullandlan  ekmek formtlasyonu,
Akgiin (2007) ve Pala (2012)’nin ¢alismalar
modifiye edilerek kullanilmistir. Tibbi bitkilerin
ekmeklerde kullanim oranlari, 6n denemeler
sonucu belirlenmistir. Yapilan 6n denemelerde,
literattr bilgileri dahilinde ekmeklere %4, %5 ve
%06 oranlarinda bitki unlatt ilave edilerek deneme
yapilmistir. Ancak, 6n deneme igin {retilen
ekmekler katilimecilar tarafindan act bulunarak
tercih  edilmemistir. Bu nedenle, ekmegin
zenginlestirilmesinde bugday ununa ikame olarak
%1, %2 ve %3 oranlarinda Karahindiba ve
Civanpercemi unlart eklenmistir. Ayrica sadece
bugday kullanilarak ~ kontrol — ekmegi
tretilmistir. Ekmek formilasyonu ve kodlar
Cizelge 1’de, ckmek tretim modeli Sekil 1’de
verilmistir.

unu

Calisma kapsaminda, direkt hamur metodu
kullanilmistir. Kullandan ekmek dtretim akim
semast, Odes (2018)’in calismast baz alinarak
yapilan 6n ¢alismalar sonucu olusturulmustur. Bu
amagla, ekmek Uretiminde kullanilan
materyaller tek seferde karistirlarak
yogurulmastyla hamur elde edilmistir. Elde edilen
hamur, 40°Cde 30 dakika boyunca kitle
fermentasyonu (1. fermentasyon)’a birakidmistir.
Fermentasyon sonucunda hamur tartilmis ve sekil
verilerek pisirme kaplarina yerlestirilmistir. Daha
sonra hamur 40°C°de 90 dakika boyunca patrca
fermantasyonuna (2. fermentasyon) birakilmugtir.
Fermentasyon sonunda hamur, 250°Cde 15
dakika boyunca pisirilerek  ekmekler elde
edilmistir.  Firindan  (Luxell marka) ¢ikan
ekmekler, oda sicakliginda sogumaya birakilmstir.

tim
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Cizelge 1. Ekmek formiilasyonu
Table 1. Bread formulation

Utiin ~ Duéday Ununa Un Bitki Unu
_— Tkame Orant Miktart . Maya  Tuz Su
Uriin Ad1! Kodu o Miktar1 (g)

Substitution (g)? (g (& (ml)
Product Name Product . Plant Flour
Ratio for Wheat Flour Yeast  Salt  Water
Code Amount
Flour Amount

Kontrol Ekmegi o
Control bread K 700 300 6 4.5 200
Karahindiba unu K1 %1 297 6 4.5 201
katkilt ekmek K2 %2 294 6 4.5 202
Bread enriched 0
with dandelion flonr K3 /3 291 0 45 203
Civanper¢emi unu C1 %1 297 6 4.5 200
katkilt ekmek Cc2 %2 294 6 4.5 200
Bread enriched C3 %3 291 6 45 202

with yarrow flonr

! Bilesenler 21£1°C; 2 %14 rutubet esasina gore
"Tngredients at 21 * 1°C, 214% moisture basis

e
SRRy —
T
s
Bugday unu

‘Wheat flour %1

O N W O N W O
i
f

=a

— %2
<=2

Karahindiba bitki unu

Dandelion flour

-

Civanpergemi bitki unu

g
'4
oo Y

Yarrow flour

Sekil 1. Ekmek tiretim modeli (K: #bbi bitki igermez, sadece bugday unu; K1: %1 karabindiba unn, K2: %2
karahindiba unu, K3: %3 karabindiba unn katkly ekmeke; C1: %1 civanperemi unn, C2: %2 civanpercemi unu,
C3: %3 civanpercemi unn katkalr ekmek)

Figure 1. Bread production model (K: without medicinal plant, only wheat flour; K1:1% dandelion flonr, K2: 2%
dandelion flonr, K3: 3% dandelion flour-enriched bread; C1: 1% yarrow flonr, C2: 2% yarrow flour, C3: 3% yarrow
flour-enriched bread)
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Metot

Duyusal Analiz

Duyusal analiz paneli, 21 Kasim - 29 Kasim 2020
tarihleri arasinda, Mersin ili Erdemli Ilcesinde,
Kumkuyu Limant’nda bulunan bir kafede 19-75
yas araligindaki (83 kisi - 34 Kadin / 49 Erkek)
tiketicilerin ~ katthmi  ile  gergeklestirilmistir.
Duyusal analizde farklilik testleri icin 10-20
panelist yeterli kabul edilirken, tiiketici testlerinde
en az 80 kisi olmast gerekmektedir (Onoglu ve
Elmaci, 2019). Bu nedenle calismamiz tiketici
testi olarak kabul edilmektedir.

Duyusal analiz  formunda; tim  duyusal
degerlendirmeler, ekmeklerdeki duyusal kalite
kriterlerini igeren; Dursun (2006) ve Pala
(2012)’nin calismalart incelenerek, konu ile ilgili
yapimis uluslararast calismalar (Giboreau vd.
2007; Annett vd. 2007; Elia 2011; Vindras-
Fouillet vd. 2014; Ho 2015; Shrivastava vd. 2018;
Robles-Ramirez vd. 2020) dikkate alinarak
tarafimizca gelistirilmis ve 6n denemeler ve
goriigleri  sonucunda  son  haline
getirilmistir. Literatlir arastirmast sonucunda,
calisma Ozgli  olarak  modifiye
edilmesiyle hazirlanmis tadim formu tzerinde, 1-
5 hedonik skalasi (5 Puan: Cok iyi, 4 Puan: iyi, 3
Puan: Kabul edilebilir, 2 Puan: Yeterli degil, 1
Puan: Koéti) kullanilarak ekmeklerin - duyusal
analizi  yapimustir.  Panelistler,  birbirinden
etkilenmeyecek sekilde, aydinlik ve dis etkenlere
kapali olan ortamda puan vermislerdir. Duyusal
analiz, uluslararast standartlara (1087 1990; ISO
8586 1993; I1SO 8589 2007) uygun bir duyusal
panel yapilarak gerceklestirilmistir.

uzman

konusuna

Duyusal analiz formu t¢ bélimden olugmakta
olup, ilk béliimde ekmek Grneklerine ait duyusal
ozelliklere, ikinci bolimde ekmek uretiminde
kullanilan katki tipi, maya tipi ve un tipi hakkinda
titketici tahminlerine, Gglnct boliimde ise puan
verilen ekmek duyusal 6zelliklerinin tiiketici satin
niyeti Uzerindeki etkisi  Slcilmistiir.
Panelistler, birbirinden etkilenmeyecek sekilde,
aydinlik ve dis etkenlere kapalt olan ortamda puan
vermislerdir. Ekmekler; hacim, kabuk rengi, ic
rengi, gbzenek yapist, sekil simetrisi, genel lezzet
yogunlugu, genel aroma yogunlugu, genel koku
yogunlugu, c¢ignenebilirlik, sertlik, yapiskanlik,

alma

ufalanma, agizda brrakt@ his ve genel kabul
edilebilitlik olmak tzere on dort (14) Ozellik
bakimindan degerlendirilmistir. Duyusal analiz
formunun ikinci béliminde, panelistlere, ekmek
tretimleri sirasinda kullanilan katk: tipi (meyve,
sebze, bitki, baklagil, diger), maya tipi (kuru maya,
yas maya, eksi maya, nohut mayasi, diger) ve un
tipini (bugday unu, tam bugday unu, ¢avdar unu,
yulaf unu, diger) tahminlerini isaretlemeleri
istenmistir. Duyusal analiz formunun Uglnci
boliminde ise, panelisterin, ekmekleri satin alma

niyetini  6l¢gmek amactyla Shiv  vd. (1997)
tarafindan gelistirilmis ifade (satin alma niyeti)
gosterilmis, 1-5 hedonik skalast (5 puan:

Kesinlikle katiliyorum, 4 Puan: Katiliyorum, 3
Puan: Ne katiltyorum ne de katilmiyorum, 2 Puan:
Katilmtyorum, 1 Puan: Kesinlikle katilmiyorum)
verilen puanlara gbre, tiketicilerin  duyusal
panelde degerlendirdigi ekmeklerin  duyusal
Ozeliklerinin tiiketici satin alma niyetine etkisi
Olcilmustir. Duyusal analizler icin Kocaeli
Universite’sinden 19/11/2020 tarihli E-79955
sayilt Etik Kurul Onay1 alinmistir.

Istatiksel Analiz

Duyusal analiz formunun ilk bélimiinde, verilerin
degerlendirilmesinde JMP IN 7.0.0 (Statistical
Discovery from SAS 2007. Institue Inc.) programi
ile varyans analizi kullanilarak degerlendirilmistir.
Elde edilen ortalama degetler arasindaki istatistiki
farklt gruplarin belirlenmesinde P <0.05 olasilik
diizeyinde “LSD (Least Significant Difference) testi”
kullantlmugtir. 3 tekerrtirlii olarak tesaduf parselleri
deneme desenine gére yuritilmistir. Duyusal
analiz formunun diger bolimlerinde SPSS 23.0
istatistik programi  kullanlmistir. Elde edilen
verilere tanimlayict (yiizde ve frekans) analizi ve
dogrusal regresyon analizi uygulanmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Katilimcilarin Ozellikleri ve Duyusal Analiz
Tahminleri

Arastirmaya dahil edilen katidimecilarin %41’ini (34
kisi) kadinlar, %59unu (49 kisi) ise erkekler
olusturmaktadir. Katdimecdarin %494’ unt (41
kisi) “18-25 yas aralig1” olustururken %45,4intn
(38 kisi) lisans mezunu oldugu belirlenmistir.
Gelir diizeyl agisindan incelendiginde %32,5’inin
(27 kisi) “1500 ve alt1” gelir grubunda yer alirken
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%31,3’tntn (26 kisi) “4500 ve tzeri” gelir
grubunda yer aldig1 gérilmektedir.

Duyusal analiz paneline katilanlarin  ekmek
tiketim aligkanlklart Cizelge 2’de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde katiimetlarin %32,5’inin
(27 kisi) ginde 1-2 dilim, %43,4Gntn (36 kisi)
ginde 3-4 dilim, %18,1’inin (15 kisi) glinde 5-6
dilim ve %6’siun (5 kisi) giinde 7 dilim ve tizeri
ekmek tlkettikleri goriilmektedir. Tantk (2000)
yaptigt calisgmada tiketicilerin - glnlik satin
aldiklari ekmek miktarlarint %47’si 3-4  adet,
%2374 5-7 adet, %19’u 1-2 adet ve %11°1 8 ve
tzeri adet ekmek olarak belirlemistir. Aydin ve
Yildiz (2011), yaptiklart ¢calismaya katilan kisilerin
%4,8’inin giinde 1 dilim, %13,8’inin 2 dilim
ekmek tlketirken, %223’tntin c¢eyrek ekmek,
%32,3 antin yarim ekmek, %23,0’inin tim ekmek

ve %4’Gntn diger oranlarda ekmek tiikettigini
belirtmislerdir. TUBER (2019) verilerine gére 1
dilim ince ekmek 25 g olarak belirtilmistir. Tkikat
Tumer vd. (2019) yapuklari calismada kisi bagt
giunlik ekmek tiketiminin ortalama 212 ¢
oldugunu belirtmistir. 1 ince dilim ekmek 25 g, 1
orta dilim ekmek 30 g olarak hesaplandiginda, kisi
bast ortalama 8 dilim ekmek tlkettikleri ifade
edilmistir.  Calismamiza katilan  tluketicilerin
cogunlugu ise ginde 3-4 dilim ekmek
tikettiklerini bildirmigtir. Adigiizel ve Kizilaslan
(2020) calismalarinda tiiketicilerin giinltik ekmek
tiketim miktarlarimi %33,09’u 250 g ve alti,
%42,65’1 250-350 g araliginda ve %24,26’s1 351 g
ve Uzeri seklinde belirlemistir.  Ayrica,
katiimeilarin en ¢ok somun ekmegi (% 54.2) ve
bugday ekmegi (%0 21.7) tiikettigi tespit edilmistir.

Cizelge 2. Katiimciarin ekmek tiiketim aligkanliklart
Table 2. Bread consumption habits of the participants

Ekmek Tiiketim Ozellikleri Say1 (n) Oran (%)
Bread Consumption Features Number Rate
1-2 27 32,5
Gunlik Ekmek Tuketimi 3-4 36 43,4
. 5-6 15 18,1
EI)) l'lzlrrzls) d Consumption (Slice) |, V€ 47611 5 6
aily Bread Consumption (S/lice) 7 and over
Toplam (Tozal) 83 100
Somun Ekmegi
Loaf Bread 45 542
Karisik Tahidlt Ekmek 4 48
Mixed Grain Bread ’
Tam Bugday Ekmegi
Whole wheat bread 18 217
Eknﬁ Gegidi Eksi Mayalt Ekmek 5 s
read 1ype Sourdough Bread ’
Kepek Ekmegi
Bran bread 7 84
Karabugday Ekmegi 1 12
Buckwheat Bread )
Diger
Other 2 2.4
Toplam ((Total) 83 100
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Tiketicilerin ~ Ulkemizdeki  ekmek  tiketim
aligkanliklarinin incelendigi calismalarda; %075’
beyaz bugday ekmegi, %068,75-%77,21’inin
somun ekmegi, %22,05inin koéy ekmegi,
%14.70’inin  esmer ekmek, %12.13Gnin ¢icek
ekmek, %8,26-14tntin pide ve %710.29’unun
Trabzon ekmegi %5,41’inin lavas, %61,03 intn
tam bugday ekmegi, %5,22-39,97’sinin kepek
ckmegi,  %1-37,13’tntin ~ ¢avdar  ckmegi,
%7,55’inin kepekli-cavdar ekmegi, %5,21’inin tas
firin ekmegi ve %1,77’sinin diger ekmek ¢esitlerini
tiikettigi rapor edilmistir (Adigtizel ve Kizilaslan,
2020; Ekmekei Bal vd., 2013; Tkikat Ttamer vd.,
2019; Tanik, 2006; Uzundumlu vd., 2018).
Calismamiza katllan 83 tiketici, literatirdeki
calismalara benzer gekilde en ¢ok somun ekmegi,
tam bugday ekmegi ve kepek ekmegi tercih
ettiklerini belirtmislerdit.

Duyusal analiz panelinde, katiimcilara tattiklar
ckmeklere yonelik tiretimde kullanilan katk: tipi,
maya tipi ve un tipi tahminleri de sorulmustur.
Calismamizda ekmek tretiminde, katk: tipi: bitki
unu, maya tipi: kuru maya ve un tipi: bugday unu
kullantlmustir.  Kattbmedarn  kontrol  ekmegi,
karahindiba unu katkili (K1, K2 ve K3),
civanpercemi unu katkili (C1, C2 ve C3) ekmekler
ile ilgili katki, maya ve un tipi tahminlerine yonelik
tahmin sonuglarina gore; tiiketiciler
zenginlestirilmis ekmeklere katidan bitki unlarinin
yesil ve sartya yakin renginden dolayt ekmek
hamurunun renginin degismesi, tiiketicilerde
bugday unu degil de tam bugday unu veya ¢avdar
unu kullanildigy algisi olusturmustur. Ekmeklerde
bitki unlarindan kaynakli eksi ve act tat algilart da
eksi maya kullanildigr algist olusturmustur. Bu
durum tiketici tahminlerine de yansimustir. Konu
yiyecekler oldugunda renk algisinin etkisi ¢ok
yiiksek oldugu ve yiyecek renginin tonu, yiyecegin
taze veya bayat olmasi hakkinda fikir verdigi
belirtilmistir  (Ahbap, 2014). Katihimcilarin
ekmeklerin katki tipi, maya tipi ve un tipi
tahminlerine  yo6nelik  veriler genel olarak
degerlendirildiginde; katitimcilarin katki tiplerinin

tahmini incelendiginde, genel olarak bitin
ekmeklerde ¢ogunlukla bitki tipini dogru tahmin
etmislerdir. Katilimcilarin maya tipi

tahminlerinde, eksi maya yontinde tahminde
bulunduklart gérilmiistir. Bu durumun bitkilerin

sahip oldugu act ve eksimsi tattan kaynaklandig
dusuntlmektedir. Tuketiciler ekmeklerdeki eksi
maya kokusundan dolayt saglikli ve dogal bir
ekmek olarak algilamislardir. Katlimeilarin un
cesidi tahminlerinin ise bitki unu rengine gére tam
bugday unu, ¢avdar unu, yulaf unu vb. degiskenlik
gosterdigi tespit edilmistir. Un tahminleri dikkate
alindiginda  ise  duyusal analiz  sirasinda
katiimcilarin ekmek renginden yola ¢ikarak un
tahmininde bulundugu gézlemlenmis olup,
bitkiler ekmege kendine 6zgli bir renk kattigt icin
un tahminlerinin kisiden kisiye ¢ok farkldik
gosterdigi disinilmektedir.

Ekmeklerin Goriiniig Ozellikleri

Gortunuts Ozellikleri, ekmeklerin hacim, kabuk
rengi, i¢ rengi ve gbzenek yapisi, sekil simetrisi
acisindan  incelenmis sonuglari  Cizelge 3’te
verilmistir.

Ekmeklerin goriniis &zellikleri incelendiginde,
hacim 6zelligi yoniinden en yitksek degeri 3.92 ile
K3 ckmegi alirken, en distk degeri ise 3.46 ile
kontrol ekmegi almustir. LSD testi sonuglarina
gore, kontrol 6rneginin hacim puant C2 ekmegi ile
benzer bulunmus olup (P <0.05) diger
zenginlestirilmis ekmek Orneklerinden  farklt
bulunmustur (P <0.05). Bu sonucun yogurma
strasindaki farkliliklardan kaynaklandig
distntlmektedit. Tibbi bitkilerce
zenginlestirilmis ekmeklerin kabuk rengi puanlart
incelendiginde, puanlarin  3.18-3.86 arasinda
degistigi gbrilmistir. En distik puan 3.18 ile
kontrolde, en yiiksek puan 3.86 ile C1 ekmeginde
tespit edilmistir. LSD testi sonuglarina gére, bitki
unu katkili ekmeklerin kabuk rengi ile kontrol
ckmegi arasinda 6nemli (P <0.05) bir farklilik
oldugu goralmistir. Bu durumun, bitkilerin
kendilerine has olan renklerinin ekmek hamuruna
gecirmesinden  kaynaklandigi  dustintilmektedir.
Tiketiciler ekmeklerin rengindeki koyulasmay:
tam bugday unu kullanimu ile iliskilendirmis ve
daha dogal bir ekmek oldugunu distinmuslerdir.
Duyusal analiz panelindeki tiketici tahmini
sonuclart  bu desteklemektedir.
Ekmeklerin i¢ rengi puanlart incelendiginde, tibbi
bitki unu ilavesi ile uretilen ekmeklerin renk
puanlart 3.42-3.80 arasinda degismis olup, en
yiksek puant C3 ekmegi almigtir. LSD test

sonucu
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sonuclarina gore, ekmek i¢c rengi puanlarinda,
kontrole gére 6nemli bir artty gézlenmigtir (P
<0.05). Ekmeklerin gézenek yapist puanlar
incelendiginde, puanlarin  3.65-3.88 arasinda
degistigi gorilmustir. En distik puant 3.65 ile
kontrol ve C2 ekmekleri almis olup, en yiiksek
puan 3.88 ile K2 ekmegi almistir. LSD testine
gore, ekmeklerin gbzenek yapisi  Ozellikleri
arasinda Onemli bir farklilk gézlenmemistir (P
<0.05). Ekmeklerin sekil simetrisi puanlar
incelendiginde, C2 ekmegi en disik puani (4.04),

K1 ekmegi ise en ylksek puant (4.18) almustir.
LSD testine gore, ekmeklerin sekil simetrisi
Ozellikleri arasinda 6nemli bir fark gbzlenmemistir
(P <0.05). Uretim seklinin standart olmast ve
teknigin dogru uygulanmast nedeniyle ekmek
sekilleri ~ benzer  bulunmustur.  Tiketiciler
tarafindan  yapilan  duyusal  degerlendirme
sonucuna gore tiim ekmekler 3 ve 4 tizerinde puan
alip gorunts Ozelligi yoniinden “kabul edilebilit”
ve “lyi” olarak nitelendirilmistir.

Cizelge 3. Ekmeklerin gériiniis 6zelliklerine ait duyusal analiz sonuglari*!
Table 3. Sensory analysis results of the appearance properties of bread

Goriunts
Appearance

Ornek . . ; . . o .
Sample Hacim Kabuk Rengi e Rengl Gozenek Yapist  Sekil Simetrisi

Volume Shell color Interior color Pore structure Shape symmetry
K 3.46%1.10° 3.18%1.19b 3.42%1.25b 3.65%1.18¢ 4.12%1.022
K1 3.80%1.022 3.63%£1.00¢ 3.77£0.99 3.78%1.16 4.181£0.91»
K2 3.84%1.022 3.66%+1.00¢ 3.76%1.12 3.88%1.12: 4.07£1.03¢
K3 3.92+1.12» 3.67£1.19: 3.76x£1.27 3.87x1.11= 4.14%£1.03
C1 3.80%1.09- 3.86x1.06 3.75%£1.08 3.8311.14= 4.1220.99-
C2 3.69%1.09 3.65%11.022 3.58%1.122 3.65%11.25 4.04%1.10¢
C3 3.83%£1.05 3.832£0.99: 3.80%£1.06 3.73£1.13 4.1241.05

*Aynt sttunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmaktadir (P
<0.05). Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
* Mean values represented by the same letters within the same column are not significantly different at P =0.05.

Data are expressed as means * standard deviations

IK: Kontrol ekmegi; K1, K2 ve K3: Karahindiba unu katkili ekmekler; C1, C2 ve C3: Civanpercemi unu katkili

ekmekler)

'K: control bread; K1, K2 and K3: bread enriched with dandelion flour; C1, C2 and C3: bread enriched with yarrow flonr

Ekmeklerin Tekstiir Ozellikleri

Farkli cesit ve oranlarda tibbi bitki unu ilave
edilerek uretilen ekmeklerin tekstur ozellikleri,
cignenebilirlik, sertlik, yapiskanlik ve ufalanma

ozelliklert acisindan duyusal olarak
degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4’te
verilmisgtir.

Ekmeklerin cignenebilirlik Ozellikleri

incelendiginde, en yiiksek puan 3.89 ile kontrol
ekmegine verilitken, en distik puan 3.23 ile C3
ekmegine verilmistit. LSD  testi sonuglart
incelendiginde, C1, C2 ve C3 ekmeklerinin
kontrolden o6nemli dizeyde farkli oldugu
gorilmektedir (P <0.05). Tiketicilerin verdikleri

puanlara gore, karahindiba bitki unu katkili
ckmeklerin ¢ignenebilirligi, civanpercemi unu
katkili ekmeklere gore daha iyi bulunmustur (P
<0.05). Ekmeklerin sertlik ozellikleri
incelendiginde ise, puanlarin 3.42-3.86 arasinda
degistigi, kontrol ekmeginin en ylksek puant
aldig tespit edilmistir. Bitki unu katkili ekmeklerin
kontrol ekmegine gbre O6nemli oranda farklt
oldugu goérilmustir (P <0.05). Ekmeklerin
yapiskanlik Ozellikleri incelendiginde, puanlarin
3.28-3.57 arasinda degistigi ve istatistiksel olarak
o6nemli bir farklihk bulunmadigt tespit edilmistir

(P <0.05). Ekmeklerin ufalanma 6zellikleri
incelendiginde, puanlarin  3.30-3.67 arasinda

degistigi ve ekmekler arasinda istatistiksel olarak
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anlamlt bir farklilk olmadigi gorilmistir (P
<0.05). Tuketiciler tarafindan yapilan duyusal
degerlendirme sonucuna gore, tim ekmekler 3 ve

tzerinde puan alip tekstiir Ozelligi yoniinden
“kabul edilebilit” olarak nitelendirilmistit.

Cizelge 4. Ekmeklerin tekstiir 6zeliklerine ait duyusal analiz sonuglarr*!
Table 4. Sensory analysis results of the texture properties of bread™!

Tekstiir

Texture
Ornek Cignenebilirlik Sertlik Yapiskanlk Ufalanma
Sample Chewiness Hardness Adhesiveness Crumbling
K 3.89%£1.13 3.86%1.08 3.43£1.322 3.67£1.29
K1 3.6611.09+0 3.75£0.97 3.31%+1.18¢ 3.58%1.26
K2 3.5241.30qb¢ 3.6611.15% 3.40£1.31= 3.59%1.27
K3 3.5241.274be 3.64+1.16 3.37£1.30¢ 3.51%1.38¢
C1 3.46%1.26b¢ 3.6411.17 3.57+1.27¢ 3.54%1.28¢
C2 3.401£1.31bc 3.5311.23 3.37£1.27 3.36x1.27
C3 3.23%+1.32¢ 3.42%+1.31> 3.28%+1.37: 3.30%+1.31=

*Ayni sttunda farklt harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmaktadir (P
<0.05). Sonuglar ortalama * standart sapma seklinde verilmistir.
* Mean values represented by the same letters within the same column are not significantly different at P <0.05.

Data are excpressed as means £ standard deviations

IK: Kontrol ekmegi; K1, K2 ve K3: Karahindiba unu katkili ekmekler; C1, C2 ve C3: Civanpercemi unu katkilt

ekmekler)

'K: control bread; K1, K2 and K3: bread enriched with dandelion flonr; C1, C2 and C3: bread enriched with yarrow flonr

Ekmeklerin Tiim Duyusal Ozellikleri
Ekmeklerin tim duyusal 6zellikleri gdriints,
lezzet/tat, koku, tekstur, agizda biraktgt his ve
genel kabul edilebilirlik olmak tGzere altt ana baglik
altinda incelenmistir. Tum duyusal 6zelliklere ait
sonuglarin ortalamalar Cizelge 5’te verilmistir.

Tuketicilere yapilan duyusal analiz panel formu
sonugclarina gore; ekmeklerin gorints 6zellikleri
incelendiginde, puanlarin  3.57-3.87 arasinda
degistigi tespit edilmistir. LSD testi sonuglarina
gbre, tbbi bitki unu ile zenginlestirilmis
ckmeklerde kontrole gére istatistiksel olarak
anlamlt bir artis oldugu gorilmistir (P <0.05).
Gunumizde tiketicilerin daha saglkli gidalara
olan talebin artmast nedeniyle, fonksiyonel, dogal,
organik ve katkisiz Urtinler daha ilgi cekici
olmustur  (Ozkan ~ Ozdemir vd., 2009).
CGalismamizda kullandigimiz tubbi bitki unlar
ekmeklere dogal bir yapr kazandirdigi igin,
tiketiciler gorints 6zelliklerine kabul edilebilir
puanlar vermistir. Ekmeklerin lezzet/tat 6zelligi
incelendiginde, puanlarin  2.56-3.33 arasinda
degistigi, C2 ve C3 eckmeklerinin lezzet/tat
puanlarinda diger ekmeklere goére, istatistiksel

olarak anlaml bir diisiis oldugu tespit edilmistir (P
<0.05) Lezzet/tat puanlari agisindan istatiksel
olarak (P <0.05) en yiksek puan (3.33) Kl
orneginde tespit edilmistir. Ekmeklerin koku
Ozelligi incelendiginde, puanlarin  2.49-3.51
arasinda degistigi tespit edilmistir. LSD testi
sonuglart  incelendiginde ise C2 ve C3
ckmeklerinin koku puanlarinda diger ekmeklere
gore, istatistiksel olarak anlamh bir diigiis oldugu
gorilmustir (P <0.05) Koku puanlart agisindan
istatiksel olarak en ytksek puan K1 (3.51) ve C1
(3.49) Orneklerinde tespit edilmistir. Ekmeklerin
tekstir 6zelligi incelendigince, puanlarin 2.27-3.71
arasinda degistigi ve bitki unu ile zenginlestirilmis
ekmeklerin tekstir puanlarinda kontrole (3.71)
gore, istatistiksel olarak anlaml bir diigtis oldugu
gorilmektedir (P <0.05) Kontrole en yakin puant
K1 (3.58) ekmegi almistir. Ekmeklerin agizda
biraktigt his 6zelligi incelendiginde, puanlarin
2.27-3.71 arasinda degistigi ve bitki unu ile
zenginlestirilmis  ekmeklerde kontrole gore,
istatistiksel olarak anlamli bir diistis oldugu tespit
edilmistir (P <0.05). Kontrol 6rnegine en yakin
puant (3.42) K1 ekmegi almistir. Ekmeklerin genel
kabul edilebilirligi incelendiginde, puanlarin 2.31-
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3.72 arasinda degistigi ve bitki unu ile
zenginlestitilmis ekmeklerde kontrol ekmegine
gore, istatistiksel olarak anlaml bir dists oldugu
tespit edilmigtir (P <0.05). Kontrol 6rnegine en
yakin puant (3.58) K1 ekmegi almistir. En yiiksek
genel kabul edilebilitlik  puanlart  sirasiyla
Kontrol>K1>K3>K2>C1>C2>C3 seklinde
siralanmistir.  Ttketiciler tarafindan  yapilan
duyusal degerlendirme sonucuna gére C2 ve C3

ekmegi harig, tiim ekmekler 3 ve tizerinde puan
alip genel kabul edilebilirlik 6zelligi yontnden
“kabul edilebilir” olarak nitelendirilmistir. C2 ve
C3 ekmeklerinin diigitk puan almasinin nedeninin
civanpercemi  bitkisinden  kaynakli  acihk
maddesinin ekmeklerin lezzet ve aromasint
olumsuz yoénde etkilemesinden kaynaklandigt
disuntlmektedir.

Cizelge 5. Ekmeklerin tim duyusal 6zeliklerine ait analiz sonuglarr*!
Table 5. Analysis results of all sensory properties of bread*1

Duyusal Ozellikler
Ornek Sensory Properties
Sample Gorunis Lezzet/Tat Koku
Appearance Flavor/ Taste Swell
K 3.57£0.89> 3.2311.18® 3.39%1.314b
K1 3.83£0.80 3.33£1.08¢ 3.51£1.10¢
K2 3.8410.842 3.14%1.27 3.41%1.20%
K3 3.87£0.87¢ 3.18%1.32:b 3.39£1.35%
Cl1 3.87£0.89: 3.1611.412b 3.49%1.47=
C2 3.72£0.93% 2.85%1.33b¢ 2.99%1.45bc
C3 3.86£0.87¢ 2.56%1.34¢ 2.79%1.48¢
Min-Max 3.57-8.87 2.56-3.33 2.79-3.51
OrtxSD 3.80£0.11 3.06£0.27 3.28+0.28
Tekstiir Agizda Biraku@: His Genel Kabul Edilebilirlik
Texture Mouth Feeling General Acceptability
K 3.71£0.942 3.71+1.13 3.72%1.09:
K1 3.58£0.89+ 3.42%1.244b 3.54£1.15%
K2 3.54%1.05 2.9911.43¢ 3.04%1.36¢d
K3 3.51£1.10% 3.18%1.44bc 3.24%1.39bc
Cl1 3.55£1.06% 2.98%1.44cd 3.00£1.37<d
Cc2 3.4241.09b 2.75%1.504 2.81%1.454
C3 3.31£1.18> 2.27%1.47¢ 2.314+1.36¢
Min-Max 3.31-3.71 2.27-3.71 2.31-3.72
OrtxSD 3.52%0.13 3.04£0.47 3.09£0.47

*Ayni sttunda farklt harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmaktadir (P
<0.05). Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
* Mean values represented by the same letters within the same column are not significantly different at P <0.05.

Data are expressed as means * standard deviations (SD)

IK: Kontrol ekmegi; K1, K2 ve K3: Karahindiba unu katkili ekmekler; C1, C2 ve C3: Civanpercemi unu katkilt

ekmekler)

'K: control bread; K1, K2 and K3: bread enriched with dandelion flour; C1, C2 and C3: bread enriched with yarrow flonr

Ekmeklerin duyusal analiz sonuglarinin  radar
grafiginde degisimi Sekil 2’de verilmigtir. Genel
olarak  degerlendirildiginde tim ekmeklerin
duyusal 6zelliklerinin ortalamalari alindiginda 3 ve
tzerinde tespit edilmis kabul edilebilir 6zelliklere

sahip olduklart belirlenmistir. Ekmek duyusal
ozelliklerinden — “gorunus”, lezzet/tat, koku,
tekstiir, agizda biraktugl his ve genel kabul
edilebilirlik  ortalamalari arasinda istatistiksel
olarak (P <0.05) anlamli bir farklilk vardir.
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Thketicilerin verdikleri puanlara gére, karahindiba
bitki unu katkili ekmeklerin genel duyusal
Ozellikleri, civanpercemi unu katkili ekmeklere
gbre daha iyl bulunmustur (P <0.05). Duyusal

K1 K2

Genel Kabul Edilebilirlik .57

(General Acceptability) | ** R 2
: 1
. 0

Agizda Biraktigi His Nee, e
(Mouthfeel) T

analiz  panelinde kullanilan  karahindiba ve
civanpercemi bitki unu katkili zenginlestirilmis
ekmeklere ait gérseller Sekil 3’te verilmistir

eesssss(3

Y Lezzet/Tat (Flavor/Taste)

PR b
““‘....couoal

._'."".»-"‘ Koku (Smell)
P

Tekstlr (Texture)

Sekil 2. Tibbi bitki unu katkili zenginlestirilmis ekmeklerin duyusal analiz sonuglarinin radar gratiginde
degisimi (K: tibbi bitki icermez, sadece bugday unu; K1: %1 karahindiba unu, K2: %2 karahindiba unu,
K3: %3 karahindiba katkili ekmek; C1: %1 civanpercemi unu, C2: %2 civanpercemi unu, C3: %3
civanpercemi unu katkili ekmek)

Figure 2. The change in the sensory analysis results of the bread enriched with medicinal plant flour in the radar chart
(K: without medicinal plant, only wheat flonr; K1:1% dandelion flonr, K2: 2% dandelion flour, K3: 3% dandelion
Slour-enriched bread; C1: 1% yarrow flour, C2: 2% yarrow flonr, C3: 3% yarrow flour-enriched bread)

Literatiire yer alan calismalar incelendiginde;
Yarpuz (2011), yaptigt calismada, lipen unu,
karabugday unu, guar gam ve emilgatér kullanarak
trettigi  zenginlestirilmis ekmeklerin  duyusal
analiz sonuclarinda %10 ve %20 oraninda lipen
unu iceren ekmeklerin tat, koku, yumusaklik ve
genel begeni Ozelliklerinde en yiksek puant
aldiklarint bildirmiglerdir. Erdemir (2015), 1si
islem g6rmiis bakla ezme tozu ile zenginlestirdigi
ekmeklerin duyusal analizler sonucunda bakla
ezme tozu ilave orani arttikca ekmeklerin renk
oranlarinda azalma olurken, genel olarak %15
oraninda  katki iceren ekmeklerin  duyusal
Ozelliklerinde anlamli  bir farklilik  oldugunu
bildirmislerdir. Arslan Burnaz vd. (2018), tibbi ve
aromatik bitkiler ile ekmegin fenolik madde
igerigini zenginlestirmeyi amaglamiglar ve sart
hashas, mavi hashas, kisnis, keten tohumu,

mahlep, tarcin ve zerdecal kullanmiglardir.
Duyusal analizde tar¢inli ekmek en ytiksek kabul
edilebilirligi gosterirken, kisnisli ekmegin kabul
edilebilir nitelikte olmadigt bildirilmistir. Barisik
ve Tavman (2018), nohut unu kullanarak
zenginlestirdikleri glitensiz ekmeklerin duyusal
degerlendirmesi sonucunda %40 oraninda nohut
unu ile zenginlestirilen ekmek en yiiksek puant
alirken nohut unu icermeyen ekmek en dusik
degeri almistir. Bunun yant sira nohut unu miktart
arttkca  ekmekte meydana gelen sarihigin
panelistlerce daha ¢ok begenildigi bildirilmistir.
Calismamizda da belirtilen literatiir ¢alismalarina
benzer sekilde ekmeklerin duyusal 6zelliklerini
tyilestiren sonuglara ulagilmistir. Calisma sonuglari
incelendiginde, duyusal Ozellikler tiiketiciden
tiiketiciye degisiklik gostermekle birlikte, genel
olarak tim ekmekler ortalama puan acisindan
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kabul edilebilir sonuglar gOstermistir.
Tiketicilerin verdikleri genel kabul edilebilirlik
puanlari agisindan; en ¢ok begenilen tibbi bitki
unu katkili ekmek K1 (%1 karahindiba bitki unu

katkili ekmek), en az begenilen ise C3 (%3
civanpercemi bitki unu katkili ekmek) ekmegi
olmustur.

c1

C3

Sekil 3. Duyusal analizde kullanilan ekmek 6rnekleri (K: tibbi bitki igermez, sadece bugday unu; K1:
%!1 karahindiba unu, K2: %2 karahindiba unu, K3: %3 karahindiba unu zenginlestirilmis ekmek; C1:
%!1 civanper¢emi unu, C2: %2 civanper¢emi unu, C3: %3 civanpercemi unu ile zenginlestirilmis
ekmek)

Figure 3. Bread samples used in sensory analysis (K: without medicinal plant, only wheat flour; K1:1% dandelion flonr,
K2: 2% dandelion flour, K3: 3%dandelion flour-enriched bread; C1: 1% yarrow flonr, C2: 2% yarrow flour, C3: 3%
yarrow flour-enriched bread)

Insanlarin beslenmesinde cok énemli bir yeri olan
ckmegin  besinsel, duyusal ve fonksiyonel
Ozelliklerinin gelistirilmesi icin yapilmis pek cok
calisma mevcuttur. Ancak, calisma kapsaminda
kullantlan  tibbi  bitkilerden karahindiba ve
civanpercemi bitki unlarinin ekmek
zenginlestirme isleminde kullamildig1 ve duyusal
Ozelliklerin incelendigi bir calismaya literatirde
rastlanmamigtir.

Duyusal Ozelliklerin Satin Alma Niyetine
Uzerine Etkisi

Ekmeklerin duyusal 6zelliklerinin, tliketicilerin
satin alma niyeti {zerindeki etkisini gosteren,
duyusal Ozellik puanlarindaki 1 birimlik artisin,
satin alma niyetini kag birim artiracagina yoénelik
regresyon denklemleri Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 4. Tibbi bitki unu katkilt zenginlestirilmis ekmeklerin duyusal 6zelliklerinin satin alma niyeti
lizerine etkisinin regresyon denklemleri (a)-K kontrol ekmegi; (b), (), (d)-K1, K2, K3 Karahindiba unu
katkili ekmekler; (e), (f), (g): C1, C2, C3 Civanper¢emi unu katkilt ekmekler)

Figure 4. Regression equations for the effect of sensory properties of bread enriched with medicinal plant flour on purchase
intention (a)-K control bread; (b), (¢), (d)-K1, K2, K3 bread enriched with dandelion flour; (e), (f), (g): C1, C2,
C3 bread enriched with yarrow flour

Ekmeklerin duyusal Ozelliklerinin satin  alama
niyeti iizerine etkisi incelendiginde ekmek duyusal
Ozelliklerinin satin alma niyeti tizerinde olumlu
etkisi oldugu tespit edilmistir. Calismamiz
kapsaminda  dretilen yedi farkli  ekmek

formiilasyonunun satin alma niyeti tizerinde etkili
olan duyusal 6zellikler cesitlilik géstermektedir.
Duyusal 6zelliklerden hangilerinin  sattn  alma
niyeti Uzerinde etkili oldugu ve bu faktérlere baglt
olarak “satin alma niyeti” davranisinin % degisimi
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regresyon analizi sonuglarina gore sirastyla;
kontrolde lezzet/tat ve agizda birakugi his
(%54.6), K1 ekmeginde gorinis ve agizda
biraktigs his (%66), K2 ekmeginde koku ve agizda
biraktigr his (%70.7), K3 ckmeginde agizda
biraktigr his (%60.3), C1 ekmeginde genel kabul
edilebilirlik (%063.2), C2 ekmeginde genel kabul
edilebilirlik (%57.7) ve C3 ekmeginde genel kabul
edilebilirlik (%70.7) 6zelliklerinin etkili oldugu
tespit edilmistir. Ekmeklerin duyusal 6zellikleri ne
kadar iyilesirse tiiketici satin alma niyeti de o kadar
cok arttig1 gézlenmistir. Satin alma niyeti gbrsel
Ozellikler yaninda titketicilerin kisisel 6zelliklerine
baglt olarak da degisebilmektedir.

Tanik (2006), yaptigi calismada, tiketicilerin
damak tad: ve aliskanliklar dolayistyla cogunlukla
beyaz ekmek tikettikleri ve ekmek alirken tat,
lezzet, yenilebilirlik, gorints, renk, depolama
siresi gibi kriterlere dikkat ettikleri sonucunu
bildirmistir. Aksoylu vd. (2014), yaptiklar
calismada ekmek tiketim  aliskanliklarinin,
tiketicinin cinsiyet, yas, gelir dizeyi ve meslek
grubuna ve ekmegin tat ve ulasilabilitligine gore
farklilik gosterdigini rapor etmislerdir. Bununla
bitlikte, satin alma aliskanlklart  dikkate
alindiginda, ekmeklerin tat, saglkli, lifli, kolay
bulunabilir olmast ve fiyatlarinin satin alma
tercihinde etkili oldugu tespit edilmistir (Aksoylu
vd., 2014). Bu calismalar, elde ettigimiz verileri
destekler nitelikte olup, renk, tat, lezzet, koku,
gorinis vb. gibi duyusal karakteristikleri tiiketici
tercihlerini etkiledigini g6stermektedir. Panele
katilan tiketiciler yeni triinleri denemeye acik ve
istekli bulunmustur.

SONUC

Arastirma kapsaminda secilen iki tibbi bitkinin de
saglik acisindan faydalart oldugu yapilan literatiir
calismalarinda bildirilmistir. Calismamiz
kapsaminda bu bitkilerin farklt bir alanda
degerlendirilerek, giinlik diyette siklikla yer alan
ekmegin zenginlestirilmesi ve dengeli beslenmeye
katki saglanmast amaclanmustir. Arastirma
sonucuna gore; degeri az bilinen tibbi bitkilerin
kullanimi toplum sagligina olumlu yonde fayda
saglayacak ve strdurilebilir beslenmeyi tesvik
edecektir. Ekmegin zenginlestirilerek tiiketilmesi
besin igeriklerinin iyilesmesini saglayacaktir.

Ayrica karahindiba ve civanpergemi gibi degerli
ttbbi  bitkilerin  besleyici  ve  fonksiyonel
Ozelliklerinden gida ve farkhi bilim dallarinda
yararlanilmasi gerektigi ve yeni driin gelistirme
calismalarinda fonksiyonel gida katkisi olarak
kullanilabilecegi diisiniilmektedir. Calismamizda,
ekmeklerin duyusal 6zellikleri ne kadar iyilesirse
tiiketici sattn alma niyeti de o kadar ¢ok arttig,
bazi Szelliklerin bu durumu daha cok etkiledigi
tespit edilmistir. Satin alma niyeti gorsel 6zellikler
yaninda tlketicilerin kisisel Ozelliklerine baglt
olarak da degisebilecegi distiniilmekte olup, bu
konu lzerinde calismalar yapilmast
onerilmektedir. Buna ek olarak duyusal analizler
sirasinda katilimecilarin bazt ekmeklerde hafif bir
act tat oldugu ve bu tadin iyilestirilmesi
durumunda ekmeklerin titketilebilecegi yontinde
geri donisler alinmustir. Bu durumun  acilik
hissedilen tibbi bitkinin daha disik oranlarinin
kullamlmasi ile giderilebilecegi 6ngdrilmekte
olup, bu konu izerine ve zenginlestirilmis
ekmeklerin diger besleyici Ozellikleri tizerine
calismalarin yapilmast gerektigi distintilmektedir.

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

YAZAR KATKILARI

Bu calisma ilk yazarn yiksek lisans tezinden
tiiretilmistir. Gézde OZDEMIR, tez analizlerinin
takibi, istatiksel analiz ve yazimini saglamustir. Tez
danigmanlar;, Dilek DULGER ALTINER ve
Yasemin SAHAN arastrmanin  planlanmasi,
yurttilmesi, istatiksel degerlendirilme ve makale
yazim agamasinda gorev almustir.  Yazarlar
makalenin son halini okumus ve onaylamuslardir.

TESEKKUR
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oz

Dogal biyopolimetler, gida, ambalajlama, tekstil, otomotiv, tip, ilag, vb. bir¢ok alanda kullanilan ¢evre dostu,
yesil polimerlerdir. Dogal biyopolimerlerin  farkli teknolojiler kullamlarak modifiye edilmeleriyle
fonksiyonellikleri gelistirilebilmektedir. Modifiye edilmis dogal biyopolimerler, gida sanayinde enkapsiilasyon
malzemesi ve yiksek performansh yenilebilir film, kaplama veya fonksiyonel gida bileseni olarak
kullanilabilmektedir. Kizilétesi, mikrodalga, ultrases teknolojileri ve kombinasyonlar, kendilerine 6zgii etki
mekanizmalarint kullanarak dogal biyopolimerleri degrade ve depolimerize etmekte ve fonksiyonelliklerini
olumlu yénde etkilemekteditler. Mikrodalga ve ultrases-mikrodalga teknolojileri kullanilarak ekstraksiyon ve
enzimatik hidroliz gibi islemlerin verimi arttrilabilmekte, islem stiresi kisaltilabilmekte ve elde edilen
polimerlerin Szellikleri iyilestirilebilmektedir. Bu makalede, kizilétesi, mikrodalga ve ultrases teknolojileri ve
kombinasyonlarinin etki mekanizmalarindan kisaca bahsedilerek bu teknolojiler kullanilarak modifiye edilmis
dogal biyopolimetlerin gesitli Szellikleri derlenmis, mikrodalga ve ultrases-mikrodalga teknolojilerinin
ekstraksiyon, enzimatik hidroliz gibi islemlerin verimlilig, islem siiresi ve elde edilen polimetlerin &zellikleri
tzerindeki etkilerine yer verilmistir.

Anahtar kelimeler: Dogal biyopolimer, kizilétesi, kombinasyon, mikrodalga, modifikasyon, ultrases

A REVIEW ON VARIOUS PROPERTIES OF NATURAL BIOPOLYMERS
MODIFIED BY INFRARED, MICROWAVE, ULTRASOUND TECHNOLOGIES
AND THEIR COMBINATIONS

ABSTRACT

Natural biopolymers are environmentally friendly, green polymers, used in various fields, such as
food production, food packaging, textile, otomotive, medicine, drug, etc. Modification of natural
biopolymers by use of different technologies can improve their functionalities. Modified natural
biopolymers can be used as an encapsulation material, an ingredient of high performance edible film,
coating or a functional food. Infrared, microwave and ultrasound and their combinations can degrade
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and depolymerize natural biopolymers and affect their functionalities in a positive manner, according

to their specific action mechanisms.

Ultrasound and ultrasound-microwave combination

technologies can increase extraction and enzymatic hydrolysis yield, decrease process time and
improve properties of polymers. In this paper, action mechanisms of infrared, microwave and
ultrasound technologies were mentioned briefly, various properties of natural biopolymers modified
by those technologies and effects of ultrasound and ultrasound-microwave combination technologies
on yield, process time of extraction and enzymatic hydrolysis processes were featured.

Keywords: Natural biopolymer, infrared, combination, microwave, modification, ultrasound

GIRIS
Hayvan, bitki, mikroorganizma gibi biyolojik
kaynaklardan elde edilen polimerler, dogal
biyopolimerler olarak adlandirilirlar. Glinimiizde
dogal biyopolimerlere olan ilgi, biyouyumluluklart
ve biyolojik olarak parcalanabilirlikleri nedeniyle
glin gectikce artmaktadir (Bhatia., 2016; Balaji vd.,
2018). Tiketiciler, petrol ve diger yenilenemeyen
kaynaklara bagimlili1 azaltan, ¢evre dostu triinler
talep etmektedirler (Dangaran vd., 2009).

Biyopolimerlerin  dogal haliyle islenmesinin
getirdigi teknolojik zorluklar ve kalite problemleri,
cesitli  teknolojiler  kullanilarak  modifiye
edilmelerini zorunlu kilmaktadir. Bu kapsamda,
fiziksel teknolojiler, glivenli ve kolay kullaniabilir
olmalarinin yani sira siirdirilebilir ve ¢evre dostu
olmalarindan dolayt énemli bir yere sahiptir.

Kiziltesi, mikrodalga, ultrases ve bunlarin
kombine uygulamalari, fiziksel modifikasyon
yontemlerinden  bazilanidir.  Bu  teknolojiler

kullanilarak polimer zincirleri arasindaki baglar

koparilmakta, polimerlerin  molekil — agirhig,
¢coziinirlik, termal stabilite vb. gibi bircok
ozelliginde degisiklikler meydana
getirilebilmektedir.

Kizil6tesi radyasyon, 0.78 ile 1000 um arasindaki
dalgaboyu araliginda elektromanyetik dalgalar
olugturur (Riadh vd., 2015; Semwal ve Meera,
2020; Lee., 2021). KizilStesi radyasyonu,
elektromanyetik ~ radyasyon  spektrumunda,
gorinir 15tk bolgesi (0.38—0.78 pm) ile mikrodalga
(1-1000 pm) arasinda bulunur. Kizilétesi 1sinlar
dalga boylarina gore kendi igerisinde ti¢ bolgeye
ayrilmaktadir. Bunlar, yakin kizilotesi (NIR)
(0.78-1.4 um), orta kizdotesi (MIR) (1.4-3.0 um)
ve uzak kizilétesi (FIR) (3.0-1000  pm)
radyasyonudur (Riadh vd., 2015; Lao vd., 2019;
Lee, 2021; Rastogi, 2021). Ancak literatiirde bu ti¢
bolgeyi tanimlayan dalga boylarinin alt ve st

stirlart  kiigiik  farkhiliklar  gosterebilmektedir
(Ydmaz Tuncel ve Tuncel, 2016). Kizilotesi
sinlart bir materyalle temas ettiginde, materyal
tarafindan  yansitilabilir, materyalin  icinden
gecebilir  veya materyal tarafindan absorbe
edilebilir. Kizilétesi 1ginlart materyal tarafindan

absorbe edildiginde, atomlar arast baglarda
titresimsel ~ degisikliklere neden  olmaktadir.
Kizil6tesi 1sinlarinin - yarattigr — titresim  ve

siirtinmeden dolayt materyalin yiizeyinde 1s1
tretilmekte; 1s1, ylzeyden merkeze kademeli
olarak iletilmekte béylece materyalin il
ssittimaktadir. (Aboud vd., 2019; Yadav vd., 2020;
Rastogi, 2021).

Kizil6tesi 1sitma iglemi, daha kisa uygulama stresi
(viksek 1s1 transfer katsayist), daha yiksek enerji
verimliligi, tek tip triin sicakligy, temiz calisma,
daha dusiik enerji maliyeti gibi gesitli avantajlara
sahip oldugundan tarimsal triinlerin islenmesinde
yaygin olarak kullandmaktadir  (Uraives ve
Choomjaihan, 2019; Rastogi, 2021). Ozellikle son
yillarda gida islemede kurutma, pisirme, kavurma,
haslama, pastdrizasyon ve ¢bzme gibi bir¢ok islem
icin kullamlmaktadir (Rastogi, 2021). Kizil6tesi
isitmanin - kullanddigr  bir  diger alan  ise
biyopolimerlerin modifikasyonudur.  Ornegin,
dogal nisastalar, yiiksek kesme hizi ve kuvvetine,
dustik asitlige ve ylksek-diisiik sicakliklara karst
dayaniksizdir. Dogal nisastalarin  6zelliklerini
gelistirmek  amaciyla modifikasyona  ihtiyag
duyulmaktadir (Ismailoglu ve Bagman, 2015).
Kizil6tesi 1sitma da nisasta modifikasyonunda
kullanilan bir teknolojidir (Ismailoglu ve Bagman,
2015, 2016; Cengelkéy Koz, 2019). Farkl
dalgaboylarindaki kizil6tesi radyasyonla nisastanin
grantl yapisinin ve reolojik 6zelliklerinin degistigi
ve nisastanin elde edildigi kaynaga bagl olarak bu
degisimlerin farkliik g6sterdigi belirtiimektedir
(Guo vd., 2020; Semwal ve Meera, 2020).
KizilGtesi 1sitmada, uygulama sicaklik ve siiresinin



Modifiye dogal biyopolimerlerin 6zellikleri

arttrilmasiyla  tapiyoka  nisastasinin - sisme
glicinin ve sudaki ¢6zunurliginin arttudr ve
nisastanin iyotla verdigi rengin degisim gbsterdigi
bulunmustur (Uraives ve Choomjaihan, 2019).
Tavlanmis bugday ve misir nisastalart ile yapilan

calismalarda,  kizilétesi  1sitma  isleminin,
nisastalarin jelatinizasyon derecesini,
kristalinitesini, reolojik Ozelliklerini ve sudaki
¢ozunurligini  etkiledigi  tespit  edilmistir

(Ismailoglu ve Basman, 2015, 2016; Cengelkdy
Koz, 2019). Elde edilen sonugclar, kizilGtesi
isitmanin  nisasta modifikasyonunda etkili bir
yontem oldugunu gostermektedir.

Mikrodalgalar,  elektromanyetik  spektrumun
radyo dalgalari ile kizilétesi 1sinlart arasinda kalan,
frekanslart 300 MHz-300 GHz, dalga boylart
Imm-1m arasinda olan iyonize edici olmayan
elektromanyetik dalgalardir (Rattanadecho ve
Makul, 2016; Qin vd., 2016; Martins vd., 2019,
Verma vd., 2020). Mikrodalgayt soguran
malzemelerde 1sinma, “dipol etkilesim” ve “iyonik
iletim” olmak tizere iki mekanizma ile olmaktadir.
Dipol etkilesimde, dipol momentli malzemeler
(6rnegin su molekulil), elektrik alan altitnda dénme
hareketi yapmakta, bu dénme hareketi sonucu
olusan surtinme kuvveti, molekillerin enerji
kazanip 1sinmasina neden olmaktadir. Iyonik
iletimde iyonlar, mikrodalganin elektrik alaninin
neden oldugu polarite degisimine bagh olarak
hareket etmekte ve carpismaktadirlar. Bu
carpisma sonucu agiga ctkan kinetik enerji, 1st
enerjisine doéniismekte ve iyon iceren madde
isitnmaktadir (Mello vd., 2014; Martins vd., 2019;
Verma vd., 2020). Mikrodalga 1sitma ile polimer
zincitleri arasindaki hidrojen baglari kirllmakta ve
molektller arasi capraz baglanmalar
giiclenmektedir (Wang vd., 2013; Wang vd., 2016;
Sun vd., 2018). Mikrodalga radyasyonu, homojen
1s1 dagilimi, daha iyi penetrasyon derinligi, daha
kisa bir islem stiresi, daha ytksek verim, daha iyi
trtin  kalitesi, dustik maliyet, daha yiksek
tekrarlanabilirlik saglayan ¢evre dostu, daha temiz,
daha yesil bir yaklasim sunmast gibi avantajlart
nedeniyle gida sanayi bagta olmak lzere
(firinlama, pisirme, ¢6zme, haslama, dehidrasyon,
pastorizasyon, sterilizasyon, temperleme gibi) bir
cok sektorde giderek daha fazla kullanim alani
bulmaktadir (Keskin, 2003; Keskin vd., 2004a,

2004b, 2005; Singh vd., 2012; Desbrieres vd.,
2014; Rattanadecho ve Makul, 2016; Wang vd.,
2016; Yang vd., 2017; Mizutani vd., 2019).

Literatiirde yapilan c¢aligmalar incelendiginde,
mikrodalga 1sitmanin cesitli kaynaklardan elde
edilen nisastalarin reolojik ve termal 6zelliklerini,
kristal yapisin1 ve sindirilebilirligini  etkiledigi
gorilmektedir (Stevenson, 2005; Anderson ve
Guraya, 2006; Ma vd., 2015; Nadiah vd., 2015;
Opyeyinka vd., 2019; Kumar vd., 2020).
Mikrodalga isitmanin yaglarin kimyasal kaliteleri
ve oksidatif stabiliteleri Gizerine etkilerini inceleyen
calismalarda, mikrodalga 1sitmann  yaglarin
serbest yag asidi profillerinde ve oksidatif
stabilitelerinde degisime neden oldugu ve bu
degisimin seviyesinin yagin elde edildigi kaynaga
baglt oldugu belirtilmistir (Tan vd., 2001; Pop,
2018; Arifoglu ve Ogiitcii, 2019; Mizutani vd.,
2019; Karrar vd., 2020).

Ultrases islemi, cesitli biyopolimerleri
depolimerize etmek i¢in kullanilan yéntemlerden
bir digeridir. Ultrases islemi, polimerlerin yapisin
fiziksel olarak bozabilecek veya bilesenler arasinda
belirli kimyasal reaksiyonlarin olusmasina yol
acabilecek basing, kayma kuvveti ve 1st
retmektedir. Insan kulagi, 16 Hz ile 20 kHz
frekanslart arasindaki dalgasal enerjiyi ses olarak
algilayabilir (Kasaai, 2013; Guimaraes vd., 2018;
Bhargava vd., 2021). 20 kHz' den fazla olan, insan
kulag: tarafindan algilanamayacak kadar yiksek
ses frekansi bolgesine de ultrases bolgesi adi
verilmektedir (Firouz vd., 2019; McKenzie vd.,
2019). Diger bir ifadeyle ultrases, saniyede 20 000
veya daha fazla ses dalgasindan olusan mekanik
bir enerjidir (Turk, 2013; Virkutyte, 2015). Siv
icine uygulanan ultrases dalgalari, stirekli sekilde
basing ve genlesme déngiileri olusturmaktadir. Bu
dongiler sirasinda molekiller birbirine dogru itilir
ve uzaklagtiriir. Uzaklasma sirasinda ultrases
kuvveti yiizey gerilimi kuvvetini astiginda stvi
icinde kabarciklar olusmaktadir. Bu kabarciklarin
olusumuna ve gelismesine ‘kavitasyon’ denir
(Gallo vd., 2018; Firouz vd., 2019). Bu islem
sonucunda, polimer zincirleri arasindaki kovalent
ve kovalent olmayan baglar kirilmakta ve polimer
pargalanmaktadir (Akytiz, 2010).
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Cesitli uygulamalarda kullanilan ultrases dalgalar,
yogunluk ve frekansa baglh olarak, disik ve
yiksek yogunluklu ultrases olarak iki kategoriye
ayrilabilir. Yiksek frekanslarda ve digtk gliclerde
ultrases dalgalar1 fiziksel Olclimlerde, Ozellikle
tibbi ve diagnostik alanlar i¢in kullanilmaktadur,
“tanisal dalgalar” olarak da tanimlanmaktadir.
Yiksek yogunluklu ve disiik frekansh ultrases
dalgalari, polimerlerin fiziksel, mekanik ve
kimyasal Ozellikleri tizerinde 6nemli etkilere
neden olan frekanslart 20 ila 100 kHz arasinda
degisen, yogunluklart 10 ila 1000 W / cm?
araliginda olan dalgalardir (Gallo vd., 2018; Firouz
vd., 2019; Bhargava vd., 2021). Dogal
biyopolimerleri modifiye etmek icin de yiiksek
yogunluklu ultrases uygulamasi kullanilabilmekte
ve bu uygulama, giderek daha fazla bilimsel
arastirmanin  konusu olmaktadir (Arzeni vd,,
2012; Vera vd., 2020).

Ultrases uygulamasi, yiksek etkinligi, disik
teknoloji  gereksinimi ve diger geleneksel
tekniklerle karsdastirildiginda kisa islem siiresi,
dustik isletme ve bakim maliyeti, iyilestirilmis
kalite 6zellikleri ve daha yesil bir yaklasim sunmast
gibi avantajlari nedeniyle gida sanayi basta olmak
uzere ekstraksiyon, homojenizasyon,
kristalizasyon, pastorizasyon, seperasyon,
filtrasyon, vb. uygulamalarin performanslarinin
arttrilmasinda kullandmaktadir (Patist ve Bates,
2008; Virkutyte, 2015; Zhu, 2015; Gallo vd., 2018;
Bhargava vd., 2021). Ayrica ultrases uygulamast
uzun polimerik makromolekiillerin parcalanmast
icin ekonomik ve basit araglardan biridir (Souza
vd.,, 2013). Ultrases uygulamasinin nisasta ve
proteinler Uzerine etkisini arastiran ¢alismalar
incelendiginde, nisasta ve proteinlerin birgok
Ozelliginin  ultrases kosullarina bagli  olarak
degistigi gorilmektedir. Nisasta UGzerine yapilan
calismalar, ultrases isleminin nisasta grantlinde
mikroyapisal degisimlere neden oldugunu, nisasta
graniillerinin kristalinitelerini azalttigini,
cozunurliklerini  ve su kapasitelerini
arturdigint géstermektedir (Jambrak vd., 2010;
Monroy vd., 2018). Yiiksek yogunluklu ultrases
uygulamasinin proteinlerin  Gzelliklerine  etkisi
dikkate alindiginda ise protein solisyonlarinin
viskozitelerinin, kivam indekslerinin azaldigy,
¢ozuntrliklerinin ve yiizey hidrofobisitelerinin

tutma

artugl bildirilmistir (Arzeni vd., 2012; Amiri vd.,
2018).

Kizilétesi, mikrodalga ve ultrases teknolojileri,
polimerlerin modifikasyonunda tek baglarina
kullanilabildikleri ~ gibi  kizil6tesi-mikrodalga,
ultrases-mikrodalga seklinde kombinasyon olarak
da uygulanabilmektedirler. Béylece sinerjistik bir
etki olusturularak polimerlerin  yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklerinde degisiklikler meydana
getirilebilmektedir  (Cengelkdy Koz, 2019).
Kizil6tesi-mikrodalga kombinasyon
uygulamasinin  nisasta  Ozelliklerine  etkisini
arastiran  caligmalara  bakiddiginda, nisastanin
fizikokimyasal ~ Ozelliklerinden ~ su  emme
kapasitesinde, 15tk gecirgenliginde artis meydana
geldigi, amiloz icerigi, pH ve sinerezis
Ozelliklerinde ise azalma oldugu bildirilmistir
(Shah vd., 2016). Nisastalarin fiziksel, optik,
morfolojik, termal Ozellikleri ile X-151n1 kirtnim
desenleri, modifikasyon islemi ile belirgin bir

sckilde degismistit (Cengelkdy Koz, 2019).
Ultrases-mikrodalga kombinasyon uygulamalari,
nisasta,  guar gam  gibi  polimerlerin

depolimerizasyonunda, ¢esitli kaynaklardan elde
edilen protein ve nigastalarin fiziksel ve kimyasal
modifikasyonunda, yaglt tohumlardan yag
ekstraksiyonunda kullanilan etkin yontemlerdir
(Liu vd., 2012; Prajapat ve Gogate, 2015; Hassan
vd., 2017; Li vd., 2020; Noman vd., 2020; Wang
vd., 2020).

Bu teknolojilerle modifiye edilmis  dogal
biyopolimerler, gida sanayinde enkapsiilasyon
malzemesi ve yiiksek performansl yenilebilir film,
kaplama veya fonksiyonel gida bileseni olarak
kullamilabilmektedir (Cengelkéy Koz, 2019; Cui
ve Zhu, 2021).

Kizil6tesi teknolojisinin dogal biyopolimerler
tizerine etkisi

Kizilétesi  1sitmanin,  nisastanin fiziksel
modifikasyonunda kullanilabilecek etkin = bir
yontem oldugu cesitli bilimsel calismalatla ortaya
konmustur (Cizelge 1). Farkli giic ve siirelerde
kizil6tesi uygulamasi, farkli nem diizeylerine
tavlanmis misir ve bugday nisastast 6rneklerining
termal, reolojik, x 1s1n1 kirinim deseni, renk ve
sudaki ¢ozunirlik gibi 6zelliklerinde degisimler
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meydana getirmistir (Ismailoglu ve Bagman, 2015,
2016; Cengelkéy Koz, 2019). Kizilétesi 1sitmanin
nisasta 6zellikleri tizerindeki etkisi, nisastanin elde
edildigi kaynaga, kizilGtesi radyasyon dalgaboyuna

ve 1sil islem kosullarina bagl olarak degisiklik
gostermistir (Ismailoglu ve Bagman, 2015, 2016;
Cengelkéy K6z, 2019; Uraives ve Choomjaihan,
2019; Guo vd., 2020).

Cizelge 1. KizilStesi teknolojisinin dogal biyopolimetler tizerine etkisi

. . Biyopolimer Kizilétesi  Uygulama  Biyopolimer Uzerine
Biyopolimer tipi/kaynagt  Kosullari Etkileri Kaynak
Termal, reolojik, x 15101
9420 ve kirinim deseni, sudaki
. /° 30 nome coziiniirlik gibi .
taovlanml 30, 60 ve 90 dk. 550 ve Ozelliklerde degisiklik, Ismailoglu ve
Nisasta st ve P . 36 W ’ kizilGtesi 1sitma glictiniin Bagman,
o dav arttrlmasiyla kristalinite 2015, 2016
n;lg tyl degerlerinde artss,
yastas viskozite degerlerinde
azalis
%15 ve
%25 neme Nisastann fiziksel, reolojik .
Nisasta tavlanmis 30, 15,15 dk, .. ve termal Ozelliklerinde Qen gelkoy
%20, 30, 50 gti¢ y Koz, 2019
misir tyilesme
nisastasi
170. 190 ve 210 °C Nisasta grantillerinin sisme
Tapioka 11 Ob 1320 ve 1540 W, glict ile renk degerinde Uraives ve
Nisasta niszstam 20 sz;at bovunca her 2’ artts, nisastanin iyotla Choomjaihan,
° saatte bir ('j}lluﬁm verdigi mavi renk 2019
¢ degerinde azalis
Pirin Grantiler sismede azalma,
m1slrg, Usak limlotesi  PATALES nisastasinda uzun
Nisasta bugday, radyasyonu, Vaded? Stabl.l yapt, piring Guo vd., 2020
Atates 50°C. 12 sa ve bugday nisastasinin
Ei§asta51 ’ yaytlabilitlik 6zelliklerinde

gelisme

Kizilotesi 1sitma  sicaklign  ve siiresi  arttikea
tapiyoka nisasta granillerinin sisme giicii ile
toplam renk farki degerleri artmis, iyotla verdigi
mavi renk degerleri azalmustir. Bir diger ¢alismada,
uzak kiziltesi radyasyon uygulamasi, patates
nisastasinin  yapisal dayamimini gelistirip, uzun
vadede daha stabil bir yapt kazanmasini saglarken
piring ve bugday nisastalarinda yayilabilirlik
Ozelligini gelistirmistir (Guo vd., 2020).

Mikrodalga teknolojisinin
biyopolimerler {izerine etkisi

Mikrodalga 1sitma, islem kogullarina ve nisasta
cesidine ve Ozelliklerine baglt olarak nisastalarin
fiziksel, termal ve reolojik  6zelliklerini

dogal

degistirmistit  (Cizelge 2). 0.17 veya 0.5W/g
giclerinde mikrodalga uygulamastyla %015-40
neme sahip misir nisastasinin bitin cirislenme
parametreleri azalmis, cirislenme sicakligr ise 0.5
W/g  mikrodalga  uygulamasiyla — artmistir
(Stevenson vd., 2005). %20 neme tavlanmis
mumsu ve mumsu olmayan piring nisastalarina
mikrodalga uygulamast, nisastalarin
sindirilebilirlik ve morfolojik 6zelliklerini ¢ok

etkilememekle  birlikte nisastalarin  reolojik
Ozelliklerinde  6nemli  degisikliklere  neden
olmustur. Mikrodalga uygulamasindan sonra

mumsu nigasta, amilopektin zincirlerinin tekrar
dizenlenmesinden kaynakli daha yogun bir yapiya
kavusmustur (Anderson ve Guraya, 20006).
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Mikrodalga 1sitma, patates nisastast-su sisteminin
fiziksel 6zelliklerini etkilemis, nisastalarin partikil
boyutunu, polarizasyon ve termal Ozelliklerini
degistirmistir (Ma vd., 2015). Patates ve tapyoka
nisastast stspansiyonlarina mikrodalga
uygulamastyla nisastalarin cirislenme sicakligt ve
ciris stabilitesi ile amiloz icerigi ve sisme giicii
artmis, suda ¢6zintrlik ve jelatinizasyon entalpisi
degerleri dusmistir (Nadiah vd., 2015). Diger
yandan elde edilen SEM go6rintileri, nisasta
grantllerinin tahrip oldugunu, nisastalarin cift
kirtnim  6zelliklerini kaybettiklerini gOstermistir.
Mikrodalga 1sitma, yumru ve kok nigastalar
tzerinde farklt etkiler olusturmustur (Nadiah vd.,
2015). Farkhi giic ve strelerde mikrodalga
uygulamasi, dari nisastasinin cirislenme kurve
tipini, B-tipinden C-tipine degistirmis,
kristallenme baglangic sicakligim ve in vitro
enzimatik sindirilebilitligi arttirmis, sisme glict ve
seffafligi ile jelatinizasyon entalpisini disirmistir
(Livd., 2019). Ayrica mikrodalga uygulamasi, dart
nisastast grantllerinin orijinal gérinimini yok
etmis ve daha kii¢tik ve ince tabakali jel bloklarinin

uygulama siiresinin artigt, Bambara yerfistigi
nigastasiin  sisme gucini ve viskozitesini
azaltmis, amiloz icerigi ve jelatinlesme
stcakliklarini ise arttirmistir (Oyeyinka vd., 2019).
Mikrodalga isinlama-retrogradasyon uygulamast,
mustr nisastast (A-tipi kristallik), patates nisastast

(B-tipi) ve kestane nisastasinin  (C-tipi)
fizikokimyasal ve sindirilebilirlik ~ 6zelliklerini
degistirmistir. ~ Nisastalarin  sindirilebilirligi,

mikrodalga 1simast ve retrogradasyondan 8 saat
sonrasina kadar artmis, 24 saatlik
retrogradasyondan sonra, nisastanin
sindirilebilirligi azalmistir. Modifiye nigastalarin
direncli nisasta igerikleri, dogal nisastalarin
direncli nisasta iceriklerinden daha yiksek
bulunmustur (Wang vd., 2019). Sabit gii¢ ve farklt
strelerde  mikrodalga  uygulamasi,  patates
nisastasinin fizikokimyasal, morfolojik, yapisal ve
reolojik 6zelliklerini etkilemistir (Kumar vd.,
2020). Mikrodalga uygulama arttikca
patates nisastalarinin su emme kapasitesinde artig,
yag emme kapasitesinde distis ve viskozite
degerlerinde degisim gbzlenmistir.

suresi

olusumuna neden  olmustur.  Mikrodalga
Cizelge 2. Mikrodalga teknolojisinin dogal biyopolimerler tizerine etkisi
. . Biyopolimer Mikrodalga . . S g
Biyopolimer tipi/ kaynag Uygulama Kogullart Biyopolimer Uzerine Etkileri Kaynak
%15-40 neme 0.17 veya 0.5W/g Cirislenme parametrelerinde Stevenson
Nisasta sahip musir mikrodalga azalig, giic uygulamasinin artmast ~ vd., 2005
nisastast radyasyonu, lh siire ile ¢irislenme sicakliginda artis
%20 neme e ..
tavlanmis 270, 540, 810, 1080, ?md{nleb}hrhk ve morfglopk Anderson
. .. ozelliklerinde ¢cok az etki, ve Guraya,
Nisasta mumsu ve 1350 W giig, 0 ve . e
nisastalarin reolojik 6zelliklerinde 2006
mumsu olmayan  60dk N C e
. . onemli degisim
piring nisastast
2450 MHz, 70 s icin
1.000 W 1s1itma; 50 s Nisastalarin partikil boyutu, Ma vd,,
Nisasta Patates nisastast  i¢in 350 W 1sitma; polarizasyon ve termal 2015
25 s icin 650 W 6zelliklerinde degisim
1sitma
Mikrodalga 1sitma ile nisasta
stspansiyonlarinin ¢irislenme
sicakliginda ve ciris stabilitesinde,
Patates ve 2450 MHz. 1000 W amiloz iceriginde ve sisme Nadiah vd.,
Nisasta v ’ glclnde artis, suda ¢ézinirlik ve 2015

tapioka nisastast ~ gii¢, 50 ve 60 © C

jelatinizasyon entalpisi
degerlerinde diisis, patates
nisastastnin kristal yapisinda
degisim




Modifiye dogal biyopolimerlerin 6zellikleri

Cizelge 2. devam

L Biyopolimer Mikrodalga . . — .
Biyopolimer tipi/ kaynag: Uyulama Kogullart Biyopolimer Uzerine Etkileri Kaynak
Dart nisastasinin ¢itislenme kurve
tipinin B-tipinden C-tipine
2450 kHz, 700 W degisme, kristallenme baslangic Livd. 2019
Nisasta Dar1 nisastast giic, 30, 60, 90 ve sicakhiginda ve in vitro enzimatik Ve
120 s sindirilebilirliginde artis, sisme
glct, seffaflig ile jelatinizasyon
entalpisinde dusiis
Uygulama siiresinin artmastyla
Bambara 2450 MHz frekans, nisastanin sisme gliclinde azalma,  Oyeyinka
Nigasta yerfistigt 700W, 0,10,30 ve  amiloz icerigi ve jelatinlesme vd., 2019
nisastast 60 s sicakliklarinda artig, viskozite
degerlerinde azalig
Nisastalarin sindirilebilirliginde
mikrodalga 1s1mas1 ve Wane vd
. Mistr, patates, 2450 MHz, 120 mA, retrogradasyondan 8 saat & Vel
Nisasta . . 2019
kestane nigastast 90 s sonrasina kadar artis, modifiye
nisastalarin direncli nisasta
iceriklerinde artis
2450 MHz frekans, Uygul.am.a stiresi ile su emme
. . kapasitesinde artis, yag emme Kumar vd.,
Nisasta Patates nisastast ~ 300W, . . .
1 3ve 5 dk kapasitesinde azalis ve viskozite 2020
’ degerlerinde degisim
Misir ve soya 2450 Hz frekans, Ffrlll r?)?(r: ?“lkirs(i)dzlrg:f;iesl?r]il};?l Tan vd,
Lipid fasulyesi fa}i 900 W g, 1g1tr;1a eri ZErtl;mp arasinda iyi bir 2001
SUYESLYAS 48,12, 16 ve 20 dk o mA Perly sindaty
korelasyon
5 dakika mikrodalga uygulamast
Lipid Aspir ve kcilza 1,3 ve 5 dk ile yaglarin peroksit mdelismde. Pop, 2018
tohumu yagt artty, coklu doymamis yag asidi
profillerinde degisim
Yaglarin serbest yag asitligi, el
2450 MHz, 1200 W, peroksit degeri, konjiige dien ve Arvlfoglu ve
.. Findik, kanola . - - Ogititct,
Lipid 1St vast 0,3,5,10, 15,20 ve konjlge trien degerlerinde artis, 2019
ve yag 30 dk oksidatif indiiksiyon stirelerinde
dusts
2450 MHz frekans,  Soya sttiniin sindirilebilirliginde Vanga vd.,
Protein Soya siiti 70, 85 ve 100 °C, 2, arts, tripsin inhibit6tlerinin 2020
6 ve 10 dk aktivitesinde azalis
Protein  ve Sova fasulvesi Proteinlerin kismi denatiirasyonu,  Mizutani
- toﬁumu Y 500 W, 10, 30,40 s tohum icindeki yagm tohumdan  vd., 2019
yag daha kolay ekstrakte edilebilmesi
Mikrodalga 1sitma stresinin Karrar vd
Lipid Gurum tohumu 2450 MHz frekans, artmastyla, yagin renk degerinde 2020

800 W, 2,4 ve 6dk

artma, kimyasal kalite ve oksidatif
stabilitesinde iyilesme
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Mikrodalga 1sitma, yaglarin kalitelerini ve yag asidi
profillerini, 1s1l  islem  kosullarina,  yagin
Ozelliklerine ve c¢esidine bagl olarak farkl
sekillerde etkilemistir (Cizelge 2). Tan vd. (2001)
yaptiklart ¢alisgmada, mikrodalga uygulama zamant
ve glictiniin iki bitkisel yagin (misir yag1 ve soya
fasulyesi yagi) 1s1l Ozellikleri ve kalitesi tizerindeki
etkisini incelemis ve mikrodalgada 1sitilmis
yaglarda DSC egrisi parametreleri ile diger
standart kimyasal yontemler (peroksit deger,
anisidin degeri, serbest yag aside icerigi, iyot degeri
ve C18:2/C16:0 pik alan orant) arasindaki iligkiyi
aragtirmislardir.  Elde edilen deneysel veriler,
belirli bir mikrodalga gii¢ seviyesi icin, DSC egrisi
parametreleri ve 1sitma periyotlart arasinda iyi bir
korelasyon oldugunu géstermistir. Farkli strelerle
uygulanan mikrodalga 1sitma, aspir ve kolza
tohumu yaglarinin kalitelerini (peroksit degeri,
iyot degeri, refraktif indeks, asit degeri, nem
icerigi) ve yag asidi profillerini etkilemistir. 5
dakika mikrodalga uygulamasi, iki yagin da
peroksit indeksini 6nemli diizeyde arttirmis, coklu
doymamis yag asidi profillerini degistirmistir.
Mikrodalga isitmanin kolza yagina oranla aspir
yagini daha fazla etkiledigi bulunmustur (Pop,
2018). Farkli yag asidi bilesimlerine sahip ¢
bitkisel yaga (findik, kanola ve musir yaglarinin)
uygulanan mikrodalga 1sitma, yaglarin bulaniklik,
serbest yag asitligi ve peroksit degeri ile konjluge
dien ve trien degetleri ile oksidatif indiksiyon
siirelerini  degistirmistir (Arifoglu ve Ogiitci,
2019). Tum yag Orneklerinin serbest yag asitligi,
peroksit, konjiige dien ve konjiige trien degerleri,
mikrodalga 1sitma siiresine baglt olarak artmis,
oksidatif indiiksiyon streleri ise dusmistiir.
Mikrodalga 1sitma, yaglarin tirbidite degerlerini
etkilememistir (Arifoglu ve Ogiitcii, 2019).

Mikrodalga 1sitmanin protein 6zelliklerine olan
etkisi, Vanga vd. (2020) tarafindan incelenmistir
(Gizelge 2). 85 °C' de 10 dakikalik mikrodalga
uygulamast, soya sindirilebilirligini,
mikrodalga uygulanmamis 6rneklere kiyasla % 93
oraninda arttirmistir.  Mikrodalga uygulamasi,
tripsin  inhibitotlerinin  aktivitesini = azaltmus,
proteinlerin ikincil yapilarini degistirerek soya
sttinin sindirilebilirligini iyilestirmistir.

sutunun

Mikrodalga teknolojisinin dogal
biyopolimerlerin kaynagindan
ekstraksiyonunda fonksiyonlar1 ve
ekstraksiyon sonrasi gesitli 6zellikleri
lizerine etkileri:

Mikrodalga  1sitma, dogal biyopolimerlerin
modifikasyonunda  kullanilabildigi  gibi  bu

polimerlerin kaynagindan ekstrakte edilmelerinde
de kullandmaktadir (Mizutani vd., 2019; Karrar
vd., 2020). Mizutani vd. (2019) yapuklan
calismada, soya fasulyesi tohumlarinin disiik nem
kosullarinda otoklav  ve mikrodalgada
sittlmasinin, soya fasulyesi bilesenleri (proteinler
ve vyag) uzerindeki etkilerini incelemiglerdir.
Mikrodalga 1sitma, otoklav uygulamasina oranla
daha avantajhi bulunmustur. Proteinler, kismen
denatiire olmus, tohum icindeki yag, tohumdan
daha kolay ekstrakte edilebilmistir (Cizelge 2).
Vidali pres ile ekstrakte edilen gurum tohumu
yagina mikrodalga uygulamasiyla yagin yag asidi
profilinde kiiciik farklihklar gozlenmistir (Karrar
vd., 2020). Mikrodalga 1sitma stresindeki artis,
yagin renk degerini arttrmistir. Genel olarak,
mikrodalga 1sitma, gurum tohumu yaginin
kimyasal kalitesini ve oksidatif stabilitesini
tyilestirmistir (Karrar vd., 2020).

Ultrases teknolojisinin dogal biyopolimerler
lizerine etkisi

Ultrases teknolojisinin ¢esitli dogal biyopolimerler
tzerine olan etkilerinin incelendigi calismalar,
Cizelge 3’ te 6zetlenmistir. Farklt yogunluklarda
ve sirelerde ultrases uygulamasi,  cesitli
kaynaklardan elde edilen nisastalarin fiziksel,
termal ve reolojik Ozellikleri ile x-1s1n1 kirtnim
desenlerini degistirmistir (Jambrak vd., 2010; Hu
vd., 2014; Monroy vd., 2018; Li vd., 2019). Farkli
yogunluklarda ve siirelerde ultrases uygulamastyla
nisastanin jelatinizasyon entalpisi azalmis, sisme
glicli ve ¢Ozunlrlig ile su tutma kapasitesi artmis
ve nisasta granillerinde kristal bolge tahrip
olmustur (Jambrak vd., 2010). Farkls stirelerde cift
frekanslt ve tek frekansli ultrases uygulamast,
etanol ¢ozeltisi icinde stspanse edilmis musir
nisastalarinin  Ozelliklerinde  ve  yapilarinda
degisikliklere neden olmustur. Cift frekanslh
ultrases  uygulamasiyla nisastanin  seffathgi
iyilesmis, donma-¢6zilme stabilitesi degismis,
jelatinizasyon entalpisi degeri ve kristalinitesi
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azalmistur (Hu vd., 2014). Ultrases uygulamasi,
manyok nisasta grantllerinde yapisal
duzensizliklere, mikroyapilarinda ve kristalizasyon
seviyelerinde degisime neden olmustur. Ultrases
uygulama kosgullart degistirilerek farkli nisasta
tirevleri elde edilebilmistir (Monroy vd., 2018).
700 W gticte farkl stirelerde ultrases uygulamast,
dart nisastasinin in vitro enzimatik
sindirilebilirligini, jelatinizasyon entalpisini, sisme
glicinii ve seffafligini arttirmis, kristalinitesini ve
pik viskozitesini azaltmus, nisasta grantllerinin
orijinal gbriiniimine tamamen zarar vermeden
sadece catlak ve gbzenek olusturmustur (Li vd.,
2019).

Ultrases uygulamasimin  %1°  lik  seliloz-su
stspansiyonunun morfolojisi, partikiil boyutu,
kristalinitesi ve kristal boyutu tzerine etkisinin
arastirddift  calismada, ultrases uygulamasinin
seliloz  partikillerini  kisa  lifler  haline
donisturdagi, 1 ve 5 saatlik ultrases uygulamast
sonrasinda seliloz lif uzunlugunun 80-120 pm’
den sirastyla 30-50 um ve 20-30 um’ ye distigi

bulunmugtur. Partikil ve kristal boyutundaki en
yiksek disis, ultrases uygulamasinin ik 1
saatinde meydana gelmis, zaman ilerledikce
ultrases etkinligi dismustir. Farklt sicaklikta
ultrases uygulamasi, istatistiksel olarak selilozun
Ozelliklerinde 6nemli bir degisime neden
olmamistir (Sumari vd., 2013).

Yiksek yogunluklu ultrases uygulamasinin farkl
molekill agirhigina sahip hidroksipropil metil
selilozlarin (HPMC) molektler ve fonksiyonel
Ozellikleri (bulutlanma noktast, jellesme sicakligi,
termal gecisler, go6riinir viskozite ve su
hareketliligi) tizerine etkilerini inceleyen calisma
sonuglarina gére HPMC' ye ultrases uygulamast,
konsantrasyona bagl gegici kiimelerin olusumuna
ve bulutlanma noktasinin dismesine neden
olmugtur. Ultrases uygulamasi, HPMC’ nin
emilsifiye edici davranisini  etkilememistir.
Yiksek molekdl agirlikli HPMC igin viskozite ve
su  hareketliligindeki  degisiklikler,  distk
molekiler agirlikh HPMC’ ye oranla daha belirgin
bulunmustur (Camino vd., 2009).

Cizelge 3. Ultrases teknolojisinin dogal biyopolimerler iizerine etkisi

Biyopolimer 53?52;22; Elc;c;isue:ﬂUygulama Biyopolimer Uzerine Etkileri Kaynak
100, 300 ve 400 W .. .
e farkly Jelatinizasyon entalpisinde azalss,
?Oé; nluklarda (34 sisme gucl, ¢Ozunutlik ve su Jambrak
ve 30 dk, %100 .
’ h
sabit genlik rahrp
Cift frekansl
+
Eig Zerek;ii_sI]? (;8 Nisasta seffafhiginda iyilesme,
Nisasta Mistr nisastast KHz, 25kH7) donma-¢ozilme stabilitesinde Hu vd.,
30 OE: ’ belirgin  degisim, jelatinizasyon 2014
0.5 l, 0. 15. 20. 30 entalpisi ve kristalinitede azalma
ve 40 dk
. Nisasta  grantllerinde  yapisal
0
Nisasta Manyok /5.140 (?C;hll{(’) Zfiogg diizensizlikler, mikroyapilarinda Monroy
¥ nisastast ik(‘:’ > ve kristalizasyon seviyelerinde vd., 2018
degisim
25+ 40+ 80 kHz In vitro enzimatik sindirilebilirlik,
. . frekans, 700 W jelatinizasyon entalpisi, sisme gict  Li  vd,,
Nisasta Dart nisastast glicte, 15, 30, 45 ve  ve seffaflikta artig, kristalinite, pik 2019

60 dk

viskozitesinde azalis
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Cizelge 3. devam

. . Biyopolimer Ultrases Uygulama . . . o
Biyopolimer tipi/kaynag: Kosullart Biyopolimer Uzerine Etkileri Kaynak
Seliloz partikiillerinde kisa lifler
) %1’ lik selilloz 28 kHoz, 300W, 40 haline donugum, ultr.ases Sumari
Seltloz «u siispansivony. V€ 60 °C, uygulamasinin ik 1 saatinde vd. 2013
pansty 1-5sa partiktl ve kristal boyutunda en °
ylksek diigiis
Konsantrasyona  bagh  gecici
Hidroksinronil kiimelerin olusumu ve bulutlanma
Gam metil p l"% . 20 kHz frekans, noktasinda dustus, yuksek Camino
a ¢ SEMOZ 0420 genlik molekitler agirlikh HPMC icin  vd., 2009
(HPMC) . . o
viskozite ve su hareketliliginde
daha belirgin degisim
300W" lik ultrases uygulamastyla,
Balik s
. . 20 kHz frekans, 0, emdlsiyonun parcacik  boyutu, .
. miyofibriler . e . e . Xiong
Protein + Gam . 150, 300, 450 ve yiizey gerilimi ve  gOriinir
proteini + - . L2 - vd., 2019
ksantan zamki 600 W gii¢ viskozitesinde dusts, depolama
santan za stabilitesinde artis
%10 peyniralt
suyu  proteini 20 dk boyunca 20
konsantresi, Tim  protein  solisyonlarinin .
. . . kHz frekans, 4,27 . . Ve Arzeni
Protein soya  proteini - kivam indekslerinde distis, ylizey
. + 0,71 W gi¢ ve . . . vd., 2012
izolatt ve . hidrofobitelerinde artis
%20 genlik
yumurta beyazi
proteini
Uygulama siiresinin  artmastyla
proteinlerin cozunirliginde
Gift frekansh (40 £  artma, uzun sonikasyon stireletiyle
Protein Zein 2 ve 68 £ 2 kHz), zeinin ortalama patrcactk boyutu Ren vd.,
ote ¢ 0, 10,20, 30, 40,50 ve boyut dagiliminda artma, cift 2015
ve 60 dk frekanslt ultrases uygulamasi ile
zeinin  yapisal  ve  fiziksel
6zelliklerinde degisim
Uygulama  stresi ve giiciin
artmastyla viskozitede azalma, pH,
Sigir 20 kHz frekans, reaktif stlfidril icerigi, su tutma ..
. ; . . . . . Amiri
Protein miyofibriler 100 ve 300W giic, kapasitesi ve jel mukavemetinde vd. 2018
proteini 0,10,20ve 30 dk  en  yiksek  deger, ultrases N
uygulama sonrast proteinlerin
partiktl boyutunda dusis
Protein Sova siitii 25 kHz, 400 W, 1, Tripsin inhibitér aktivitesinde Vanga
Y 4,8,12ve 16 dk azalma, sindirilebilirlikte iyilesme  vd., 2020

Miyofibriler protein ve ksantan zamki ile stabilize
edilmis emiilsiyona 300W" lik ultrases uygulamasi,
emiilsiyonun parcactk boyutunu ve

yuzey

gerilimini ve gbruntr viskozitesini azaltmus,

depolama stabilitesini arttirmustir  (Xiong vd.,
2019).
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Yiksek yogunluklu ultrases uygulamasi, pH’ st
6.5-7.1' e ayarlanmis protein solisyonlarinin
(%10 luk peyniralti suyu proteini konsantresi,
soya proteini izolati ve yumurta beyazt proteini)

kivam indekslerini distrmais, ylzey
hidrofobitelerini arttirmustir.  Yumurta beyazt
proteininin  jellesme  performansi,  yiksek

yogunluklu ultrases uygulamasi ile degismemis,
peyniraltt suyu proteini konsantresi daha yiiksek
bir elastik karakter sergilemistir (Arzeni vd., 2012).
Gift frekanslt (bir frekanstan digerine gecerek)
ultrases uygulamasi, zeinin yapisal ve fiziksel
Ozelliklerini  degistirmistir  (Ren vd., 2015).
Ultrases islemine tabi tutulan zein proteinlerinin
¢ozunlrligl, uygulama siresi artttkea OSnemli
Olcide artmustir. Daha uzun sonikasyon streleri
(> 20 dakika) i¢in zeinin ortalama parcactk boyutu
ve boyut dagilimi artmistir. Ultrases uygulamasiyla
zein mikroyapist degismis, bircok mikro delik
gorilmistir (Ren vd., 2015). Yiksek yogunluklu
ultrases  uygulanmasi,  sigir  miyofibriler
proteinlerinin  fizikokimyasal, fonksiyonel ve
reolojik 6zelliklerini degistirmistir. pH, reaktif
sulfidril icerigi, su tutma kapasitesi ve jel
mukavemetinde en yiksek deger 300W" de 30 dk
ultrases uygulamasina tabi tutulan érneklerde elde
edilmigtir. Proteinlerin partiktl boyutu, ultrases
dalgalarinin kavitasyon kuvveti nedeniyle ultrases
uygulamasindan sonra azalmistir. 100 ve 300W 30
dk wultrases uygulamalari hari¢ olmak Uzere
ultrases ile islem gbren Orneklerin kontrolden

daha sert ve elastik oldugu bulunmustur.
Sonikasyonun stiresi ve glict arttik¢a viskozitede
azalma meydana gelmistir (Amiri vd., 2018).
Ultrases uygulamast, tripsin inhibitér aktivitesinin
azaltilmasinda ve proteinlerin ikincil yapilarin
degistirerek soya sitinin sindirilebilitliginin
iyilestirilmesinde potansiyel uygulamalardir. 16
dakikaltk ultrases islemine tabi tutulmus soya
tripsin  inhibitér aktivitesi, ultrases
uygulanmamis Grneklere kiyasla %52 azalmistir
(Vanga vd., 2020).

sutunun

Kombine uygulamalarin dogal
biyopolimerler tizerine etkileri
Kizil6tesi-mikrodalga kombinasyonunun
dogal biyopolimerler iizerine etkileri
Kiziltesi-mikrodalga kombinasyon 1sitma, gesitli
nisastalarin fiziksel, reolojik ve termal 6zelliklerini
degistirmistir (Shah vd., 2016; Cengelkéy Koz,
2019) (Cizelge 4). Hint kestanesinden elde edilen
nisastaya sabit glicte farkli zaman araliklari ile arka
arkaya kizil6tesi ve mikrodalga 1sitma uygulamasi,
hidroksil gruplarmnin fazlalagtirmis ve 3240 1/cm’
de tepe yogunlugunun artmasina sebep olmustur.
Uygulanan radyasyonla nisasta graniillerinin
yuzeyinde catlaklar  olusmus, su emme
kapasitesinde ve 151k gecirgenliginde artig; amiloz
icerigi, pH ve sinerezis Ozelliklerinde azalma
meydana gelmistit. Hem mikrodalga hem
kizil6tesi uygulamalari, nisastanin antioksidan
aktivitesini iyilestirmistir (Shah vd., 2016).

Cizelge 4. KizilStesi-mikrodalga kombinasyonun dogal biyopolimerler tizerine etkileri

Kizilotesi-
. . Mikrodalga . . T
Biyopolimer Bl}.opohm?r Kombinasyonu Bly(?p ghmer Uzerine Kaynak
tipi/kaynagt Uygulama Etkileri
Kosullari
22 + 3 neme Su emme kapasitesi ve 151k
. ° ) n;n hint gecirgenliginde artis,
. avianmie Sabit glicte, amiloz icerigi, pH ve
Nigasta kestanesinden . . oo P Shah vd., 2016
clde edilen 15, 30 ve 45s sinerezis ozelliklerinde
nisasta azalma, antioksidan
d aktivitesinde iyilesme
%20k1z1lOtesi-
0 .
%15 ve %25 /?ZOmlkrodalga Nisastanin fiziksel, .. .
. glic15dk .. Cengelkdy Koz,
Nisasta neme tavlanmis Yo30kizlbtesis reolojik ve termal 2019
misir nisastast ’ . Ozelliklerinde iyilesme
%30mikrodalga
giic 7,5dk
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Kizil6tesi ve mikrodalga uygulamasinin es zamanlt
yapildigt calismada, farklt nem igerigine tavlanmuis
musir nigastalari, farkll giic ve stirelerde kizilGtesi
mikrodalga 1sitmaya tabi tutulmustur.
Nisastalarin fiziksel, optik, morfolojik, termal
Ozellikleri  ile  X-asimi  kinim  desenlerd,
modifikasyon islemi ile belirgin bir sekilde
degismistir (Cengelkdy Koz, 2019).

ve

Ultrases-mikrodalga kombinasyonun dogal
biyopolimerler iizerine etkileri

Ultrases-mikrodalga uygulamast, dogal
biyopolimerlerin  fiziksel, reolojik ve termal
Ozelliklerini degistirmistir (Cizelge 5). Guar gamin
sulu ¢bzeltisinin depolimerizasyonu igin tek tek ve
kombinasyon halinde ultrases ve mikrodalga
teknolojilerinin ~ uygulandigt  calisgmada,  tekli
uygulamalardan ultrases teknolojisinin, kombine

uygulamalardan ise Once mikrodalga ardindan
ultrases uygulamasinin guar gamin
depolimerizasyonunda ~ daha  etkili  oldugu
bulunmustur (Prajapat and Gogate, 2015).

Kestane nisastasinda ikili modifikasyon (ultrases-

mikrodalga modifiye nisasta ve mikrodalga-
ultrases modifiye nisasta) uygulamasi, ultrases ve
mikrodalga isleminin sinerjistik etkisine baglt
olarak, sadece wultrases veya mikrodalga
uygulamasina nazaran daha belirgin degisimlere
neden olmustur (Wang vd., 2020). Ultrases-
mikrodalga kombinasyon uygulamastyla
nisastalarin sisme giicti, jelatinizasyon entalpi ve
kristalinite degerleri dlsmus, daha zayif cift-
kirtmim 6zelligi gbstermis ve nigastanin katmanh
yapist ve cift sarmal yapist daha ciddi sekilde
bozulmustur. Ayrica ultrases-mikrodalga
modifiye nisasta Orneklerinin - yag emme
kapasitesi; mikrodalga-ultrases modifiye nisasta
orneklerinin ise su emme kapasitesi en yiksek
bulunmus ve mikrodalga-ultrases modifiye nisasta
orneklerinin  donma-¢éziinme kararliligt en iyi
ctkmustir. Tekli veya ikili modifikasyondan
bagimsiz  olarak  ultrases ve  mikrodalga
uygulanmis Orneklerin sisme gticli, maksimum,
incelme sonrast, son ve karistirma viskoziteleri ve
cirislenme sicakliklart azalmistir (Wang vd., 2020).

Cizelge 5. Ultrases-mikrodalga kombinasyonun dogal biyopolimerler iizerine etkileri

Ultrases-Mikrodalga

Biyopolimer El};(/)g;)hrrlz?lr Kombinasyonu glt}l:lFe) roihmer Uzerine Kaynak
pl/kaynag Uygulama Kosullar
Ultrases; 20 kHz ?ablt Kombine uygulamalarda
frekans, 240 W glic . . :
. ’ once mikrodalga ardindan  Prajapat ve
Mikrodalga; 800 W
Gam Guar gam . .. .. ultrases uygulamastyla Gogate, 2015
nominal giice ve degisken i
.. A o daha etkili
glic cikist %17, %033, depolimerizasyon
%55, %77 ve %100 P y
Kombine uygulamayla
nisastanin sisme giic,
kristallinite, jelatinlesme
entalpisinde dists ve daha
zayif gift-kirinim Szelligi,
nisastanin katmanlt yapist
Ultrases 20 kHz frekans,  ve ¢ift sarmal yapisinda
Nisasta Kestane 500 W giigte, 60 dk, bozulma, ultrases- Wang vd.,
? nisastast mikrodalga 2450 MHz mikrodalga modifiye 2020

frekans, 30 W giicte, 90 s

nigasta 6rneklerinde en
yuksek yag emme
kapasitesi, mikrodalga-
ultrases modifiye nigasta
Orneklerinde en yuksek su
emme kapasitesi ve en iyl
donma-¢6ziilme kararliligs
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Cizelge 5. devam

Ultrases-Mikrodalga

Biyopolimer Blyop ohm?r Kombinasyonu Uygulama Biyopolimer Uzerine Etkiler Kaynak
tipi/kaynagi Kosull
osullart
Ultrases + mikrodalga Mikrodalga ve ultrases
Sorgum 5dk/%40 + 15s / 450 W kombinasyonunun Hassan vd
Lipid tohumu 5dk/%60 + 15s / 700 W yiiksek kaliteli sorgum yagt 2017 ?
10 dk/%40 + 30s / 450 W elde etmek i¢in en iyi yonten
10 dk/%60 + 30s / 700 W  olmast
Siire/Mikrodalga/ Nisastanin kalitesinde
Ultrases,/ Sicaklik .. . . .
Nisasta Mistr nisastast  40dk/140W/350W/54°C 15“1?“;6’}61‘ d“fl‘?’ gozenck ;6‘; ZV d.
45dk/150W/ 400W/ 56°C TP HAEHaase p nisasta
50dk/160W/ 450W/ 58°C ¢
Kombine ultrason-
mikrodalga uygulamasiyla
Cesitli ultrasonik gti¢ (100,  antioksidan 6zellikler ve
200, 300 ve 400 W), Sabit termal stabilitede iyilesme,
. Bé.lhk . mikrodalga giicii (100 W),  miyofibriler proteinlerden .
Protein m1yoﬁbr1ler ultrason frekanst 28 kHz, hidrolizat elde ederken Livd,, 2020
proteint mikrodalganin frekanst hidroliz reaksiyonuna
2450 Hz proteinlerin daha acik hale
gelmesi ve hidrolizat
veriminin daha ylksek olma:
Mikrodalga 10 ila 800 W Teknolojilerin birarada
arasinda degisen giicte ve uygulanmasiyla enzimatik
Protein Cin mersin 2.450 MHz frekansta, hidroliz yonteminin Noman vd.,
balig ultrases 50 W (sabit) glicte  etkinliginde ve 6rneklerin -~ 2020

ve 40 kHz frekansta,
4,8,15ve 25 dk

antioksidan aktivitelerinde
artis

Ultrases-mikrodalga kombinasyon
uygulamasinin dogal biyopolimerlerin
kaynagindan ekstraksiyonunda fonksiyonlari
ve ekstraksiyon sonrasi gesitli 6zellikleri
lizerine etkileri:

Ultrases ve mikrodalga kombinasyon uygulamasi,
sorgum tohumlarinin yag asitleri bilesimini ve yag
verimini etkilemistir (Hassan vd., 2017). Yiksek
kaliteli sorgum vyagt elde etmede ultrases-
mikrodalga kombinasyonu, tek bagina mikrodalga
ya da tek basina ultrases uygulamalarina kiyasla en
1yi yontem olmustur (Cizelge 5).

Ultrases-mikrodalga kombinasyon
uygulamasinin dogal biyopolimerlerin
enzimlerle hidrolizinde fonksiyonlar1 ve
ekstraksiyon sonrasi gegitli 6zellikleri
lizerine etkileri:

Geleneksel enzim hidroliz yontemi, ultrases-
mikrodalga uygulamast ile birlestirildiginde, misir
nisastasinin kalitesi iyilesmis, tek diize gézenek
yogunluguna sahip nisasta elde edilmistir (Liu vd.,
2012) (Gizelge 5).

Ultrases-mikrodalga kombinasyon uygulamast,
miyofibriler protein peptidlerinin ve Cin mersin
baligt protein  hidrolizatlarinin  antioksidan
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Ozelliklerini, termal stabilitelerini iyilestirmis,
enzimatik  hidroliz  yOnteminin  etkinligini
arttirmustir (Li vd., 2020; Noman vd., 2020).

SONUC

Kizil6tesi, mikrodalga ve ultrases teknolojiler,
dogal  biyopolimetlerin ~ modifikasyonunda
bagariyla  kullanilmaktadir.  Kullanidlan ~ bu

teknolojilerin proses kosullarina (kizilétesi igin
frekans, dalgaboyu, gii¢, stre; mikrodalga icin
frekans, glig, stire; ultrases icin frekans, yogunluk,

stire,  vb.), uygulama  ckipmanina  ve
biyopolimerlerin  tipine ve elde edildikleri
kaynaklara ~ bagli  olarak  biyopolimerlerin

Ozelliklerinde meydana getirdikleri degisimler
farklilk g&stermektedir. Kizil6tesi uygulamast,
nisastanin granil yapisi ve reolojik ézelliklerini
degistirmis ve nisastanin elde edildigi kaynaga
bagli olarak bu degisimlerin dlzeyi farklilik
gostermistir. Mikrodalga uygulamasi, nisastanin
sisme giictinii, amiloz igerigini, jelatinizasyon
entalpisini  ve viskozitesini azaltirken  ¢iris
stabilitesini, ¢irislenme  sicakhigini  arttirmis,
yaglarin  oksidatif stabilitelerini  degistirmistir.
Ultrases uygulamasi, polimerlerin morfolojisini,
boyutlarini, reolojik ve ¢6zinirlik 6zelliklerini
degistirmis, ~ polisakkaritlerin ~ ve  yaglarin
kaynagindan ultrases yardimiyla ekstraksiyonunda
verimi arttirmug, ekstraksiyon siiresini kisaltmistir.
Ayrica  polimerlerin  enzimatik  hidrolizini
kolaylastirmustir. Kizilétesi-mikrodalga  ve
ultrases-mikrodalga  teknolojilerinin  birarada
kullanilmasiyla sinerjistik bir etki olusturularak
polimerlerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinde
daha kisa strede daha belirgin degisiklikler
meydana getirilmistir. Bu makale kapsaminda ele
alinan teknolojiler, gida endustrisinde kullamlmak
tizere dogal biyopolimerlerin fonksiyonelliklerinin
gelistirilmesinde  yiiksek potansiyele sahiptir.
KizilGtesi ve kizil6tesi-mikrodalga
uygulamalarinin  nisasta disindaki  polimerler
lzerine etkileri konularinda sinirh sayida calisma
yer almaktadir. Bu kapsamda daha fazla veri
Uretilmesine ihtiya¢  vardir. Diger yandan,
biyopolimetlerin tipine ve elde edildigi kaynaga
bagli olarak uygulanan islem kogullarinin farklidik

gOstermesi, kullanllan  ekipmanlarin  standart
Ozelliklere  sahip olmamalart  ve  bilimsel
calismalarda  deneysel tasarimin laboratuvar

olgekli ekipmanlar kullanilarak yapilmis olmasi, bu
teknolojilerin endustriyel olarak
yayginlastirtlmalarint - sinirlandirmaktadir. Bu
teknolojilerin endistriyel Glcekte kullanimlarinin
yayginlastirilmast  i¢in  biyopolimerin  tipi  ve
Ozelliklerine Ozgli endistriyel Olcekte standart
yeni tasarimlar gerceklestirilebilir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, bu makale ile ilgili olarak baska kisiler
ve/veya kurumlar arasinda ¢ikar catismast

olmadigin1 beyan etmektedir.

YAZAR KATKILARI

Tum vyazarlar, makalenin yazilmasinda ve
yaymnlanmasinda katki saglamislardir. Makalenin
hazirlanmasinda baska kisi ve/veya kurumlarin
katkist yoktur.
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oz

Bu ¢galismada, Antalya ve Isparta illerinden temin edilen 112 pili¢ eti 6rneginde yiiksek seviyede aminoglikozit
direncli (YSAD) Enterococcus yaygmnligt arastirlmis ve izolatlarin antibiyotik direng profilleri belirlenmistir.
Galismada toplam 32 YSAD Enterococcus susu  izole edilmistir. Molekiler yontemler ile izolatlarin 181 E.
Saecium, 5’1 . faecalis, 51 E. durans, 3" E. avinm ve 11 E. casseliflavus olarak tanimlanmustir. Disk difiizyon testi
sonucu, izolatlarn en duyarl oldugu antibiyotiklerin ampisilin (%93.75), linezolid (%093.75), penisilin G
(%090.62), teikoplanin (%90.62), nitrofurantoin (%78.12), vankomisin (%75) ve kloramfenikol (%668.75)
oldugu belirlenmistir. Izolatlarin en direncli oldugu antibiyotiklerin ise eritromisin (%96.87), minosiklin
(%96.87), streptomisin (%696.87) ve tetrasiklin (%96.87) oldugu tespit edilmistir. Tzolatlarn gentamisin ve
streptomisin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MII) degerlerinin sirastyla 16 ile >4096 ve 64 ile >4096
ug/mL arasinda degistigi belitlenmistir. MIK testleri sonucu, 32 YSAD Enterococcus izolatinin 18’inin hem
yiksek seviyede streptomisin direngli (YSSD) hem de yiiksek seviyede gentamisin direncli (YSGD) olduklart
tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Pilic eti, Enterococcus, yilksek seviyede aminoglikozit direnci, antibiyotik direng, polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR)

DETERMINATION OF THE ANTIBIOTIC RESISTANCE PROFILES OF
HIGH-LEVEL AMINOGLYCOSID-RESISTANT ENTEROCOCCI ISOLATED
FROM BROILER MEAT

ABSTRACT
In this study, the prevalence of high-level aminoglycoside-resistant (HLAR) Enterococcns in broiler
meat samples obtained from Antalya and Isparta provinces was investigated and antibiotic resistance
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profiles of isolates was detected. A total of 32 HLAR Enterococcus strains were isolated in this study.
Isolates were identified as 18 E. faecium, 5 E. faecalis, 5 E. durans, 3 E. avium and 1 E. casseliflavus by
molecular methods. As a result of the disc diffusion test, HLAR Eunferococcus isolates were found to
be most susceptible to ampicillin (93.75%), linezolide (93.75%), penicillin G (90.62%), teikoplanine
(90.62%), nitrofurantoin (78.12%), vancomycin (75%) and chloramphenicol (68.75%). It has been
determined that the antibiotics to which the isolates are most resistant are erythromycin (96.87%),

minocycline (96.87%),

streptomycin (96.87%), and

tetracycline (96.87%). Gentamicin and

streptomycin minimum inhibitory concentration (MIC) values of HLAR isolates were detected
changing in the ranged from 16 to >4096 and 64 to >4096 pg/mL, respectively. According to the
MIC test results, 18 out of 32 HLAR isolates were identified as both high-level gentamicin-resistant
(HLGR) and high-level streptomycin-resistant (HLSR).

Keywords: Broiler meat, Ewnferococens, high-level aminoglycoside resistance, antibiotic resistance,

polymerase chain reaction (PCR)

GIRIS
Enterokoklar Gram pozitif, spor olusturmayan,
katalaz ve oksidaz negatif, fakiltatif anaerob ve
kok morfolojisine sahip bakterilerdir.
Enterokoklar ¢cevrede ¢ok genis bir alana yayilmug
olup, ckosistem igerisinde  memelilerden,
kuslardan, kanatlilardan, insan ve hayvan sindirim
sisteminden, topraktan, yiizey sularindan,
bitkilerden ve cesitli fermente gidalardan izole
edilebilmektedirler (Devriese ve Pot, 1995).
Enterokoklar farklt sicaklik ve pH derecelerine
dayanikli olmalarinin  yaninda ekstrem  tuz
konsantrasyonunda da gelisebilme
yeteneklerinden dolayt  fermente gidalardan
yuksek siklikla izole edilebilmekteditler (Cariolato
vd., 2008; Ozden Tuncer vd., 2013; Demirgil ve
Tuncer, 2017; Hanchi vd., 2018). Enterokoklar
lipolitik ve esterolitik aktivite gostermelerinin yant
sira, sitratin yitkimi ve ugucu aromatik bilesikler
olusturabilme gibi 6zellikleri ile baz1 gidalarin tat,
renk ve koku gibi organoleptik 6zelliklerini
iyilestirmekte ve gelistirmektedirler. Bu nedenle,
diger laktik asit bakterleri ile birlikte fermente siit
ve et Urlnlerinde dogal starter kiltir olarak
kullanilabilmekteditler (Giraffa, 2002; Hugas vd.,
2003).

Enterokoklarin bazi fermente gidalarda starter
kiltir olarak aktif rol almalariin yani sira
bagisiklik  sistemi  zayiflamis  insanlarda
bakteriyemi, endokarditis, idrar yolu
enfeksiyonlari gibi nozokomiyal hastaliklara sebep
olduklar1 bilinmektedir. Enterokoklar primer
patojenler olarak degerlendirilmemelerine ragmen
antimikrobiyal ajanlara karst yiksek direng
gosterme  yeteneklerine baglt olarak diinya

genelinde nozokomiyal enfeksiyonlara neden
olabilmektedirler (Linden ve Miller, 1999).
Enterokoklarin bir¢cok antibiyotige karst dogal
(intrensek) diren¢ gdstermelerinin yani sira klinik
olarak 6nemli farklt grup antibiyotiklere karst da
kolaylikla diren¢ kazanabilmeleri bu bakterilerin
patojenitesini  artiran  Onemli  bir  etkendir
(Yogurtcu ve Tuncer, 2013; Abauelnaga vd.,
2016). Enterokoklar basta B-laktamlar ve
aminoglikozitler olmak tizere bir¢ok antibiyotige
karst dogal dirence sahiptitler (Garrido vd., 2014).
Gentamisin ve streptomisin klinik uygulamalarda
kullanilan iki 6nemli aminoglikozit grubu tyesi
antibiyotiktir. Genel olarak enterokoklar, distik
hiicresel gecirgenliklerinden dolayt
aminoglikozitlere karst orta seviyede dogal direng
gosteritler (Bismuth ve Courvalin, 2010; Niu vd.,
2016). Diger taraftan son yillarda yapilan
calismalar ile klinik 6rneklerin (Niu vd., 20106;
Shete vd., 2017) yani sira tavuk eti (Choi ve Woo,
2013), et ve et urinleri (Jaimee ve Halami, 2010),
cig siit ve peynir (Ozdemir ve Tuncer, 2020) gibi
gida  maddelerinden de yiksek seviyede
gentamisin  (YSGD) (MIK>500 ug/mL) ve
streptomisin  direngli  (YSSD)  (MIK>2000
pg/mL) bakterilerin izole edildigi rapor edilmistir.
Aminoglikozitler yasami tehdit eden
enfeksiyonlarin tedavisinde, tedavi yontemlerinin
o6nemli bir bileseni olmustur. Bu nedenle
bakterilerde  yitksek seviyede aminoglikozit
direncinin yayginlasmasi enfeksiyonlarin
tedavisinde sorunlara yol agma riskini beraberinde
getirmektedir  (Yao ve Moellering, 2007).
Aminoglikozit direnci hiicrede aynt anda var
olabilen 16S rRNA veya ribozomal proteinlerin
mutasyonu yoluyla hedefin modifikasyonu, 168
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tRNA'nin  metilasyonu, dis  membranin
gecirgenliginin modifikasyonu veya azalmis i¢
membran taginmasiyla gecirgenligin azalmasi,
aktif akis pompalati ile antibiyotigin hiicre disina
aktarimi, c¢ok dusik aktiviteye sahip bir
asetiltransferaza sikica baglanarak antibiyotigin
sekestrasyonu  ve antibiyotik molekilinin
enzimatik inaktivasyonu gibi birka¢ mekanizma
yoluyla olusabilmektedir (Ramirez ve Tolmasky,
2010). Yararli mikroflorayr olusturan laktik asit
bakterilerinin klinik olarak 6nemli aminoglikozit
grubu ilaglara kars1 diren¢ kazanmasi ciddi endise
uyandirmaktadir (Jackson vd., 2011; Ozdemir ve
Tuncer, 2020).

Bu calismada Isparta ve Antalya illerinden temin
edilen pili¢ eti 6rneklerinde YSAD Emnterococcus
suslarinin  yayginligt arastirilmis ve izolatlarin
antibiyotik diren¢ profilleri belirlenmistir. Ayrica
izolatlarin gentamisin ve streptomisin  MIIK
degerleri tespit edilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Pilig eti 6rnekleri

Calismada kullanilan 112 pili¢ eti 6rnegi (39 kanat,
37 gogis, 20 but, 16 baget) Antalya ve Isparta
illerinde bulunan kasap ve marketlerden 2017 yilt
Haziran-Agustos aylarint kapsayan 3 aylik zaman
araliginda temin edilmistir. Pilic eti 6rnekleri
soguk zincir altinda laboratuara getirilmis ve ayni
giin analiz edilmistir.

YSAD muhtemel Enterococcus suglarinin
izolasyonu

YSAD Enterococens suslarinin izolasyonu icin pilic
eti 6rneklerinden 25 g aseptik kosullar altinda
tartlmis  ve steril ¢elik blenderda (Waring
Commercial 8011 ES, Torrington, CT, ABD), 225
mL fizyolojik tuzlu su (FTS) ¢6zeltist (FTS, %60.85
NaCl, w/v) ile homojen hale gelinceye kadar
karistirilmistir. Hazirlanan bu dilisyondan 100 pL.
alinarak YSGD Enterococcns suslarinin izolasyonu
icin 500 ng/mL gentamisin, YSSD Enterococcus
suglarinin  izolasyonu icin ise 2000 pg/ml
streptomisin iceren iki farklt Enterococcosel agar
(Becton Dickinson, Almanya) ve MRS agar
besiyeri ortamlarina aktarilmis ve Drigalski
spatilit ile ylzeye yayilmustir. Petri kutular
37°C’de 2-5 gin inklbasyona birakidmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda Enterococcosel agar
ortaminda kahve rengi-siyah merkezli etrafinda
kahve rengi zon gorilen, MRS agar ortaminda ise
gelisme gosteren butin koloniler YSGD veya

YSSD muhtemel Ewnterococcus  izolatt  olarak
disunilmistir. Daha sonra koloniler izole
edildikleri konsantrasyonda gentamisin veya

streptomisin ilave edilmis MRS broth besiyeri
ortaminda kiiltiire edilmistir. Izolatlarin saflik
kontrolleri ~ Enterococcosel — agar  besiyeri
ortaminda yapilmistir.

YSAD muhtemel Enterococcus izolatlarinin
tanisi

Morfolojik tan: ve katalaz, testi

YSAD  muhtemel  Ewnferococcns  izolatlarinin
mikroskobik morfolojileri Gram boyama metodu
ile hazirlanan preparatlarin stk mikroskobunda
(Leica DM500, Almanya) incelenmesi ile
belitflenmistit  (Temiz, 1994). Mikroskobik
morfolojileri belirlenen izolatlarin katalaz testleri
%3 hidrojen peroksit (H2O) (Merck, Darmstadt,
Almanya) ¢ozeltisi kullanilarak tespit edilmistir
(Temiz, 1994). Katalaz testinde . awrens ATCC
25923 susu pozitif, Enterococcus faecalis ATCC

29212 susu ise negatif kontrol olarak
kullanilmistir.
Kiiltiirel testler
Izolatlarin  Enterococcus  cinsi  Uyesi  olup

olmadiklarinin belitlenmesi icin kiltirel testler
yapilmustir. Kiltirel testler icin izolatlar MRS
broth ortaminda 37°C’de 18 saat gelistirildikten
sonra %0.5 (w/v) NaCl ilave edilmis ve pH’st
9.6’ya ayarlanmis iki ayr1t MRS broth ortamina
inokile edilmis ve 37°C’de 18 saat kiltiire
edilmistir (Manero ve Blanch, 1999). Bu testlere
ek olarak izolatlartn MRS broth ortaminda 10°C
ve 45°C’de gelisme Ozellikleri ve  60°C’de 30
dakika sicaklik uygulamasi sonrast hayatta
kalmalart test edilmistir (Morandi vd., 20006).

Genomik DNA izolasyonn

Genomik DNA izolasyonu icin YSAD izolatlart
MRS broth ortaminda 37°C’de 18 saat siire ile
gelistirilmistir. Bu kiltirlerden steril Eppendorf
tiplerine 0.5 mlL aktarilmis ve hiicreler 13000
rpm’de 5 dakika santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor
No: 12148, Almanya) edilmistir. Hiicre ¢okeltileri
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0.5 mL liziz ¢6zeltisi ile ¢ozilmis ve tipler su
banyosu (Ntve NB9, Tirkiye) icerisinde 37°C’de
30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra tiiplere 30
wL sodyum dodesil sulfat (SDS, % 10 w/v) ilave
edilmis ve 80 °C’ye ayarlanmis su banyosunda
(Nuve NB5) 5 dakika tutulmustur. Stre sonunda
lize olan hicre siispansiyonlart tizerine 0.7 mL
fenol-kloroform (1:10) ilave edilerek 13000
rpm’de 5 dakika santrifiij islemi uygulanmustir. Ust
faz alinarak yeni steril Eppendorf tiiplerine
aktarilmis ve Uzerine 0.7 ml. 2-propanol ilave
edildikten sonra tiipler bir kez daha 13000 rpm’de
5 dakika santriftij edilmistir. Santrifiyj isleminin
ardindan olusan ¢okelti 50 pL Tris-EDTA (pH
8.0) icerisinde ¢oziilmiistiir. Izole edilen genomik
DNA o6rnekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edilmistir (Cancilla vd., 1992).

Genomik DNA 6rneklerinin elektroforezi % 0.7
(w/v) agaroz iceren jellerde  yapilmustir.
Elektroforez islemi tris-asetat elektroforez
tamponu esliginde OWL EASYCAST B2 yatay
clektroforez jel sisteminde (Thermo Fisher
Scientific, ABD) gerceklestirilmistir. Elektroforez
islemi, 85 voltta 1.5-2 saat siireyle yapilmustir. Jel
0.2 png/mL etidyum bromit (Amrtesco, Solon,
Ohio, ABD) iceren ¢Ozeltide 45 dakika
boyanmustir. Boyanmus jeller, 312 nm dalga
boyunda ultraviyole 15tk (Vilber Lourmat, ECX-
F20.M, Fransa) altinda incelenerek Nikon D5100
dijital fotograf makinesi (Nikon Corp. Japonya)
kullanilarak fotograflanmistir.

YSAD izolatlarmn cinse i3gii primerler ile cins diizeyinde
tanist

YSAD izolatlarin cins dizeyinde tanist Cizelge
1’de verilen Enterococcus cinsine 6zgii primer ¢ifti
kullanilarak TurboCyler 2 (Blue-Ray Biotech Ltd.,
Tayvan) gradient termal doéngd cihazinda
yapilmstir. PZR islemi toplam 50 ul. PZR
karistmi (25 pL 2x PCR master miks (Thermo
#KO0171, Litvanya), 20 pL niikleaz icermeyen su,
3 uL kalipp DNA, 1 pL ileri primer ve 1 pL geri
primer)  kullanllarak 1  dongli  baslangic
denatlirasyonu (95°C’de 15 dakika), 40 dongi
cogalma (95°C’de 15 saniye, 62°C’de 1 dakika,
72°C’de 30 saniye) ve 1 dongli son uzama
(72°C’de 10 dakika) agamalarindan olusan

protokol takip edilerek gerceklestirilmistir (Sahoo
vd., 2015).

Cogaltilan PZR fragmentlerinin elektroforezi
OWL EASYCAST B2 (Thermo) yatay
elektroforez tanki kullanilarak % 2 agaroz (w/v)
orani ile hazirlanan jellerde yapilmis ve fragment
buytklikleri O’GeneRuler™  100-bp DNA
marker  (Thermo  #SM1153)  kullanilarak
hesaplanmustir. Jeller etidyum bromit (Amresco)
ile boyanmis ve UV 1sik altinda fotograflanmustir.

YSAD Enterococcus igolatlarmmn tiire izgi primerler ile
tiir diizeyinde tanisi

YSAD Enterococcns izolatlarinin  tir duzeyinde
tanisinda Jackson vd. (2004a) tarafindan 6nerilen
E. faecalis, E. faecinm, E. durans, E. casseliflavus, E.
gallinarum, E. birae ve E. mundtii tirlerine 6zgl
primer ciftleri kullandmistir (Cizelge 1). PZR
denemelerinde 1 déngii baslangic denatiirasyonu
(95°C’de 4 dakika), 30 déngti ¢ogalma (95°C’de
30 saniye, 55°C’de (E. mundtii icin 60°C) 1 dakika,
72°C’de 1 dakika) ve 1 déngii son uzama (72°C’de
7 dakika) agamalarindan olusan protokol
kullamlmistir. PZR  denemelerinde  Siileyman
Demirel Universitesi Gida Mithendisligi Bélimi
Bakteriyel =~ Genetik  Laboratuvart  kiltir
koleksiyonundan temin edilen E. faecalis ATCC
29212, E. faecinm ATCC 51559, E. durans NYEA4,
E. casseliflavus DYE1 ve E. gallinarum DYE26
suslart kontrol olarak kullandlmistir. Cogaltilan
PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi
OWL EASYCAST B2 (Thermo) yatay
elektroforez tankinda % 2 agaroz (w/v) orani ile
hazirlanan  jellerde yapilmustir.  Elektroforez
islemini takiben jeller etidyum bromit (Amresco)
ile boyanmus ve UV 1sik altinda fotograflanmugtir.
Fragment  biyiikliklerinin ~ hesaplanmasinda
O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Thermo)
kullanilmistir.

168 rDNA dizi analizi

Tire o6zglh spesifik primer kullanidarak tiir
diizeyinde tanust yapilamayan 3 izolattn (MSEG63.1,
MSEG63.2 ve MSE111.1) tiir diizeyinde tanist 16S
rDNA dizi analizi ile yapdmistur. PZR islemi
TurboCyler 2 gradient termal dongii cihazinda
(Blue-Ray Biotech) gerceklestirilmistir.

Enterokok suglarinda 16S  rDNA  bolgesi,
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Edwards vd. (1989) tarafindan 6nerilen pA (ileri)
ve pE' (geri) genel bakteri primetleri kullanilarak
cogaltlmistir (Cizelge 1). PZR isleminde 1 déngi
baslangic denatirasyonu (94°C’de 2 dakika), 30
dongi cogalma (94°C’de 30 saniye, 55°C’de 1
dakika, 72°C’de 90 saniye) ve 1 dongii son uzama
(72°C’de 10 dakika) agamalarindan olusan
protokol  kullandmistir.  Cogaltilan ~ PZR
fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi yatay
elektroforez tankinda % 1 agaroz (w/v) orani ile
hazirlanan  jellerde yapilmistur. Elektroforez
islemini takiben jeller etidyum bromit (Amresco)

ile boyanmis ve UV 1s1ik altinda fotograflanmistr.
Fragment  buytkliklerinin  hesaplanmasinda
O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Thermo)
kullandmistir. PZR trinlerinin DNA dizi analizi
Oligomer  Biyoteknoloji ~ A.S’de  (ODTU,
Teknokent, Ankara, Tirkiye) yaptirdmigtir.
Sekans isleminde Applied Biosystems® AB
3730XL (Thermo, ABD) otomatik gen sekans
cihazt kullandmistir. 16S fDNA dizi benzerligi
National Center for Biotechnology Information
(NCBI) BLAST programi kullanilarak tespit
edilmistir.

Gizelge 1. Calismada kullanilan primer dizileri ve tiriin biytklikleri
Table 1. Primers sequences and product sizes used in this study

Gen Primer dizisi (5'- 3") Uriin boyutu (bg)  Kaynak

Gene Primer sequences (5'- 3') Product size (bp) Reference

Enterococcus f: TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Sahoo vd. 2005
r: AACTTCGTCACCAACGCGAAC

E. casseliflavus £ TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC 288 Jackson vd. 2004a
r: GCTAGTTTACCGTCTTTAACG

E. durans f: CCTACTGATATTAAGACAGCG 295 Jackson vd. 2004a
r: TAATCCTAAGATAGGTGTTTG

E. faecalis £: ACTTATGTGACTAACTTAACC 360 Jackson vd. 2004a
r: TAATGGTGAATCTTGGTTITGG

E. faecium f: GAAAAAACAATAGAAGAATTAT 215 Jackson vd. 2004a
t: TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA

E. gallinarum £ TTACTTGCTGATTTTGATTCG 173 Jackson vd. 2004a
t: TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

E. hirae f: CTTTCTGATATGGATGCTGTC 187 Jackson vd. 2004a
t: TAAATTCTTCCTTAAATGTTG

E. mundtii f: CAGACATGGATGCTATTCCATCT 98 Jackson vd. 2004a
t: GCCATGATTTTCCAGAAGAAT

168 rRNA f: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 921 Edwards vd. 1989
r: CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

Antibiyotik direng yontemi ile belirlenmistir (Cariolato vd., 2008).

YSAD Enterococcus suslarinin antibiyotik direnc
profilleri Oxoid Ltd. Sti. (Ingiltere)’den temin
edilen ampisilin (10 ng), doksisiklin (30 pg),
eritromisin (15 pg), gentamisin (120 pg),
kloramfenikol (30 pg), levofloksasin (5 pg),
linezolid (30 upg), minosiklin (30 png),
nitrofurantoin (300 pg), norfloksasin (10 ug),
penisilin G (10 U), quinupristin/dalfopristin (15
ng), rifampin (5 pg), siprofloksasin (5 pg),
streptomisin - (300 pg), teikoplanin (30 pg),
tetrasiklin (30 pg) ve vankomisin (30 pg) iceren
antibiyotik diskleri kullanilarak disk diflizyon

Enterokok suslarinin antibiyotik direnci ve
duyarliigs  Klinik ve Laboratuvar Standartlar
Enstitist’ntin (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI) 2016 yii kilavuzuna gore
degerlendirilmistir.

Gentamisin ve streptomisin MIK degetlerinin
belirlenmesi

Izolatlarin  streptomisin  ve gentamisin  MIK
degerleri 96 kuyucuklu steril polistiren mikrotitre
tabaklar (LP Italiano 1120138, italya) kullanilarak
stvt mikrodilisyon yontemi ile belirlenmistir.
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Gentamisin ve streptomisin  konsantrasyonu
0.125-4096 ng/ml. araliginda dilte edilmistir.
Denemelerde antibiyotik ilave edilmemis kuyu
kontrol olarak kullandmistir. MIK testinde E.
Sfaecalis ATCC 29212, E. faecinm ATCC 51559 ve
E. faecalis ATCC 51299 suslart referans kiltiir
olarak kullanilmustir. Enterokok suslarinin MIK

degerleri  CLSI'nin 2016 ve  Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilk Testleri Komitesi’nin
(European  Committee on  Antimicrobial

Susceptibility Testing, EUCAST) 2018 yili
kilavuzlarina gére degerlendirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

CGalisma kapsaminda 112 pilic eti 6rneginden
toplam 36 YSAD susu izole edilmistir. {zolatlarin
10’u gentamisin (500 pg/mL) ve 26’1t ise
streptomisin = (2000 pg/mL) iceren besiyeri
ortamlarindan izole edilmistir. Izolatlarin cins
diizeyinde tanusi klasik metotlar (Gram boyama,
katalaz testi ve kulturel testler) ve Enterococcus
cinsine 6zgl primer ¢ifti kullanmilarak PZR ile
yapilmustir. Gram boyama sonrast 32 izolatin
Gram porzitif kok (monokok, diplokok ve kisa
zincir), 2 izolatin Gram negatif kok/kokobasil, 1
izolattn Gram pozitif basil, 1 izolatn ise Gram
negatif basil morfolojisinde oldugu tespit
edilmistir. Gram boyama sonucu Gram negatif (3
izolat) ve Gram porzitif basil morfolojisinde (1
izolat) oldugu tespit edilen izolatlar Enterococcus
cinsi Uyesi olmadigt distnilerek elimine
edilmigtir. ~ Calismaya Gram  pozitif —kok
morfolojisine sahip 32 izolat (7 YSGD ve 25
YSSD) ile devam edilmistir. Katalaz testi ile 32
YSAD izolatinin tamaminin katalaz negatif 6zellik
gosterdigi  belirlenmistir. ' YSAD  izolatlarinin
10°C, 37°C ve 45°C inkiibasyon sicakliginda,
pH’s19.6’ya ayarlanmis ve % 6.5 NaCl iceren MRS
broth besiyeri ortamlarinda gelisme gsterebildigi
belirlenmistir. MSE63.1, MSE63.2 ve MSE111.1
kodlu izolatlar % 6.5 NaCl iceren MRS broth
ortaminda zayif gelisme gostermistir. Izolatlarin
tamaminin ~ 60°C’de 30  dakika  sicaklik
uygulamasina  direncli oldugu belirlenmistir.
Klasik tani yontemlerinden elde edilen bilgiler
iginda pilic eti 6rneklerinden izole edilen 32
YSAD izolatt Ewnterococcus cinsi tyesi olarak
tanimlanmistir. {zolatlarin cins diizeyinde tanist
Enterococens  cinsine  6zgli  primerler  ciftinin

kullanildigs PZR islemi ile dogrulanmustir. PZR
denemesi sonucu 32 YSAD izolatin tamaminin
Enterococcus cinsine 6zgl primerler ile beklenildigi
gibi 112 kb buyikliginde fragmentler verdigi
tespit edilmistir (Sekil 1). Bu sonuglar klasik tant
testi sonugclarint desteklemis ve YSAD izolatlarin
tamaminin  Enferococcus  cinsi  dyesi  oldugu
dogrulanmigtir. Gentamisin igeren MRS agar
ortamindan  izole edilen suslara MGM,
Enterococcosel agar ortamindan izole edilenlere
ise MGE kodu verilmistit. Benzer olarak
streptomisin iceren MRS agar ortamindan izole
edilen suslara MSM, Enterococcosel agar
ortamindan izole edilenlere ise MSE kodu
verilmistir. Enterokoklar kanatlilarda bulunabilen
ve diinya genelinde yayilim gosteren bakterilerdir.
Farkli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda
da pili¢ eti 6rneklerinden enterokok cinsi Gyesi
suslarin izole edildigi rapor edilmistir (Bakarat vd.,
2000; Harada vd., 2004; Klibi vd., 2015; Kim vd.,
2018; Sanlibaba vd., 2018). Ayrica pili¢ etinden
izole edilen Enterococens izolatlarinin antibiyotik
diren¢ profillerinin arastirildigi bazi calismalarda
da  YSAD  Ewnterococcus  suslarinin  varhgt
bilditilmigtir (Donabedian vd., 2003; Kim vd.,
2018; Sanlibaba vd., 2018).

YSAD Enterococens izolatlarinin tir duzeyinde
tanisi tire 6zgl primer ciftleri kullanilarak PZR ile
yaptmistir. Calismada kullanilan primer iftleri ile
amplifikasyon vermeyen 3 izolatin tanist ise 168
rDNA dizi analizi yéntemi ile yapilmugtir. Tire
Ozgli primer ciftleri kullanilarak yapilan tir
diizeyinde tamt testleri sonucu 32 YSAD
Enterococcus izolatinin 1871 E. faecium, 51 E. faecalis,
51 E. durans, 11 E. casseliflavus  olarak
tanimlanmistir. MSE63.1, MSEG63.2 ve MSE111.1
kodlu izolatlar ise tir diizeyinde
tanimlanamamustir. Bu izolatlarin tiir diizeyinde
tantst 16S tDNA dizi analizi ile yapilmustir. 16S
rDNA dizi analizi sonucu MSE63.1, MSEG63.2 ve
MSE111.1 kodlu izolatlarin E. avium genomu ile
% 99 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
veriler 1siginda 32 YSAD Enterococens izolatinin
181 E. faecium (%o 56.25), 5’1 E. faecalis (%o 15.63),
51 E. durans (% 15.63), 3’4 E. avium (%0 9.37) ve
1’1 E. casseliflavus (%0 3.12) olarak tanimlanmistir.
YSAD Enterococcus titleri arasinda baskin turtin E.
faecium oldugu tespit edilmistir. Her ne kadar
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YSAD  Enterococcus  izolasyonu  yapilmasi
amaclanmamis olsa da bu calismadan elde edilen
sonuclara benzer olarak Kasimoglu-Dogru vd.
(2010) tavuk boyun derisinden, Sanlibaba vd.
(2018) ise paketlenmis pili¢ eti 6rneklerinden izole
edilen Eunterococcus titleri arasinda E. faeciun’un
dominant tir oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
farkli arastirmactlar tarafindan yapilan

M

112 bg

calismalarda da E. faecium ve E. faecalis titlerine
kiyasla daha az siklikla da olsa E. casseliflavus, E.
hirae, E. durans, E. gallinarum ve/veya E. avium
tirlerine de rastlandigi bildirilmistir (Franz vd.,
1999; Bakarat vd., 2000; Butaye vd., 2001,
Kasimoglu-Dogru vd. 2010; Klibi vd., 2015;
Sanlibaba vd., 2018; Kim vd., 2018).
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Sekil 1. YSAD izolatlarinin Enterococcus cinsine 6zgii primerler ile cogaltilan PZR fragmentleri
1-17: YSAD izolatlar;; M: O’Gene Ruler DNA 100 b¢ DNA marker (Thermo); 18: E. faecalis ATCC
29212 (pozitif kontrol) ; 19: negatif kontrol (su)

Figure 1. PCR fragments of HLAR isolates amplified with Enterococcus genns specific primers
1-17: HLAR isolates; M: O’Gene Ruler 100 bp DNA marker (Thermo); 18: E. faecalis ATCC 29212 (positive
control) ; 19: negative control (water)

Pilic eti Orneklerinden izole edilen YSAD
Enterococens  tutlerinin - dagihmi  Cizelge 2°de
verilmistir. Elde edilen bulgulara benzer olarak
pili¢ eti ve tavuk ile iliskili 6rneklerden (disks, kor
bagirsak veya boyun derisi) izole edilen
Enterococens  tirlerinin - antibiyotik  direng
profillerinin arastirddigt geemis yillarda yapilan
calismalarda da YSAD E. faecinm (Yoshimura vd.,
2000; Harada vd., 2004; Jackson vd., 2004b;
Petsaris vd., 2005; Diarra vd., 2010; Kasimoglu-
Dogru vd. 2010; Sanlibaba vd., 2018), E. faecalis
(Yoshimura vd., 2000; Harada vd., 2004; Jackson
vd., 2004b; Diarra vd., 2010; Kasimoglu-Dogru
vd. 2010; Choi ve Woo, 2013; Sanlibaba vd.,
2018), E. durans (Jackson vd., 2004b), E. gallinarum
(Harada vd., 2004; Jackson vd., 2004b) ve E. hirae
(Jackson vd., 2004b; Diarra vd., 2010) tirlerine
rastlandigt bildirilmistir.

Disk difiizyon testi sonucu pili¢ eti 6rneklerinden
izole edilen 32 YSAD Eunterococcus izolatinin 4 ile
16 arasinda degisen sayida antibiyotige direnc
gosterdigi belirlenmistir. Izolatlar arasindan en
genis antibiyotik diren¢ profiline sahip izolatin E.
faecalis MSM93.1 oldugu tespit edilmistir (Cizelge
3). Izolatlarin tamammin (% 100) ¢oklu
antibiyotik direncine sahip oldugu belirlenmistir.
Gegmis yillarda pilic eti veya tavuk ile iligkili
orneklerden (digkt ve kér bagirsak) izole edilen
enterokoklarin antibiyotik direng profillerinin
arastirldigt calismalarda da enterokok izolatlarinin
coklu antibiyotik direncine sahip oldugu
bildirilmistir (Diarra vd., 2010; Kim vd., 2018;
Sanlibaba vd., 2018).
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Cizelge 2. Pili¢ eti 6rneklerinden izole edilen YSAD* Enterococcus tirlerinin dagilimi
Table 2. Distribution of HLAR" Enterococcus species isolated from broiler meat samples

Pilic eti 6rnekleti/ Broiler meat samples (n= 112)

Baget/ Drumstick But/Leg Gogus/ Breast Kanat/ Wings
Enterococcus tiru (”: 1 6) (”:20) (”: 37) (”: 39)
Enterococcus species
YSGD/YSSD*  YSGD/YSSD  YSGD/YSSD YSGD/YSSD
HIL.GR/HIL.SR* HLGR/HILSR  HLGR/HLSR HI.GR/HI.SR
E. faecinm (n=18) 0/1 0/7 0/4 0/6
E. faecalis (n=5) 0/1 0/1 1/1 0/1
E. durans (n=5) 0/0 0/0 4/0 1/0
E. avium (n= 3) 0/0 0/0 0/0 0/3
E. casseliflavus (n= 1) 0/0 0/0 0/0 1/0
Toplam/ Total 0/2 0/8 5/5 2/10

“YSAD: Yiksek seviyede aminoglikozid direncli/ HLAR: High-level aminoglycoside-resistant
“ YSGD: Yiksek seviyede gentamisin direncli/ HL.GR: High-level gentamicin-resistant; YSSD: Yuksek seviyede

streptomisin direncli/ HLLSR: High-level streptomycin-resistant

YSAD  izolatlarn  en  duyarlh  oldugu
antibiyotiklerin ampisilin = (%93.75), linezolid
(%93.75), penisilin G (%90.62), teikoplanin
(%90.62), nitrofurantoin (%78.12), vankomisin
(%75) ve kloramfenikol (%68.75) oldugu tespit
edilmistir.  Eritromisin  disinda  izolatlarin
denemelerde kullanidan diger antibiyotiklere ise
farkli oranda duyarh oldugu belirlenmistir (Cizelge
4). Elde edilen bu bulgulara benzer olarak El-
Ghazawy vd. (2016), YSAD Kklinik Ewferococcus
izolatlarinin  linezolide  (%97.9), teikoplanine
(%93.7) ve vankomisine (%93.7) yiksek oranda
duyarli  oldugunu  bildirmiglerdir. ~ YSAD
Enterococens  1zolatlarinin - en  direngli  oldugu
antibiyotiklerin eritromisin (%96.87), minosiklin
(%96.87), streptomisin (%096.87) ve tetrasiklin
(%096.87) oldugu belirlenmistir. Benzer olarak
Mendiratta vd. (2008), YSAD Kklinik Enterococcus
izolatlarinda  yilksek oranda eritromisin  ve
tetrasiklin direnci tespit etmislerdir. Bu bulgulara
ilaveten izolatlarin siprofloksasin, kloramfenikol
ve rifampisin diren¢ oranlari da bu ¢aligmadan
elde edilen bulgulara benzerlik géstermektedir.
Diger taraftan, arastirmacilar bizim bulgularimizin
aksine izolatlarin ampisiline ve penisiline yitksek
oranda diren¢ gosterdigini rapor etmislerdir. El-
Ghazawy vd. (2016), YSAD Kklinik Enterococcus
izolatlarinin  antibiyotik  diren¢  profillerini
aragtirdiklart g¢alismalarinda bizim bulgularimiza
benzer olarak yiiksek oranda (%78.7) eritromisin

direnci tespit etmislerdir. Ancak arastirmacilar
YSAD  klinik  Enterococcus  suslarinda  bizim
bulgularimiza kiyasla daha yitksek oranda
ampisilin (% 40.4) ve penisilin (% 46.8) direnci
tespit ettiklerini rapor etmislerdir.

Pilic eti O6rneklerinden izole edilen YSAD
Enterococcus  titlerinin - antibiyotik duyarlilk ve
direnc yuzdeleri Cizelge 5°de verilmistir. E. faecalis
ve E. faecium tird tUyesi izolatlarin antibiyotik
diren¢ profillerinin diger izolatlara nazaran daha
genis oldugu tespit edilmistit. [E. faecalis
izolatlarinin linezolid harig, E. faecinm izolatlarinin
ise linezolid, teikoplanin ve vankomisin hari¢
denemelerde kullamlan diger antibiyotiklere
direnc gosteren izolatlarinin oldugu belirlenmistir.
Gegmis yillarda yapilan calismalarda Enferococcus
tirlerinin  antibiyotik  direnglerinin  izolasyon
kaynagina baglt olarak degiskenlik g&sterdigi
tespit edilmistir. Ancak, yapilan c¢alisamlar E.
faecalis ve E. faecium tirlerinin diger tiirlere nazan
daha genis antibiyotik direncine sahip oldugunu
gostermistir (Chajecka-Wierzchowska vd., 2012;
Yogurtcu ve Tuncer, 2013; Demirgil ve Tuncer,
2017; Russo vd., 2018).
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Cizelge 3. YSAD Enterococcus suslarinin antibiyotik direng profilleri ve gentemisin ve streptomisin MK

degerleri

Table 3. Antibiotic resistance profiles and gentamicin and streptomycin MIC values of HLAR Enterococcus strains
Suglar Antibiyotik direng¢* MIK (ug/mL)**
Strains Antibiotic resistance MIC (ug/mL)

CN S

E. durans MGE13.1 DO, E, CN, QD,MH, I, S, TE >4096% 4096k
E. durans MGE13.2 E,CN, QD, MH, F, §, TE 4096R 4096k
E. durans MGE13.3 E,CN, QD, MH, I, §, TE >4096R  2048R
E. durans MGE13.4 E,CN, QD, MH, I\, S, TE >4096% 2048k
E. faeciumMSM14.1 DO, E, CN, LEV, MH, RD, §, TE 4096 >4096R
E. faecium MSE31.1 DO, E, CN, MH, F, NOR, P, S, TE 1024 >4096R
E. faecium MSE53.1 DO, E, CN, C, MH, S, TE 4096k >4096R
E. faecalis MSM53.1 DO, E, CN, LEV, QD, MH, NOR, CIP, S, TE 4096R  >4096R
E. faecium MSE58.1 DO, E, CN, C, LEV, MH, NOR, CIP, S, TE >4096R  >4096R
E. faecalis MGES58.1 DO, E, CN, C, MH, NOR, P, CIP, S, TE >4096R  >4096R
E. faecalis MSEG1.1 DO, E, CN, QD, MH, S, TE >4096R  >4096R
E. durans MGEG63.1 E,CN, C, QD,S§, >4096R  >4096R
E. avium MSEG63.1 E,CN, C,LEV, QD, MH, F, NOR, CIP, S, TE 4096R  >4096R
E. avium MSEG63.2 CN, MH, S, TE 2048R  >4096R
E. faecium MSM76.1 DO, E, LEV, MH, NOR, CIP, S, TE 32 >4096R

E. faecalis MSM 93.1 AMP, DO, E, C, LEV, LZD, QD, MH, NOR, P, 128 >4096R
RD, CIP, S, TEC, TE, VA

E. faecium MSM95.1 DO, E, LEV, MH, CP, S, TE 32 >4096R
E. faecinm MSM103.1 AMP, DO, E, MH, RD, S, TE 64 >4096R
E. faecinm MSM104.1 DO, E, MH, S, TE 64 >4096R
E. faecinm MSE104.1 DO, E, CN, LEV, MH, S, TE >4096R  >4096R
E. faecinm MSE104.2 DO, E, CN, LEV, MH, NOR, CIP, S, TE >4096k  >4096R
E. faecinm MSM105.1 DO, E, QD, MH, CIP, S, TE 64 >4096R
E. faecinm MSM106.1 DO, E, MH, RD, S, TE 64 >4096R
E. faecium MSM107.1 DO, E, MH, CIP, S, TE 32 >4096R
E. faecinm MSM108.1 DO, E, MH, S, TE 32 >4096R
E. faecinm MSM109.1 DO, E, MH, RD, S, TE 32 >4096R
E. faecinm MSM110.1 DO, E, MH, NOR, RD, CIP, S, TE 32 >4096R
E. aasseliflavns MGM111.1  E, CN, C, MH, TE 4096R 64

E. avinm MSE111.1 E, CN, MH, S, TE 5128 4096k
E. faecinm MSE111.2 E, LEV, QD, MH, S, TE 256k >4096R
E. faecalis MSM112.1 DO, E, QD, MH, NOR, CIP, S, TE 16 2048R
E. faecinm MSM112.2 DO, E, LEV, MH, RD, CIP, S, TE. 64 >4096R

"AMP: Ampisilin/ Ampicilin (10 ng); DO: Doksisiklin/ Daxyeyeline (30 yg); E: Eritromisin/ Erytromycin (15 yg); CN:
Gentamisin/ Gentanicin (120 4g); C: Kloramfenikol/ Chloramphenicol (30 yg); LEV: Levofloksasin/ Levofloxacin (5 yg);
LZD: Linezolid/ Linezolid (30 yg); MH: Minosiklin/Minocycline (30 yg); F: Nitrofurantoin/ Nitrofurantoin (300 yg);
NOR:  Notfloksasin/Norfloxacin (10 uyg); P:  Penisilin ~ G/Penicilin G~ (10  U); QD:
Quinuptistin/dalfoptistin/ Quinupristin/ dalfopristin-~ (15 yg); RD:  Rifampin/Réifampin =~ (5 vyg); CIP:
Siprofloksasin/ Ciprofloxacin (5 4g); S: Streptomisin/ Streptomyein (300 yg); TEC: Teikoplanin/ Teicoplanin (30 yg); TE:
Tetrasiklin/ Tetracycline (30 yg); VA: Vankomisin/ I ancomycin (30 yg)

* R: Ditrencli/ Resistant. EUCAST kirilma noktalart tablolarina (2018) gore gentamisin ve streptomisin MIK sinir
degetleti sirastyla >128 ve >512 ug/mlL olarak alinmustir. According to the EUCAST breakpoints tables (2018), gentamicin
and streptomycin MIC breakpoints are >128 and >512 ug | mL, respectively.
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Cizelge 4. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik yiizdeleri (%)

Table 4. Antibiotic resistance and susceptibility rates of HLAR Enterococcus isolates (%)

Antibiyotikler/ Antibiotics >
n* % n % n %

Ampisilin/ Ampicilin 30 93.75 0 0 2 6.25
Doksisiklin/ Doxycycline 1 3.13 8 25 23 71.87
Eritromisin/ Erytromycin 0 0 1 3.13 31 96.87
Gentamisin/ Gentamicin 14 43.75 0 0 18 56.25
Kloramfenikol/ Chloramphenicol 22 68.75 3 9.37 7 21.88
Levofloksasin/ Levofloxacin 14 43.75 7 21.87 11 34.38
Linezolid/ Linezolid 30 93.75 1 3.13 1 3.12
Minosiklin/Mznocycline 1 3.13 0 0 31 96.87
Nitrofurantoin/ Nitrofurantoin 25 78.12 1 3.13 6 18.75
Norfloksasin/ Norfloxacin 9 28.13 13 40.62 10 31.25
Penisilin G/ Penicillin G 29 90.63 0 0 3 9.37
Quinupristin/dalfopristin 5 15.63 15 46.87 12 37.50
Quinupristin/ dalfopristin

Rifampin/Refampin 15 46.87 10 31.25 7 21.88
Siprofloksasin/ Ciprofloxacin 15.63 13 40.62 14 43,75
Streptomisin/ Streptomycin 3.13 0 0 31 96.87
Teikoplanin/ Teicoplanin 29 90.62 2 6.25 1 3.13
Tetrasiklin/ Tetracycline 1 3.13 0 0 31 96.87
Vankomisin/ I ancomycin 24 75 7 21.87 1 3.13

*S: Duyatli/ Susceptible; I: Orta seviyede direncli/ Intermediary, R: Direncli/ Resistant

" izolat sayist / number of isolate

YSAD Enterococens izolatlarinin  gentamisin  ve
streptomisin - MIK ~ degerleri  Cizelge 3’de
verilmistir.  Izolatlarn  gentamisin ~ MIK
degerlerinin 16 ile >4096 pg/ml ve streptomisin
MIK  degetlerinin ise 64 ile >4096 upg/mlL
arasinda degistigi belirlenmistir. MIK testi sonucu
YSSD izolatlarinin tamami streptomisine, YSGD
izolatlarinin tamami ise gentamisine direngli
bulunmustur. Ayni zamanda YSSD izolatlarinin
%56’s1n1n gentamisine ve YSGD izolatlarinin ise
%85.71’inin streptomisine karst yuksek seviyede
dirence sahip oldugu belitlenmistir. 32 YSAD
Enterococens izolatinin 18’inin (%56.25) hem YSSD
hem de YSGD olduklart tespit edilmistir. Jackson
vd. (2004b), kiimes hayvanlar1 karkaslarindan
izole ettikleri enterokoklardan, 37 izolatin (% 23)
gentamisine (MIK> 500 pg/mlL), 31 izolatin
streptomisine (% 19) (MIK> 1000 pg/ml)
direncli oldugunu saptamuslardir. Harada vd.
(2004), pili¢ eti 6rneklerinden izole ettikleri 19

susun gentamisin MIK degerlerinin 256-2048
pg/mL arasinda oldugunu bildirmiglerdir. Petsaris
vd. (2005), tavuk kor bagirsak 6rneklerinden izole
ettikleri 90 E. faecium izolatindan 3’tiniin yuksek
gentamisin direncine sahip oldugunu (MIK> 512
pg/mL) bulmuslardir. Diatra vd. (2010), tavuk
diskisi ve kor bagirsak 6rneklerinden izole etikleri
69 enterokok izolatnin MIK  degetlerinin
gentamisin i¢in 128-512 pg/mlL, streptomisin icin
ise 512-2048 ug/ml arasinda  degistigini
belirtmislerdir. Choi ve Woo (2013), Kore’de
yaptiklart calismada 2003 ve 2010 yillar1 arasinda
toplanan perakende pili¢ eti 6rneklerinden izole
edilmis 101 E. faecalis izolattnin 11’inin
gentamisine yiiksek seviyede direng (MIK> 2048
ug/mL) gosterdigini tespit etmiglerdir.
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Gizelge 5. YSAD E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. avium ve E. casseliflavus suglarinin antibiyotik
duyarlilik ve direnclilik yiizdeleri (%o)
Table 5. Antibiotic resistance and susceptibility rates of HLAR E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. avium and E.
casseliflavus isolates (%)

Antibiyotikler E. faecinm E. faecalis E. durans E. avinm E. casseliflavus
Auntibiotics (n": 18) (n: 5) (n: 5) (: 3) (n: 1)
s~ i R S 1 R S i R S 1 R S 1 R
Ampisilin 94.44 0 55 8 0 20 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ampicilin
Doksisiklin 0 556 9444 0 0 100 20 60 20 0 100 0 0 100 0
Doxyeycline
Eritromisin 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 3333 6667 0 0 100
Erytromycin
Kloramfenikol 1111 1111 7778 40 0 60 80 0 20 3333 0 66.67 0 0 100
Chloramphenicol
Gentamisin 55.56 0 4444 20 0 80 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Gentamicin
Levofloksasin 2778 2778 4444 20 40 40 100 0 0 6667 0 3333 100 0 0
Levofloxacin
Linezolid 100 0 0 60 20 20 100 0 0 0 0 100 100 0 0
Linezolid
Minosiklin 0 0 100 0 0 100 20 0 80 0 0 100 0 0 100
Minocycline
Nitrofurantoin 88.88 556 556 100 0 0 20 0 80  66.67 0 3333 100 0 0
Nitrofnantoin
Norfloksasin 1111 6111 2778 0 20 80 80 20 0 6667 0 3333 100 0 0
Norfloxacin
Penisilin G 94.44 0 556 60 0 40 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Penicillin G
Quinupristin/dalfoptistin 1667 7212 1111 0 20 80 0 0 100 3333 3333 3333 100 0 0
Quinupristin/ dalfopristin
Rifampin 16.67 50 3333 60 20 20 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Rifampin
Siprofloksasin 0 50 50 20 0 100 20 8 0 6667 0 3333 100 0 0
Ciprofloxacin
Streptomisin 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0 0
Streptomycin
Teikoplanin 9444 556 0 60 20 20 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Teicoplanin
Tetrasiklin 0 0 00 0 0 100 20 0 80 0 0 00 0 0 100
Tetracycline
Vankomisin 6111 38.89 0 80 0 20 100 0 0 100 0 0 00 0 0
Vancomycin
“n: izolat sayist / number of isolate
**S: Duyatli/ Susceptible, I: Orta seviyede direncli/ Intermediary; R: Direncli/ Resistant
y y ¢ 7. ¢
SONUC riskini  beraberinde  getirmektedir.  Calisma
Enterokoklarin antibiyotiklere karst gosterdikleri kapsaminda pilic eti 6rneklerinden YSAD

diren¢ bu bakterilerin patojenitesine katkida
bulunan  faktdtlerin = baginda  gelmektedir.
Antibiyotik direncin yayginlasmast global dtizeyde
endise uyandirmaktadir. Antimikrobiyal ajanlar,
hayvan yetistiriciliginde terapStik ve terapotik
olmayan amaclarla kullanilabilmektedir.
Kommensal ve patojen bakterilerde antibiyotik
direncin artisindaki temel unsurlarin  basinda
klinik 6neme sahip antibiyotiklerin hayvan
yetistiriciliginde bilingsiz ve kontrolstiz olarak
kullanimi gelmektedir. Aminoglikozitler yasami
tehdit eden enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerdir. Bakterilerde yliksek seviyede
aminoglikozit direncinin yayginlagsmasi
enfeksiyonlarin tedavisinde sorunlara yol a¢ma

Enterococcus suslarinin izole edilmesi ve izolatlarin
tamamunin  ¢oklu antibiyotik direng  Szelligi
gostermesi  bu  suslarin  antibiyotik  direng
genlerinin  yayilmasinda  rezervuar  gbrevi
gorebilmesi nedeniyle endise uyandiricidir.

TESEKKUR

Bu calismayr 5010-YL1-17 nolu proje ile maddi
olarak destekleyen Siileyman Demirel Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi'ne
tesekkiir ederiz.

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

YT, calisma konusunu belirlemis ve deneysel
calisma duzenegini planlamistir. MY ve YT
deneysel  calismalari  gerceklestirmistir. MY
makalenin taslagint olusturmus, YT makalenin
son halini almasint  saglamustir. Yazarlar
makalenin son halini okumus ve onaylamustir.
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ABSTRACT

In this study, the drying characteristics and quality properties of electrical (ET) and ultrasound (US) pre-
treated kiwi fruit slices were investigated. Electrical and ultrasound pretreatments were carried out on the
parameters of 100 V- 40 sec. and 35 kHz-30 min respectively. After the pretreatments, the kiwi fruit slices
were dehydrated using a convective dryer at 50°C and 1.5 m/s air flow rate. The effects of these
pretreatments on the drying rate and quality properties (the total phenolic content, vitamin C, pectin
contents, rehydration rate, acidity, and color values) were evaluated. Consequently, the US and ET
pretreatments provided an increase in the drying rate by 18.34% and 21.65% respectively. The combination
of pretreatments (ET+US) increased the drying rate by 35.70%. The ET pretreatment produced minimum
changes in the samples' pectin content and color values, and the US application increased the vitamin C,
rehydration capacity, and acidity.

Keywords: Kiwi fruit, electrical, ultrasound, drying, and quality.

ULTRASONIK VE ELEKTRIKSEL ON ISLEMLERIN KiVi DILIMLERININ
KURUMA VE KALITE OZELLIKLERINE ETKISI

oz

Bu calismada, elektriksel (ET) ve ultrases (US) 6n islemi gérmus kivi dilimlerinin kuruma
karakteristigi ve kalite 6zellikleri arastirilmistir. Elektriksel ve ultrasonik 6n islemler sirastyla, 100V-
40 s ve 35 kHz frekansta 30 dak. parametreleriyle gerceklestirilmistir. On islemlerden sonra kivi
dilimleri, 50 °C'de ve 1.5 m/s hava akis hizinda bir konvektif kurutucu kullanilarak kurutulmustur.
Bu 6n islemlerin kuruma hizt ve kalite 6zelliklerine (toplam fenolik madde, C vitamini, pektin
icerikleri, rehidrasyon hizi, asitlik ve renk degerleri) etkileri degerlendirilmistir. Sonug olarak, US ve
ET 6n islemleri, kurutma hizinda sirastyla %18.34 ve %21.65 artis saglamistir. On islemlerin
kombinasyonu (ET + US) kuruma hizini %35.70 artirmistir. ET 6n islemi, 6rneklerin pektin icerigi
ve renk degerlerinde minimum degisiklik meydana getiritken, US uygulamas: kivi dilimlerinde C
vitamini, rehidrasyon kapasitesi ve asitlik gibi kalite 6zelliklerini artirmustir.

Anahtar kelimeler: Kivi, elektriksel, ultrases, kurutma, kalite
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INTRODUCTION

Drying is one of the oldest method of food
preservation and the most common technique
used in the food industry. Conventional air-drying
allows longer shelf life and smaller space for
storage (Nowacka et al., 2012; Demiray et al.,
2017; Bozkir et al., 2021). However, there is a
large loss of thermal energy and a lengthy drying
time throughout the falling rate period in
convective drying (Wang and Xi, 2005).
Moreover, conventional hot air drying also causes
changes in the physical, chemical, and nutritional
propertties of food such as undesired food flavor,
color decomposition, tough texture, severe
browning, low rehydration rate, vitamin
degradation, and loss of essential amino acids
(Deng and Zhao, 2008; Ricce et al., 2016).

In recent years, some pre-treatment operations
have been performed to enhance the drying rate,
to decrease the initial water content, or to change
the fruit tissue structure (Fernandes and
Rodrigues, 2007). These pre-treatments include
blanching, vacuum, electric pulses, electrical
applications, and power ultrasound (Jambrak et
al., 2007; Fernandes et al., 2008a; Deng and Zhao,
2008; Barba et al., 2015; Cakmak et al., 2016).

Electrical pre-treatment application improves the
cell membrane permeability of fruit tissues and
increases the coefficients of mass transfer
(Bazhal, et al, 2003). Electrical pre-treatment
enables water to transition faster from the cell to
the fruit surface decreasing the time of drying.
The electrical application as a pre-treatment was
applied previously for the drying of carrots and
mushrooms (Baysal et al., 2012; Icier et al., 2013;
CGakmak et al., 2016). Ultrasonic pretreatment is
used for decreasing the moisture content or
altering  the fruit and vegetable tissue
microstructure so that drying becomes faster
(Azoubel et al, 2010). It was reported that
ultrasound pretreatment improves the processes
or products chemically, mechanically, and
physically (Fernandes et al., 2011). The ultrasonic
pretreatment could be applied by immersing of
the fruit in water or in a hypertonic aqueous
solution (Azoubel et al., 2010). Ultrasound as a
pre-treatment was applied for dehydration of

pineapple (Fernandes et al., 2008a), genipap,
banana, jambo, melon, pineapple, papaya
(Fernandes and Rodrigues, 2008), banana
(Azoubel et al, 2010), strawberry (Gamboa-
Santos et al., 2014), garlic (Bozkir et al., 2019), and
carrot (Santacatalina et al, 2012). However,
ultrasound pre-treatment has been investigated
for fruit and vegetable drying, to the best of the
authors’ knowledge, no studies have been
available about applying electrical and ultrasound
pretreatments prior to the drying of kiwi fruit.

Literature studies with kiwi fruit (Acsnidia
chinensis) stated that the stableness of kiwi fruit,
which has a short-life, is lost during storage
because of softening and vitamin loss (Femenia et
al., 2009). In addition, drying of this fruit leads to
a reduction in precious bioactive ingredients
(vitamins, antioxidants, phenolic compounds, and
flavor compounds) and sensory properties (color
and flavor) (Simal et al., 2005; Kaya et al., 2008;
Daric1and Sen, 2011). Consequently, in this study,
the aims were to ecvaluate the influences of
electrical and ultrasound applications on the
conventional air drying of kiwi fruits in terms of
drying rates and quality properties.

MATERIALS AND METHODS

Material

Hayward (Actinidia deliciosa) type kiwi fruits were
supplied from the markets in Izmir, Turkey. The
kiwi fruits were kept at +4°C and 80-90% relative
humidity until processing.

Method

Drying procedure

Electrical pretreatment

The electrical pretreatment (ET) was performed
using a drum type electroplasmolyzator sketched
out with the cooperation of Cermak Machine
(Manisa-Turkey). ET possess two drums with
stainless steel pins and voltage part, which delivers
alternative electric current to the system. The
distance between pins was 2.4 cm, distance
between the drums was 5 cm, and the cycling
speed of cylinders was 25 s per 1 cycle (Baysal et
al,, 2007). The ET was carried out at the
conditions of 20 V-90 s, 40 V-60 s, and 100 V-40
s. After performing the experiments 100V-40 s
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was chosen due to ensuring the shortest drying  thickness of 6 mm (Cakmak et al., 2016). The
time. The ET pretreatment was performed to production scheme for dried fruit is shown in Fig.
whole the kiwi fruits (30°C), and then the kiwi 1.

fruits were washed, peeled and sliced to a

Kiwi fruit

'

Elimination classification and washing

} ' ' !

Drum type
Electroplasmolysis

v v v v

Ultrasound (35 kHz, 30 min.)

Peeling and slicing (6 mm) Drum type

Electroplasmolysis

Peeling and slicing (6
mm)

Peeling and slicing (6 mm) Peeling and slicing (6 mm) Immersion citric acid

v v

Immersion citric acid Immersion citric acid
solution (0.5%, 30 s) solution (0.5%, 30 s)

v v

Drying (50°C) Drying (50°C)
Group ET Group US

solution (0.5%, 30 s)

v v

Ultrasound (35 kHz, 30 min.) Drying (50°C)

v v

Immersion citric acid Group Control

solution (0.5%, 30 s)

v

Drying (50°C)

v

Group ET+US

Figure 1. Dried kiwi fruit slices production scheme
*ET: Electrical pre-treatment, US:Ultrasound pre-treatment, and ET+US:Electrical and ultrasound pre-treatment

Ultrasound pretreatment

The kiwi fruits were washed and peeled. The kiwi
fruit samples were sliced to a 6 mm thickness.
Then, the kiwi fruit to water was set to 1:4 (w/w)
(Sonorex Super Ultrasonic Bath-RK-106, 100%
power: 480 W, 35 kHz and 30°C). The ultrasound
pretreatment was performed for 10, 20, and 30
min at 30°C (Cakmak et al., 2016). The ultrasound
30 min application was decided, and it provided
the shortest drying time.

Convective drying
Before convective drying, a sliced 6 mm sample
was immersed into a citric acid solution (0.5%) for

30 s to reduce the degradation of color. The kiwi
fruit slices placed uniformly on a perforated
aluminum tray (18x27cm) were dried in the tray
dryer (Model UOPS, Armfield Limited, England).
The operating conditions of the dryer were
adjusted as 50°C and 1.5 m s air velocity. In the
drying process, the weights of kiwi fruit slices
were weighed with digital scales (RADWAG
WTC 2000, Radom, Poland) at each 5 min until
moisture content of below 10%. The initial
moisture content of samples were identified as
8110.01 g/100 g (wet basis) using an MOC-63U
Shimadzu infrared moisture detector (AOAC,
1990).
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Drying rate

To collect data the drying process, the weight of
the dry matter (d.m.) of kiwi fruits was detected
(Wy), and the weight of the wet solid (W) was
defined at different times (t):

X, = % (ke HO/kg d.m.) 1)

X: free moisture content (kg H2O/kg d.m.) was
computed for every value of Xt for the constant
drying and Xe: equilibrium moisture content (kg
H>O/kg d.m.) was determined.

X=X —Xe )
The drying rate of kiwi fruit slices (R) was
calculated using equation (3),

W, dx
R=—(3) (%) ®
where A is the surface field of drying process (m?)
(Cakmak et al., 2010).
The moisture ratio of kiwi fruit slices (MR) was
computed using equation 4.

MR = 2le @)
M;—M,

where Mt is the moisture content at any time, Mi

is the initial moisture content, and Me is the

equilibrium moisture content (kg HoO/kg d.m.).

The effective moisture diffusivity (Deg) of the

samples was computed using Fick’s laws diffusion

(Eq. 5).

MR = % Z;’{;lﬁexp [—(Zn —1)%n? %t]

®)
where Degr is the effective moisture diffusivity
(m2/s), t is the time (s), and L is the thickness of
kiwi fruit slices. The only first term of equation
(6) was taken into to account, because of long
drying time; it was presented in a logarithmic
form.

In(MR) = In (%) - (2L 1) ©)

The effective diffusion coefficients of samples
(slope) was computed by plotting In (MR) versus
drying time using equation (7) (Demiray et al.,
2017; Tekgiil and Caligkan Kog, 2020).

Desr

— 2 Derr
slope = m e )

Methods of Analyses

The quality characteristics were investigated using
physical and chemical analyses. Samples were
analyzed to determine the following:

The moisture content was determined using 5 g
sliced kiwi fruit samples and analyzing them with
an infrared moisture detector at 105°C, 1 h
(Shimadzu MOC-63U). The total acidity was
measured using the potentiometric titration of the
acidity by placing 10 g of a sample into 90 mL of
deionized water. After filtration, the 10 g filtrate
was taken to titration, with a solution of 0.1 N
NaOH (Merck, Darmstadt, Germany) up to a pH
8.1. The result is given as g /100 g dry matter
(d.m.) when referencing the citric acid (AOAC,
1995). The pH values were identified with a pH-
meter (WIW InoLab, Weilheim, Germany)
(AOAC, 1995). The water activity of samples was
detected using the water activity detector Testo
AG 400 (Germany). The total phenolic content of
samples was determined using the method of
Folin-Ciocalteau (Franke et al., 2004). The
amount of total phenolic content in the samples
expressed as milligrams of gallic acid (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis) equivalents (GAE) per
gram of dry basis. The ascorbic acid content of
samples was determined with the
spectrophotometric  (Varian Cary 50 Scan
spectrophotometer) method (Hisil 2004). For
standart curve the oxalic acid (Merck) solution
(4%, a dye solution (2,6-dichloroindophenol) and
ascorbic acid (Riedel de Haen, Hannover,
Germany) solution using a series of different
concentrations were prepared and the absorbance
at a wavelength of 518 nm against a standard
showing the concentration of vitamin C curve was
obtained 10g sample and 90 mL of stabilizer
solution was mixed and then filtered with filter
paper (Whatman No.1). Two separate test tubes
containing 1 mL of sample and 9 mL of distilled
water which is blank and 1 mL of sample and
9mL of dye solution were prepared. The
concentration was determined from the standard
curve versus the absorbance value by multiplying
by 10 for calculating the amount of ascorbic acid
in the 100 g sample and expressed as mg/100 g
d.m.
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The rehydration capacity of dried kiwi fruit
samples was determined in accordance with Cui
et al. (2008) and Cakmak et al. (2016). The
rehydration ratio was computed using equation 8.

Weight rehydrated sample (g)

®)
Bulk density of samples was computed using
equation (9) and the volume of 2 g dried sample
measured using a graduated cylinder (Goula and
Adamopoulos, 2005).

Rehydration ratio =
y Weight dry sample (g)

Poulk = 5 (g/ml) ©)

Pectin content was investigated according to
Anon (1968). The method is based on the
extraction of pectin with ethanol after
centrifugation; the precipated part was treated
with NaOH and completed to 100 mL with
deionized water. After filtration, samples were
prepared with carbazol and ethanol. Six milliliters
of sulfiric acid were added to both samples then
they were placed in a water bath for 5 min. Then
absorbans values were taken at 525 nm with
Varian Cary 50 Scan (Australia)
spectrophotometre and pectin contents were

calcuated with the calibration curve, which was
made by using gallactronic acid anhydrate
standards. Results were expressed as mg
gallactronic acid anhydrate (GA-AH)/100 g dry
matter. The Color values (L*, a*, and b*) of
samples were detected with a Hunter Lab Color
CX1633 (Flex, Management Company).

Statistical analysis

Statistical analysis was analyzed using SPSS 20
(SPSS Inc., USA. The one-way analysis of
variance (ANOVA) and Duncan’s multiple range
test (P<0.05) was performed to determine the
difference between the pretreatment groups. The
drying experiments were repeated three times,
and all measurements were triplicated.

RESULTS AND DISCUSSION
Effects of pretreatments on the
characteristics

The dimensionless moisture content (MR) versus
drying time was shown in Fig. 2. The MR of the
samples reduced exponentially with drying time.
The results agreed with the previous studies about

varied materials when dried (Gogus and Maskan,
2001; Kadi and Hamlat, 2002).

drying
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Figure 2. The dimensionless moisture content in the untreated and the pretreated kiwi slices during

Time (h)

drying (0Control, OET, AUS, oET+US).

*ET: Electrical pre-treatment, US:Ultrasound pre-treatment, and ET+US:Electrical and ultrasound pre-treatment

In figure 3 the changes in the moisture contents
of samples due to time were given. The kiwi fruit
slices' moisture contents were about 4.26 kg
H,O/kg d.m. for the control and ET and 4.66 kg

H>O/kg dm. for US and US+ET groups,
respectively. The ultrasound pre-treatment
increased the initial moisture content of samples
in the US and US+ET groups. Similarly, the
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ultrasound pretreated apple slices at a frequency
of 35 kHz for 30 min increased the moisture
content from 5.6 H,O/kg d.m. to 7.5 HxO/kg
d.m. (Fijalkowska et al., 2016). Moreover, it was
reported that the ultrasound-pretreated banana
prior to drying created an increasing the moisture
content (Fernandes and Rodrigues, 2007;
Azoubel et al, 2010). The ultrasound pre-
treatment created a rapid compression and
expansion of the food cells. This phenomenon is
called the sponge effect (Mulet et al., 2003; Miano
et al., 2016; Ricce et al.,, 2016). The US and ET
pre-treatments  decreased the drying time
compared to the control samples. The time was
8.25 h in the control group but in the ET
pretreated samples 6.17 hours was sufficient for
drying. Decrease of the drying time after electrical
pre-treatment was explained due to the
electroporation and thermal breakdown of the
membranes (Wang and Sastry, 2002). In the US
group this time falls to 5.25 hours, whereas, in the

5.0

4.5

group of combined pretreatments the samples
dried within 4.42 hours. The ultrasound pre-
treatment reduced the drying time compared to
the control. Similar results were reported that
ultrasound decreased the drying time of
pineapples by over 1 hour of air-drying time
(Fernandes et al., 2008a). It was reported that
mass transfer was affected with the break down
the cell organelles before causing in the cell wall
disruption (Rojas et al., 2016).

Similar results were found in accordance with
former researches it was detected ultrasound
pretreatment reduced the drying time 5 - 40% for
banana (Fernandes and Rodrigues, 2007; Azoubel
et al., 2010), 36% for pineapple (Fernandes et al.,
2008a), 28% for melon (Fernandes et al., 2008b),
16% for papaya (Fernandes et al. 2008c), and 17%
for apple (Fijalkowska et al., 2016).

—
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Figure 3. Drying curves for the sliced kiwi fruit (0Control, OET, AUS, oET+US).
*ET: Electrical pre-treatment, US:Ultrasound pre-treatment, and ET+US:Electrical and ultrasound pre-treatment

In figure 4 the drying rates changing with the
moisture content were given. The constant rate
period did not exist so drying occurred at a falling
rate period. The drying rate of samples reduced as
the moisture content declined. Similar to this
study, the drying kinetics exhibited only a falling
rate period in the research of Simal et al. (2005).
The drying rates were found as 0.713 kg
H,O/h.m? in the control group; 0.844 kg

H>O/h.m?in the ET group, 0.867 kg HoO/h.m?
in the US and 0.968 kg HO/h.m? in the
combined group. The drying rate increased in the
ET, US, US+ET groups to 18.34, 21.65, and
35.70%, respectively, compared to the control
group. Similar to these results, It was determined
that the drying rate of the electrical and
ultrasound pretreated mushroom slices increased
about 37.10% compared to untreated group
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(Gakmak et al, 2016). The drying rate of the
ultrasound pretreated apple cubes (30 min)
resulted in a higher value (0.052 kg/kg d.b. min)
than the group with untreated group (0.042 kg/kg
d.b. min) (Nowacka et al., 2012). Similatly, the
increase of the drying rate for the ultrasound pre-
treatment samples was observed in carrot slices,
apples and, scallop (Ricce et al., 2016; Magalhaesa
et al., 2017; Bai et al., 2017). It was found that
high-intensity ultrasound increased the drying rate
of persimmon at the lowest air velocities (0.5, 1,
2,and 4 m/s) (Cétcel et al., 2007). The ultrasound

was effective on heat sensitive fruits, such as
strawberry, for improving the drying rate (Garcia-
Noguera et al., 2010; Gamboa-Santos et al., 2014).
In addition, for the other types of drying
applications, sonication was also preferred
because the ultrasonic treatment enhanced the
dehydration rate and reduced the time required
for the microwave freeze drying of sea cucumbers
(Duan et al., 2008) and the ultrasonic application
during atmospheric freeze drying of carrot
provided a decrease of drying time by 60%
(Santacatalina et al., 2012).

16 -,
a o a a
14 st Ao‘ s ° 2
: w B aoesceg o
% o goradem)E nett 0,
,T':‘; 12 o o °gﬁ ouM a A o
a af
S I T .
< o0& a o
Lo pad 2.0 .
2Rt
e #2o0, $o%0
o 0.8 o @MY, oo
g Bp ad
g 50"' N °o°°°
06 o°°.u‘“1" ot
o A %
uh@&'-“nﬁ“f
0.4 2R 5°
B
P
V8
CY
02 | 2548
a
28
T
00 Laf
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

Moisture content (kg H,O/kg dry matter)

Figure 4. Drying rate versus the moisture content for sliced kiwi fruit (0Control, ET, AUS,
oET+US).
*ET: Electrical pre-treatment, US: Ultrasound pre-treatment, and ET+US:Electrical and ultrasound pre-treatment

The moisture transfer during the drying of kiwi
fruit slices were computed using Fick’s laws
diffusion model. The effective moisture
diffusivity (D) of the samples wete found to be
as 6.085, 7.303, 9.128, and, 10.954 X 10710 m2s~!
for the control, ET, US, and ET+US respectively.
It was reported that the effective moisture
diffusivity of hot air-dried kiwi fruit slices (30 —
90°C) varied between 3.00 and 17.21 X 10-10m?2s-
1 (Simal et al, 2005). Nowacka et al. (2012)
reported that the effective moisture diffusivity of
ultrasound pretreated apple cubes (30 min) prior
to hot air drying (70°C, 1.5 m/s) raised (2.168 X
107 m? s7!) when compared to untreated group

(1.829 X 1072 m?s~1). Similarly, Fijalkowska et al.
(2016) reported that the effective diffusivity
coefficient of ultrasound pretreated apple slices
prior to hot air-drying (70°C, 2 m/s) resulted in a
higher value than the untreated sample. In
another study, the effective moisture diffusivity of
the kiwi fruit slices in drying after the application
of the ultrasound pretreatment increased parallel
with the treatment time when the thickness was 6
mm. They also emphasized that the thickness of
6 mm was more effective than the thickness of 8
mm. It was stated that increases in the value of
diffusivity had a great significance during the
drying stage (Toosi et al., 2011). Kek et al. (2013)
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who studied the osmotic dehydration of guava
slices via indirect sonication using an ultrasonic
bath system and direct sonication using an
ultrasonic probe system found that applying
ultrasound pre-osmotic treatment in 70°Brix
before the hot air drying, decreased the drying
time by 33%, and increased the effective
diffusivity by 35%.

Effects of pretreatments on the quality
parameters

The final moisture content was below 10 g
water/100 g dry matter. There were no significant
difference among the moisture contents of the
pretreated groups (p>0.05). However, the
moisture content of the control groups were
significantly different from the ET and the US
(P<0.05). The acidity was found highest in the US
group and lowest in the combination group. It
could be said that ultrasound pretreated was more
effective for cell degradation than ET in terms of
releasing the compounds, but after the drying
process the acidic compounds diminished. The

difference between the pretreated and control
groups were statistically significant (P< 0.05) as
shown in the Table 1. After the drying process
total acidity of sample reduced so, the pH values
increased. In the control group this value was
3.48, in US+ET group the value was found as
3.63. Castaldo et al. (1992) found that the pH
values of kiwi puree samples changes between
3.11 - 3.47. Femenia et al. (2009) found the pH
values of kiwi fruit between 4.0 = 0.3- 5.3 £ 0.5
for unripe, half-ripe, and ripe fruits.

The water activities of the samples were also
shown in the Table 1. In the US pretreated group,
the water activity was found higher than the other
groups. This was because of the high moisture
content of this group. The difference between the
pretreated and untreated samples was found
statistically significant (P<0.05). Kek et al. (2013)
identified the water activity of hot-air dried guava
as 0.48 whereas the sonicated samples had higher
values (0.53 — 0.61).

Table 1. Some quality characteristics of dried kiwi slices

_
£ 2 g
on = —~ QL
g8 = & £ ~ E g £ g &
8 g &0 0 E o g O3 - R gs
- S .- £ £ E =z 5%
g N £ G g g £8 £ Z T
< =R o 5} S &0 oo o] 15} g <
%] % & RS = < g = > ae] o 4.:
3 s < B o= g .{:‘U v 3]
S 5 2 = & o = ~ QO
Y 2 3 2 o0
5 F &
K
Control 7.210£0.11b 3.527£0.012> 3.485+0.005¢ 0.4961+0.0014d 4.888+0.0372 41.417£0.211>  3.098£0.003¢ 0.4141+0.0012  8.104£0.1344
ET 7.715%0.3652 3.24610.013¢  3.597+0.006> 0.528%0.001b 4.57620.055¢ 47.647£1.1652 3.190+0.001¢ 0.281£0.017¢  9.535%.355¢
UsS 7.775%£0.2152 3.717£0.1012  3.4451+0.005¢ 0.543%0.001= 4.700£0.063b 48.992+1.1452  3.4521+0.001 0.305+0.005> 10.851+0.153b
ET+US  7.405+0.195%  3.15440.026¢ 3.63520.0052 0.502£0.003¢ 4.468%0.0604 30.154£0.829¢  3.490£0.0022 0.243+0.013¢  13.699£0.1702

Different letters (* to 9) within columns represent significant difference at the level of P<0.05.
*ET: Electrical pre-treatment, US:Ultrasound pre-treatment, and ET+US:Electrical and ultrasound pre-treatment

The effect of the applications on the total
phenolic contents of the ET, US and, ET+US
groups were detected statistically significant
(P<0.05). The US pretreated samples had the
higher total phenolic content than ET and
ET+US groups. Park et al. (2014) found the total
polyphenols of Hayward type kiwi fruit as 4.48 +

0.44 (mg GAE/g). For the kiwi fruit, the
phenolics were found as 5.621+0.65 mg GAE/¢g
d.m., and the flavonoids were found as 1.68 £ 0.1
mg catechin equivalent/g d.m. (Gorinstein et al.,
2009). Due to these phenolic compounds in
different cultivars the antioxidant contents of the
kiwi fruits were found between 1.61 = 0.15 to 42.1
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41+ 432 mg GAE/g d.m. (Park et al., 2014). It was
noticed that the total phenolic content of the
dried kiwi fruit slices using hot air (40 — 60°C)
between 500 and 958.70 mg gallic acid/100g d.m.
(Chin et al,, 2015). Similarly, to these results
Opalic et al. (2009) reported that the ultrasound
pre-treatment of dried apple causes a decrease in
the total phenol content. The loss in the phenolics
and anthocyanins was explained with the cell
rupture surface after cavitation in the ultrasound
treatments (Stojanovic and Silva, 2007). In
contrast to this study, the total phenolics content
of hot air dried apple slices decreased with
temperature, but at high air velocity, the
retardation of thermal degradation occurred
(Vega-Galvez et al., 2012).

In Table 1, the vitamin C contents of kiwi fruit
slices were given as mg/100g d.m. The vitamin C
content of US pretreatment group was raised by
18% in comparison with untreated group.
However, in the combined ET+US group the
vitamin C loss was found as 17.5%. The
difference was statistically significant in all groups
compared to the untreated groups (P<0.05).
However, the difference between the US and ET
groups were not statistically significant (p>0.05).
Indeed, ascorbic acid which is known as being
sensitive to heat, light, and processes, the loss was
an expected result, but, the pretreatments
minimized the losses. In contrast to this study,
decreases in the I-ascotbic acid after sonication
were determined in a previous study (Lee et al.,
2005). Kaya et al. (2010) determined that the
vitamin C of dried kiwi slices using hot air (35, 45,
55, and 65°C and velocities at 0.3, 0.6 and 0.9 m
s7!) ranged between 27.47 and 117.65 vitamin C
mg/100 ¢ of kiwi fruit. Caligkan et al. (2015)
reported that the vitamin C of freeze dried kiwi
fruit was found as 40.95 - 54.97 mg/100 g.

The rehydration capacity was effective on the
continuity, and sensory quality (Erbay et al.,
2009). In Table 1, the rehydration capacities were
given for the samples. The ET+US group was
found as the group that had the higher capacity.
This showed that, electrical and ultrasound
assisted drying produced only minimal damage to
the product. The rehydration capacity was found

higher in the US assisted atmospheric freeze
drying than atmospheric freeze drying of carrot
(Santacatalina et al., 2012). The rehydration ratio
changed with air velocity and temperature
indicating tissue damage due to applications in the
apple slices (Vega-Galvez et al, 2012). The
maximum bulk density was determined in the
control group and the minimum in the
combination group. It was determined that there
was a significant difference among the bulk
densities of all the samples (P<0.05).

In all the pretreated samples when compared to
the control group due to the cell degradation the
total pectin contents increased and it was found
statistically significant (P<0.05). Femenia et al.
(2009) investigated the pectin contents of air dried
kiwi fruits at different ripening stages. They
mentioned that the degree of methyl-
esterification of pectin changes with ripening and
methylated pectin  was more resistant to
degradation and solubilization because of the heat
effect.

L*, a*, and b* values samples were measured and
shown in the Table 2. It was found that the
maximum and minimum lightness values were the
ET and ET+US groups respectively. The
difference was not statistically significant in the
US when compared to the untreated group
(»>0.05). Similar results were found in previous
studies such as the ultrasound pretreatment
applied green peas and potatoes had no effect on
the color of plant tissue compared to the control
samples (Bantle and Eikevik, 2011; Schdssler et
al., 2012). It was found that the difference
between a* value of all groups was determined
statistically ~ significant ~ (P<0.05).  Similarly,
Fijalkowska et al. (2010) reported that the a* value
of the ultrasound pretreated apple slices before
hot air-drying increased more than that of the
untreated sample group. It has been determined
that the b* values decreased after pre-treatments.
The changes in the b* values were found
significant (P< 0.05). Kek et al. (2013) who
studied the hot air drying of guava slices found
that the ultrasound pre-osmotic treatment
decreased the total color change by 38%. They
also indicated that ultrasound before air drying
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caused a decrease in the a*, and increase in the b*
values. Vega-Galvez et al. (2012) indicated that
the color difference showed the best results at
80°C for the drying of apples. In parallel with our
results, the values of the browning index showed
that hot air drying caused more brown
compounds in the kiwi fruit (Mohammadi et al.,
2008). After air the drying of kiwi fruit, the L* and

b* reduced, and the a* value increased during
drying (Maskan, 2001). It was previously
explained by Pingret et al. (2013) that ultrasound
causes color changes due to the degradation of
pigments and browning reactions in the fruits and
fruit products.

Table 2. Color properties of dried kiwifruit samples

Samples L* a* b*

CONTROL 44.94£0.04> -9.24£0.022 31.8350.09¢
ET 47.51%0.08¢ -6.95+0.024 24.9610.03¢
us 46.24£0.12+ -7.87£0.03¢ 28.44£0.01>
ET+US 38.1241.53¢ -8.83+0.05b 23.34%0.074

Different letters (* to ) within columns represent significant difference at the level of P<0.05.
*ET: Electrical pre-treatment, US:Ultrasound pre-treatment, and ET+US:Electrical and ultrasound pre-treatment

CONCLUSION

The drying rate increased by 18.34, 21.65, and
35.70% with the applications of ET, US, and a
combination of them, respectively, when
compared to the control samples. While the mass
transfer and diffusivity increased, the drying time
of the kiwi slices decreased due to cell
degradation. It was found that the ultrasound
pretreatments protected the quality characteristics
of the samples such as total phenolic content,
rehydration capacity, and acidity better than the
other applications. Losses in the a* values of the
kiwi samples were due to the oxidation and
browning reactions and were found to be
minimized in the ET pretreated samples. The bulk
density values were found lower in the pretreated
groups compared to the control samples due to
the shrinkage after quick drying. The results show
that ET, US, and also the combination of them
improves the drying quality and also the chemical
and physical properties of kiwi fruit slices. In
further studies, this subject could be evaluated for
the sensory quality of the fruits and vegetables.
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oz

Meyve ve sebzelerin geleneksel yontemler ile kurutulmasinda, uygulanan kurutma sicakhiginin ve stiresinin
derecesi nihai tiriintin kalite ve maliyetine énemli derecede etkide bulunmaktadir. Uygulanan yiiksek sicaklik
ve uzun kuruma siireleri genellikle istenmeyen degisimleri tetikleyerek, tirtintn kalite 6gelerinde azalmalara
yol agmakta ve enetji sarfiyatint artirmaktadir. Vurgulu elektrik alan teknigi, kurutmadaki bu olumsuzluklar
azaltma potansiyeline sahip son yillarda ortaya ¢ikan alternatif tekniklerden birisi olarak bilinmektedir. Su ana
kadar yapilan ¢alismalarin bircogunda meyve sebzelerin bu teknik ile kurutulmasinda kalite 6gelerinin daha
fazla korundugu ve enerji sarfiyatinin azaltlabilecegi bildirilmistir. Bu derleme kapsaminda, vurgulu elektrik
alan uygulamasmnin meyve sebzelerin kuruma davranist ve kalite Ozellikleri tzerindeki etkileri
degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Vurgulu elektrik alan, meyveler, sebzeler, kurutma

THE USE OF PULSED ELECTRIC FIELD AS A PRE-TREATMENT FOR
DRYING OF FRUITS AND VEGETABLES

ABSTRACT

In drying of fruits and vegetables using traditional methods, the degree of drying temperature and
time applied significantly affect the quality and cost of the final product. The high temperature and
long drying periods generally trigger unwanted changes, causing a decrease in the quality attributes
of product and an increase in energy expenditure. Pulsed electric field technique is known to be one
of the alternative techniques that has emerged in recent years, which has the potential to reduce these
drawbacks in drying. In most of the studies conducted so far, it has been reported that with this
technique the quality attributes are more protected and the energy consumption can be reduced in
the drying of fruits and vegetables. Within the scope of this review, the effects of pulsed electric field
application on the drying behavior and quality characteristics of fruits and vegetables were evaluated.
Keywords: Pulsed electric field, fruits, vegetables, drying
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Meyve ve sebzelerin kurutulmasinda vurgulu elektrik alan 6n islemi

GIRIS
Meyve ve sebzelerin giniimiizde kullanilan bircok
geleneksel kurutma yontemleri ile

kurutulmasinda, kurutma yOntemine, uygulanan
sicaklik seviyesi ve stresine bagli olarak cesitli
kalite kayiplari ortaya ¢tkmakta, bazen de yitksek
enerji sarfiyatt nedeniyle Urinin maliyetini
yukseltmektedir. Buna karsin tiiketiciler, besin
Ogeleri yiksek oranda korunmus, saglik tizerinde
olumlu etkileri olan ve ekonomik kazanct artiran
kurutulmus gida Urinlerini talep etmektedir.
Bircok calisma (Dziki, 2020; Lammerskitten vd.,
2019; Ostermeier vd., 2020; Radojcin vd., 2021;
Wu vd., 2020; Yu vd., 2018) meyve ve sebzelerin
kurutulmasinda vurgulu elektrik alan (PEF)
tekniginin etkileri oldugunu
gostermektedir. PEF, kurutma islemlerinde kalite
ve enerji kayiplarint azaltmak icin umut verici bir
teknik olarak karsimiza ¢tkmaktadir (KKempkes ve
Simpson, 2018; Llavata vd., 2019; Mousakhani-
ganjeh vd., 2021; Zhang vd., 2020).

olumlu

Yiksek su aktivitesine sahip olan ¢ig meyve ve
sebzeler  mekanik  hasarlara, mikrobiyal
bozulmalara ve cevresel kosullara karst oldukea
duyatlt olmasi nedeniyle bozulmaya elverisli bir
yapidadir. Kurutulmus riinlerde dayamim buyik
Olctde uzaklastirilmast ile
gerceklesmektedir. Belirli bir su aktivitesine kadar
uzaklastirilan su sonrasi mikrobiyal ve enzimatik
aktivite sinirlanmakta, arzu edilmeyen fiziksel ve
kimyasal degisiklikler en aza indirgenerck raf
6mri uzun gida trlnleri elde edilmektedir (Mayor
ve Sereno, 2004). Kurutma sicakligina bagh olarak
su, bitkisel dokudan uzaklasirken cesitli yapisal
engeller ile karsilasmaktadir. Biiyik oranda hiicre
ici bélgede bulunun suyun ¢ikisina éncelikle hiicre
zatlart, sonrasinda hiicre duvart ve katman
kalinlig1 direng géstermektedir (Khan vd., 2018).
Kurutma boyunca hiicre su kaybedip, btztlerek
plazmolize ugramakta ve boylece hiicre zarlarinin
direnci 6nemli oranda azalmaktadir (Ando vd.,
2014; Lewicki ve Pawlak, 2003).

suyun

Meyve ve sebzelerin kurutulmast geleneksel olarak
vakumlu kurutma, giineste kurutma, sicak hava ile
kurutma, dondurarak kurutma, akiskan yatakli
kurutma ve tepsili kurutma gibi yontemler ile
gerceklestirilmektedir. Geleneksel teknikler ile

kurutulan meyve ve sebzelerin cogunlukla 1st
uygulamasina baglt olmast kurutma sirasinda
olusan bazt kalite sorunlarint beraberinde
getirmektedir. Kurutulmus meyve ve sebzeler ile
ilgili baglica kalite problemleri olan renk, doku,
aroma ve besin maddelerini etkileyen degisiklikler
gida Uriinind tiketiciler icin kabul edilemez hale
getirmektedir (Onwude vd., 2017; Sagar ve
Kumar, 2010). Yapilan ¢esitli arastirmalarda
geleneksel yontemlerle kurutulan havug, zencefil,
kivi, elma, altin cilek, nar, mango, portakal,
hiinnap ve domates gibi birgok meyve ve sebzede
fenolik madde ve karotenoid iceriklerinin azaldig
rapor edilmistir (Bozkir, 2020; Demiray ve Tulek,
2017; Ghafoor vd., 2020; Grabowska ve Marcin,
2021; Hamid vd., 2020; Izli vd., 2017a, 2017b;
Nawirska-Olszanska vd., 2017; Sehrawat vd.,
2018; Smith vd., 2018; Wojdyto vd., 2019). Baz
calismalarda sicak havayla kurutulan pancarda,
betanin igeriginin azaldigi belirtilmistir (Kerr ve
Varner, 2020; Liu vd., 2020). Sicak havayla
kurutulan muz, guava, hinnap, yaban mersini,
visne, ¢ilek, kizilctk meyveleri, yesil biber,
dolmalik biber ve brokolide C vitamini kayiplart
rapor edilmistir (Leiton-Ramirez vd., 2020;
Nemzer vd., 2018; Rybak vd., 2020; Szadzifiska
vd., 2017; Takougnadi vd., 2020; Wang vd., 2020;
Xu vd., 2020). Kurutma yéntemleri arasinda 1sil
islem igeren uygulamalarda kirmizi biber, karadut
ve terebinth meyvesinde buyik oranda renk
degisimleri tespit edilmistir (Abbaspour-gilandeh
vd., 2020; Chen vd., 2017; Kog, 2020). Mierzwa
ve Pawlowski (2017) yaptiklart calismada sicak
hava ile kurutulan patatesin gérintsiinde fark
edilebilir  bir deformasyon gézlemlemislerdir.
Sicak hava, mikrodalga ve kizilStesi kurutma
yontemleriyle kurutulan kirmizi biberler duyusal
olarak degerlendirildiginde, panelistler tarafindan
en az tercih edilen 6rneklerin sicak hava ile
kurutulmus oldugu belirtilmistir  (Guclu  vd.,
2021).

Tim bu olumsuz sonuglar neticesinde meyve ve
sebzelerin kuruma 6zelliklerini iyilestirmek icin
geleneksel kurutma teknikleriyle kombine halde
islemi oncesi on islemler
uygulanmaktadir. Cogu 6n islemlerin amact doku
yapisint  bozup, boylece  suyun = ¢ikisint
kolaylastirmaktir. Su  ¢ikisinin  kolaylagsmasi,

kurutma
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kurumanin daha disik sicaklik ve kisa siire
kullanilmana imkan tantyarak, beraberinde ortaya
ctkan  kalite kayiplarini  azaltmaktadir.  Son
zamanlarda bitki hiicre zarlarinin gecirgenligini
artirarak meyve ve sebzelerin  kurutulmasini
kolaylastiran aynit zamanda Uriin kalitesinin
koruyan ve 1sisal olmayan PEF 6n islemi dikkat
¢cekmektedir (Huang vd., 2019; Sagar ve Kumar,
2010). PEF destekli kurutma, daha kisa kuruma
stresi, dustik enerji tiketimi ve ylksek kalitede
driinler elde edilmesi gibi avantajlari ile 6ne ¢ikan
bir teknoloji olarak bilinmektedir.

Vurgulu Elektrik Alan (PEF) Teknigi
Vurgulu elektrik alan (PEF), elektrotlar arasina
yerlestirilen hiicre sistemlerine kesikli araliklarda
DC (dogru akim) wvoltaj uygulamasidir.
Uygulamanin bilenen en énemli etkisi, elektriksel
alana maruz birakdan hiicrede 6nemli bir 1st
artisina yol agmadan hiicre zarlarinda kalici veya
gecici  gbzenekler (porlar) olusturmasidir. Bu
sekilde gézenek olusturma islemi elektroporasyon
veya elektropermeabilizasyon olarak
adlandirilmaktadir. Por olusum mekanizmasi tam
olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen, buna
dair Zimmermann tarafindan (Zimmermann,
1986) sunulan dielektrik parcalanma teorisi en gok
kabul gérenler arasinda yer almaktadir. Bu teoriye
gore, hicre disaridan bir elektrik alana maruz
birakildiginda, dielektrik hiicre zarinin i¢ ve dis
yuzeylerinde zit yUkli iyonlar polarize olarak
transmembran potansiyel (TMP)’in artisina yol
agmaktadir. TMP’indeki artisa paralel iyonlar
hticre zarinda gittikge artan bir basing, sikistirma
kuvveti meydana getirir ve nihayet TMP’1 1 Volt
degerine ulastiginda hiicre zarinda gbzenekler
acilmaya baglamaktadir. Bu kritik seviyenin
tzerinde elektrik alan uygulamasinin stirdiriilmesi
halinde, hucre zarinda kalict mekanik hasar
olugmast tersinir olmayan elektroporasyon, kritik
seviyeye kadar uygulanmasi halinde gézeneklerin
aciip kapanmasi ise tersinir elektroporasyon
olarak adlandirlmaktadir (Kotnik vd., 2019;
Ramaswamy  ve  Ramachandran,  2017;
Zimmermann, 1980).

Gozeneklerin veya elektroporasyonun 6zellikleri
diger bazi sartlardan da etkilenmektedir. Ozellikle,
uygulanan elektrik alan kuvveti, vurgu sekli, vurgu

genisligi, vurgu sayist ve vurgu frekansinin
buytukligt belitleyici olmaktadir. Elektrik alan
kuvvetinin  biytkligi elektroporasyonda en
6nemli bir parametre iken diger -elektriksel
degiskenlerin  etkisi farklilk gbstermektedir.
Vurgu genisligi ve sayisindaki artisin hiicre zarinda
bozunumu  artirdigt  gOsterilitken,  vurgu
frekansinin por olusumu hakkindaki rold tizerine
sonuglar degismektedir (Kanduser ve Miklav¢ic,
2008). En yaygin kullanilan vurgu sekilleri Gstel
azalan ve kare dalga bi¢imidir. Kare dalga seklinin,
ustel azalana goére daha az 1s1 artisina yol agtift
bilinmektedir. Elektriksel parametrelerin yaninda,
hiicrelerin icinde bulundugu sicaklik, elektriksel
iletkenlik ve hiicre buyikligt gibi bazt ortam
Ozelliklerinin  de  elektroporasyon — &zellikleri
lzerine etkileri bulunmaktadir. Ayni sartlarda
elektrik alan parametrelerine maruz birakilan
hipotonik ortamdaki hiicreler, izotonik bir
ortamdan daha dusiik voltajda gecirgen hale
gelmektedir (Rols ve Teissie, 1990). Onemli
oranda lipitlerden olusan hiicre zarn yiiksek
sicakhiga maruz birakildiginda daha akiskan hale
geldiginden, daha diistik elektrik alan siddetinde
gecirgen hale gelmektedir (Kaki vd., 2014; Rols ve
Teissie, 1990). Elektriksel iletkenlik degerinin
artmast, uygulama esnasinda 1s1 artiginr  da
indiiklediginden, hiicre zar deformasyonunda
1s1nin etkisi ayrica ortaya ¢tkmaktadir. Yapilan bazi
calismalarda, ortam elektriksel iletkenlik degeri
azaldikca hiicre parcalanma oranmn  arttifl
gozlemlenmistir (Hilsheger vd., 1981; Silve vd.,
2016). Hiicre buyukligi artttk¢a indiiklenen
membran potansiyeli arttifindan htcre boyutu
biiyitk olan hiicreler kiiciik olan hiicrelere gére
elektrik alanin verdigi hasara daha duyarh hale
gelmektedir (Gaylor vd, 1988). Hiicre zari por
gecirgenligini saglamak icin gerekli olan elektrik
alan kuvveti mikroorganizmalar (htcre boyutu 1-
10 um) i¢in 12-20 kV/cm araliginda iken bitki
htcrelerinde (hiicre boyutu 40-200 pm) 1-2
kV/cm’dir (Soliva-fortuny vd., 2009).

Elektroporasyon — ge¢misten  bu  zamana
biyoteknolojide gen aktariminda bilinen ve
uygulanan bir tekniktir. Bununla beraber, teknigin
bitkisel ~hicrelerin, mikroorganizmalarin = ve
timorlerin inaktivasyonu gibi diger alanlardaki
potansiyeli Uzerine ¢alismalar son yillarda artarak
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devam etmektedir (Ariza-gracia vd., 2020;
Emanuel vd., 2020; Maor vd., 2021; Rubin vd.,
2018; Shabbir vd., 2020; Xu vd., 2018; Zhao vd.,
2021). Meyve ve sebzelerin islenmesi s6z konusu
oldugunda, tersinir olmayan elektroporasyon
tekniginin  Ozellikle kiitle transferini iceren
kurutma ve ekstraksiyon proseslerini kolaylastirict
potansiyeli tizerinde durulmaktadir (Yarmush vd.,
2014). Geleneksel kurutmada hiicre zatlarini
bozundurup, kitle transferini artirmak icin
kurutma sicakligint en az 55-65 °C civarina
cikarmak sart iken, PEF 6n islemi sonrast bu sart
degildir (Eshtiaghi ve Knorr, 2002). Clnkt, PEF
ile hiicre zarlari bozunan dokudan kiitle transferi
daha digsik sicakliklarda da hizlanmakta veya
kututma  daha  dusik  sicakliklarda  da
gerceklestirilebilmektedir. Bundan baska,
herhangi bir PEF uygulamasinin indiikledigi doku
bozunum orani, kuruma prosesini direkt olarak
etkilemektedir. Diger bir deyisle, dokuda bozunan
hiicre sayist ne kadar artarsa, buharlasan su miktart
da  buna  paralel  artmakta,  kuruma
kolaylasmaktadir. Dolayistyla, PEF ile ortaya
¢tkan doku bozunum veya elektroporasyon

seviyesinin  belirlenmesi ~ kuruma  prosesini
degerlendirmede  krittk  bir  6neme  sahip
olmaktadir.

Doku Bozunum Oranin Belirlenmesi

Doku bozunum oranin (Z,) beliflenmesinde
yaygin olarak kullamilan yOntem, dokularin
elektriksel 6zelliklerine dayanmaktadir. Saglam bir
dokunun elektriksel iletkenligi frekans degerine
baglidir. a-frekans bolgesinde (1-100 kHz) htcre
zatlart  yalitkan  Ozelliklerini  biyik — 6lciide
korurken akim (iletkenlik) agirlikli olarak hicre
dis1 bolgedeki iyonlarin ifadesidir. Buna kargin, 8-
frekans bélgesinde (0.1-100 MHz), hiicre zatlari
yalitkan Szelliklerini frekans arttikga kaybetmeye
baslamaktadir (Maxwell-Wagner etkisi), bununla
birlikte hiicre i¢i iyonlar da iletkenlige dahil
olmakta, dolayistyla Sl¢tlen iletkenlik hem htcre
ici hem de hiicre dist iyonlarin bir ifadesi haline
gelmektedir. Saglam dokunun iletkenligi bu
sekilde frekansa bagli iken, hiicreleri tam olarak
bozunmus dokunun iletkenligi farkli davranis
gostermektedir. Bozunmus hiicre zarlari batiyer
Ozelliklerini kaybettiginden ve buna bagh olarak
iyonca zengin hiicre ici igerigin hiicre disina

yaylmasindan, iletkenlik her iki frekans
bélgesinde de sabit kalmaya meyil etmektedir
(Sekil 1). Buna gore, Slciim yeterince yiliksek
frekansta yapildiginda saglam doku ve tam
parcalanmis  doku  elektriksel  iletkenlikleri
birbirine yakin olmaktadir. Hiicreleri saglam,
kismen parcalanmis ve tam parcalanmis bitki
dokusunun frekans artirtmima karst davranislar
asagidaki Sekil 1’de (Knorr ve Angersbach, 1998)
sematize edilmektedir (Foster, 2008).

Bu olgulardan yararlanilarak, herhangi bir islem
(PEF veya diger) sonrasi ortaya ctkan doku
pargalanma orant (Z,)’ nin tahminine yonelik farkls
yontemler gelistirilmistir. En basit yaklasimda, Z,
o-frekans alanindaki elektriksel iletkenligin 8-
frekans alanina oranindan tahmin edilmektedir.
Bundan bagka, Angersbach vd. (1999), dokularin
frekans tepkisini kullanan bir doku par¢alanma
indeksi Z;, tanimlamaktadir.

{ .
i o
p= W (DCI] cm )
af ve 0'li strastyla dustik frekansta (1-5 kHz) islem
g6rmiis ve islem gérmemis (saglam) dokunun, of,
ve oy, ise strastyla yiiksek frekansta (3-50 MHz)
islem gbrmus ve islem gérmemis dokunun
iletkenligidir. Buna gére, saglam doku i¢in Z,=0,
tam parcalanmis doku i¢in Z, =1 olmaktadir.

Bundan baska, a-frekans alanindaki elektriksel
iletkenligi g6z o6ntne alarak 7, tahmini igeren
diger yontemler de gelistirilmistir. Bu yontemlerde
herhangi bir islem (PEF veya diger) sonrasi hasil
olan elektriksel iletkenlik dondurup-¢ézme veya
1s1l islem gibi tam doku patrcalamay: saglayan bir
islemden sonra hasil olan iletkenlige bélunerek, Z;
tahmini yapilmaktadir. Ornegin dokunun su
iceresinde PEF islemine maruz birakildiginda
tanimlanan bir endeks de:
o—0y

7. =

p (Denklem 2)

Omaks—0s

0, OmaksVe Og strastyla islem goéren, tam
parcalanmis numunenin ve dokuyu cevreleyen
suyun elektriksel iletkenligidir. Fincan (2015) ve
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Lebovka vd. (2002) tarafindan tanimlanan diger
bir endeks de:

0—0j

7 =

P ag-0;

(Denklem 3)

o, islem gérmis dokunun o-frekans alanindaki
elektriksel iletkenlik, ‘i’ ve “d” alt indisi ise

sirastyla saglam ve tamamen parcalanmis dokunun
iletkenligini ifade etmektedir. Saglam htcre i¢in
Z,=0, tamamen parcalanmis hiicre icin Zp=1
olmaktadir.

Parcalanmus h Y

hiicre

Hiicreleri
saglam doku

Hiicreleri kismen
parcalanmms doku

Hiicreleri tamamen
parcalanmms doku

\;

Iletkenlik

v A/

log f [Hz]

log f [Hz]

log f [Hz]

Sekil 1. Hucreleri saglam, kismen parcalanmis ve tam parcalanmis bitki dokusunun 1 kHz-50 MHz
6lciim frekanst araliginda tipik frekans-iletkenlik spektrumlart (Knorr ve Angersbach, 1998)

PEF On Islemi ile Kurutma

Saglam bitkisel dokuda %90’a varan oranlarda
bulunan su, hiicre i¢ci bélgede hiicre zarlar
tarafindan  hapsedilmekte ve disartya ctkist
engellenmektedir. Destek gorevi tstlenen htcre
duvart da su cikisina engel teskil eden bir bariyer
olmasina ragmen, su cikisina diren¢ gosteren
temel bariyer hiicre zaridir. Iste PEF ile kurutma
prosesinin iyilestirilmesi potansiyeli temelde
PEF’in hiicre zarlarindaki bozunum etkisine
dayanmaktadir. Bununla birlikte, PEF’in bu
etkisinin kurutma sicakligimnin 55 °C altindaki

sicakliklarda gergeklestirildiginde daha gegerli
oldugu g6z ardi edilmemelidir. Bu sicaklik seviyesi
tizerinde htcre zatrlari 1s1 etkisiyle bozunmaya
(plazmoliz) basladiklarindan, PEF ile dnceden
hicre  bozunumu  Onemini  kaybetmeye
baslamaktadir (Eshtiaghi ve Knorr, 2002). Diger
taraftan, 55 °C  altundaki  sicakliklarda
gerceklestirilen kurutma prosesinde, bozunan
hiicre zarlart  suyun ctkisina  izin  vererek,
kurutmanin hizlanmasina yol agmaktadir. Buna
ornek olarak Alam vd. (2018) yaptigt calisma
incelendiginde, 50 °C’de sicak hava ile kurutulan
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havuclarda PEF 6n islemi kuruma stiresini %13
azaltirken, 70 °C’de kurutulan 6rneklerde kuruma
siresinde bir azalma gézlenmemistir. PEF’in
dustik sicakliklarda kisa stiren kurutmaya elveren
bu potansiyeli yapilan bazi 6n ¢alismalarda ele
alinmis, istenmeyen bircok reaksiyonlari azalttigt
ve ckonomik acidan maliyeti digtrdigu
gosterilmistir. PEF’in tim bu olumlu yanlarina
ragmen, meyve ve sebzelerdeki kurutma rold

yeterince aydinlatdmamistir. Su ana kadar yapilan
calismalarda, bazt meyve ve  sebzelerin
elektroporasyonunda farklh PEF parametreleri
kullantlmis  bunun yant stra farkli kurutma
sicakliklart  denenmistir.  Cesitli meyve ve
sebzelerin  PEF  yardimli  kurutma isleminde
kullanilan deneysel sartlatin ve bulgulatin bir 6zeti
Cizelge 1’de gosterilmektedir.

Cizelge 1. Farkli calismalardan PEF destekli meyve-sebze kurutulmasinin bir 6zeti

Ornek  PEF Islem Kosullart FEtkileri Referanslar
Sogan  Ustel azalan monopolar vurgu, 45 °C kuruma sicakhiginda 1.07 kV/cm elektrik  (Ostermeier vd.,
0.36-1.07 kV/cm elektrik alan  alan kuvveti ve 4 kJ/kg spesifik enetji girisinde  2018)

kuvveti, 40 pus vurgu genigligi, 2 kuruma stiresinde %30 dusts gozlenmistir.
Hz frekans Elektrik alan kuvvetinin artmastyla Dbirlikte
hiicre pargalanma orani da artmustir. 1.07
kV/cm  elektrik alan  kuvvetinde hiicre
parcalanma orant  Z,= 0.47£0.07 olarak
bulunmustut.
Erik Unipolar kare dalga vurgu, 1,2  En yiiksek hiicre par¢alanma oram (Z,= 0.572) (Rahaman vd,,
ve 3 kV/ecm elektrik alan  ve nem diflizyon katsayist (0.27x10° m?/s’den 2019)
kuvvet, 30 vutgu 16.47x10° m?2/s’ye) 3 kV/cm elektrik alan
kuvvetinde  gbzlenmigtir. ~ Yitksek  hiicre
parcalanmast kuruma oranini artirmus, kuruma
stresini kisaltmistir.
Elma Monopolat  yakin-dikdértgen Proses degiskenleri 1.25 kV/cm elektrik alan  (Chauhan  vd.,
vurgu, 0.66-2.34 kV/cm, 8-92  kuvved, 50 vurgu sayist ve 80 °C islem 2018)
vurgu, vurgular arast 25 ps sicakliginda  optimize  edilmistir. ~ Hiicre
parcalanma  oramt  Zp=  0.90  olarak
bulunmustur.
Elma Monopolar dikdortgen  PEF islemi, kuruma siiresini 0.86 sa azaltmistir.  (Wu ve Zhang,
seklinde vurgu, 1-2 kV/cm, Enetji tiketimi 1.5 kV/em’de 35 wvurgu 2019)
vurgular arast 900 ms, 10-60 sayisinda %24.74 azalmustir. Etkin diftzyon
vurgu, vurgu genisligi 90 ps katsayist 2.40x108 m?/s ‘den 3.10x10-% m?/s’ye
yukselmistir.
Kayist  0.625ve 1.25 kV/cm, 30 ve 60  Elektrik alan kuvveti 0.625°den 1.25 kV/cm’ye  (Huang vd.,
s, 100 Hz, vurgu genisligi 20 us ~ ve islem siiresi 30 s’den 60 s ‘ye ¢tkmast sonucu  2019)
kuruma oraninda artis gérilmustir.
Nane 0.147, 0294 ve 143 kV/ecm 1.43kV/cm, 0.2 vurgu genisliginde ve (Aldemir, 2019)

elektrik alan kuvveti, 2, 10, 100
ve 0.2 ms vurgu genisligi, 1, 5,
ve 10 s vurgu araligi, 10-1485
araliginda vurgu sayist

0.294kV/cm, 100 ms vutgu genisligi sartlarinda
vurgu sayist arttikca kuruma strelerinin kisaldigt
gorilmustir. Yiksek elektrik alaninda (1. 43
kV/cm), 160x2ms, 0.1 Hz ve 10 s vurgu araligi
sartlarinda uygulandiginda htcre parcalanma
orant Zp= 81.30£4.84 olarak bulunmustur.
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Cizelge 1. devam

Ornek  PEF Islem Kosullart FEtkileri Referanslar
Kirmizi 1.0 kV/em  elektrik  alan  PEF ile islem gbrmus 6rneklerin rehidrasyon  (Fauster vd.,,
dolmalik  kyuyveti, 20-200 iistel azalan kapasitesi %50 artmistir. Hiicre pargalanma  2020)

biber vurgu, 143 ps vurgu genisligi, 1 orani 0.6-0.8 arasinda rapor edilmistir.

Hz frekans

Feslegen 65 monopolar karesel vurgu, PEF 6n islemi kuruma siiresini, sicak hava ile  (Telfser ve
650 V/em  elektrik  alan  kurutulan 6rnekte %57, vakum ile kurutulan Galindo, 2019)
kuvveti, 150 ps vurgu siiresi, 6rnekte %33 ve dondurularak kurutulan
vurgular arast 760 ps 6rnekte %25 oraninda azaltmustir.

Patates 600 V/cm elektrik alan PEF islemi, etkin nem difiizyonunu artirarak 6n  (Liu vd., 2018a)
kuvveti, 100 monopolar vurgu  kurutma islemini ve nem kaybinin hizlanmasina
vurgu stresi 100 ps, vurgular yol agmast ile kizartma prosesinin kisalmasini
arast stire 10 ms saglamugtir.

Yaban 2 kV/cm, 2 ps vurgu genisligi, 75, 60 ve 45 °C’lerde vakumla kurutma éncesi  (Yu vd., 2017)

mersini 200 vurgu, 96 ms islem siiresi ~ PEF 6n islemi, kuruma siiresinde sirastyla 6

sa’ten 4 sa’e, 10 sa’ten 7 sa’e ve 70 sa’ten 40 sa’e
disiis gostermistir.

Mango 1.07 kV/cm elekttik alan PEF 6n islemi vakumla kurutulmug orneklerin - (Lammerskitten
kuvveti, monopolar  istel rehidrasyon yetenegini PEF1 ve PEF2 icin  vd., 2020)
azalan vurgu, vurgu stresi 40 sirastyla 3.14’den (islem gérmemis) 3.11% ve
us, vurgular arast 0.5 s, 2 Hz, 2.52%, sicak hava ile kurutulmus 6rneklerin ise
spesifik enerji girisi  PEF1  sirasiyla %2 ve %15 oraninda azaltmustir.

(1k] /kg); PEF2 (3k]/kg)
Ozmotik dehidrasyon ile kombine halde (Tylewicz vd,

Cilek 100 ve 200 V/cm, 10 ps vutgu  kullanilan PEF 6n islemi her iki meyvede de su  2020)

ve kivi  genigligi, 100 Hz frekans, 10 s kaybint %21.6 oraninda artirmustir. Her iki
islem stiresi meyvede de antioksidan kapasite ve aktiviteyi

artirmigtir.

Ispanak 3 kV/cm elektrik alan kuvveti, Kurutma éncesi PEF 6nislemi kuruma stiresini (Yamada  vd.,
1 ps vurgu genisligi, vurgu 1.8 kat kisaltmistur. 2020)
sayist 1, islem stresi 15 dak,

PEF 6n islemi g6érmis cilekler islem (Lammerskitten,

Cilek 1 kV/cm elektrik alan kuvveti, —gormemiglere kiyasla sekli ve hacmi korunmus,  vd., 2020)
vurgular arast 0.5 s (2 Hz) daha yiksek gorsel kalite sergilemistir. Daha
monopolar tistel azalan vurgu, homojen bir kuruma saglanmuistir.
vurgu stresi 40 ps

Kurutma 6ncesi, ozmotik dehidrasyon ve PEF
Goji 0.9-2.8 kV/cm elektrik alan uygulamast (vutgu sayist 750’den  7500°¢  (Dermesonlouo
meyvesi  kuvveti, 1 kHz-1MHz frekans yiikseldikge), su kaybint artirmustir. 2.8 kV/cm,  glou vd., 2018)

araligy, 7500’e

kadar

vurgu  sayist

15 ps vurgu genisligi ve 20 Hz frekans
sartlarinda hiicre parcalanma indeksi (Z;), 750,
1500 ve 7500 vurgu sayilarinda sirastyla 0.13,
0.20 ve 0.38 olarak bulunmustur.
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Cizelge 1. devam

Ornek  PEF Islem Kosullart FEtkileri Referanslar
Safran 2 kV/cm elektrik alan kuvveti, Kurutma 6ncesi PEF 6n iglemi, safran aromast  (Neri vd., 2021)
50 dikdortgen seklinde vurgu, ve renk giiciinde sirasiyla %177 ve %40 artig
20 wps wvurgu genisligi, 1ms gOstermistir.
toplam islem stresi, 50 Hz
frekans
Havu¢ 0.6 kV/cm, monopolar 10 PEF 6n iglemi, 25-90 °C’de kuruma stresini (C. Liu  vd,
vurgu, 100 ps vurgu siresi, %33-55 oraninda azaltmustir. §-karoten kaybi  2020)
vurgular arast 10 ms ve renk degisimi islem g6érmemis Orneklere
kiyasla daha az oldugu géralmistur.
Patates 600 V/cm  elektrik  alan PEF 6n islemi, kuruma stresini %22-27 (Liu vd., 2018b)

kuvveti, 100 monopolar vurgu,
100 ps vurgu siresi, vurgular
arast 10 ms

oraninda azaltmustir.

Ostermeier ve arkadaslart (2018), PEF 6n
isleminin sicak hava ile kurutulan taze sogan
lzerine etkisini incelemislerdir. Sogana farklt PEF
parametreleri (W= 0.2-20.0 k] /kg spesifik enetji,
E= 0.36-1.07 kV/cm) uygulanmis, ardindan 45,
60 ve 75 °C sicakliklarda sicak hava ile
kurutulmustur. Farklt elektrik alan kuvvetlerinde
(0.36 kV/cm, 0.71 kV/cm ve 1.07 kV/cm) ve
degisen spesifik enerjilerde hiicre parcalanma
oranlart incelenmistir. Hiicre parcalanmasi en
fazla, 1.07 kV/cm elektrik alan kuvveti ve 2-16
kJ/kg spesifik enetji girisi araliginda gorilmustir.
1.07 kV/cm elektrik alan kuvvetinde 1, 4 ve 16
kJ/kg spesifik enetji degetlerinde soganin 60
°C’de kuruma davranisi islem gérmemis 6rnekler
ile karstlagtirlmistir. Bunun sonucunda, PEF 6n
islemi gbrmemis sogan 6rneklerinde 300 dakikada
istenilen nem seviyesine ulagirken islem gérmis
numunelerin  kuruma siiresinde azalma tespit
edilmistir. 4 kJ/kg spesifik enetji ile islenen
ornegin  kuruma stiresi 300 dakikadan 236
dakikaya %21.33’lik bir azalma ile en hizli kuruma
saglamistir.  Islem  gérmemis  6rneklerle
kiyaslandiginda PEF 6n islemi ile kuruma stireleri
45, 60 ve 75 °C kurutma sicakliklarinda sirasiyla
%30, %21.4 ve %06.4 oraninda azalmistir.

Rahaman ve arkadaslart (2019), erige uygulanan
PEF 6n islemini kuruma kinetigi, hucre
pargalanmasi, renk ve mikro yapisal o6zellikleri
acisindan incelemislerdir. PEF 6n islemi 1, 2 ve 3
kV/cm elektrik alan siddeti, 30 vurgu sayist ve 10-

90 kJ/kg spesifik enerji girisi olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Ardindan 6rnekler 70 °C’de
sicak hava firininda kurutulmustur. PEF’in hiicre
parcalanmasina etkisi, islem yogunlugunun ve
Ozgil enerji  tiketiminin  artmastyla  artis
gostermistir. 1 kV/cm elektrik alan kuvvetinde
hiicre parcalanmasi 0.147 iken 2 ve 3 kV/cm’de
sirastyla 0.463 ve 0.572ye yiikselmistir. Hiicre
pargalanmasi, kuruma orani ve nem kaybinin
artirmasina yardimct olmustur. Kuruma orani,
PEF yogunlugunun artmastyla birlikte artis
gOstermis, kuruma stresinin  kisalmasina yol
acmustir.  PEF 6n  islemi gérmemis Ornege
(0.27x10 m?2/s) kiyasla nem diftizyon katsayist 1,
2 ve 3 kV/em’de sirasiyyla 11.7x10° m?/s,
12.15x10° m?/s ve 16.47x10° m2/s olarak
artmistir. Elektron mikroskobunda, islem gérmiis
orneklerin hiicre zatlarinda biizilme meydana
geldigi gorulmistir. Kurutma isleminden sonra
islem gérmemis 6rneklere kiyasla PEF 6n islemi
gbrmils 6rneklerin agiklik degeri (L*) yiikselmistir.

Chauhan vd. (2018), elma dilimlerinin kuruma
stresi, enetji girdisi ve hiicre parcalanmasi
tzerinde PEF 6n isleminin elektrik alan kuvveti
(I’den 2 kV/cm’ye), vurgu sayist (25’ten 75%) ve
PEF destekli haslama 6n islemi sirasinda suyun
sicakhiginin ~ (60’dan = 80  °C’ye)  etkisini
degerlendirmistir. Farkli parametrelerde PEF
islemine maruz birakilan elma dilimleri 60 °C’de
12 m/s hava hizinda kurutulmustur. Enetji
girdisinin ~ artmastyla  birlikte  hiicre  zan
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gecirgenliginin artmasina baglt olarak yuksek
oranda hiicre parcalanmast meydana gelmistir.
Zar gecirgenliginin artmast daha fazla suyun
uzaklasmast anlamina geldigi icin  kuruma
stresinde azalma gozlemlenmistir. Uygulanan
elektrik alan kuvveti kuruma hizint 6nemli Slgide
etkilemezken datbe sayist ve ortam sicakligt etkili
olmustur. Bu calisma sonucunda, iyi kalitede
kurutulmus elma elde etmek i¢in deneysel sartlar,
elektrik alan kuvveti 1.25 kV/cm, vurgu sayist 50
ve su sicakligt 80 °C olarak belitlenmistir.

Wu ve Zhang (2019), elma dokusunun
dondurularak kurutma prosesinde PEF 6n
isleminin etkisini incelemislerdir. Elma dokusu 1-
2 kV/cm elektrik alan kuvveti, 10-60 vurgu sayisi,
900 ms vurgu araligi, 90 ps vurgu genisligi
monopolar dikdértgen vurgu olacak sekilde PEF
islemine maruz birakilmistir. On dondurma islemi
-40 °Cde 10 saatte gerceklestirildikten sonra
ornekler 75 °Cde kurutulmustur. Elma
dokusunun kuruma karakteristigi incelendiginde,
islem gérmemis Orneklere kiyasla PEF 6n islemi
gérmis Orneklerin nem degeri 6nemli oranda
azalmustr. Islem gbérmemis Ornek, istenilen nem
degerine 230 dakikada ulasirken PEF ile islem
gérmis  Ornekler 190  dakikada ulasmustur.
Ortalama kuruma stiresi islem gérmemis 6rnekler
icin 7.50 sa iken PEF 6n islemi gérmis 6rnekler
igin 6.64 sa olarak tespit edilmistir. Islem g6rmiis
Orneklerin  enerji  titketimi  %24.74 oraninda
azalmistir. Enerji verimliligi icin en etkili PEF
kogullari, 1.5 kV/cm elektrik alan kuvvetinde 35
vurgu sayst olarak belitlenmistir. PEF sonrasi
meydana gelen elektroporasyon, membran
gecirgenligini  artirmus,  kuruma  prosesini
tyilestirmistir. PEF ile islem gérmemis 6rneklerin
rehidrasyon orani 4.14 iken PEF 6n islemi g6rmiis
(1kV/cm, 60 vurgu sayist) 6rneklerin rehidrasyon
oraninin 7.11 oldugu gérilmistir. Etkin diflizyon
katsaytst (De), 2.40x108% m?2/s’den 3.10x108
m?/s’e  yikselmistit.  Desr,  elektrik  alan
yogunlugunun ve vurgu sayisiin artmasiyla
birlikte hizlanma egilimi géstermistir.

Huang ve arkadaglari (2019), kayisilara farklt
yogunluklarda PEF 6n islemi uygulamis ardindan
oranlarint  karstlagtirmistir.  Kontrol
islem  gormemis, %0.2 NaxSOs ‘e

kuruma
olarak:

daldirdmis islem gérmemis ve 10 dak 80 °C’de

isitdmus ardindan oda  sicakhiginda  9%0.2
NaSO;‘de 1 saat  daldinlmis  Srnekler
kullantlmistir. PEF  islem kosullari, dusuk

yogunluk (0.65 kV/cm, 100 Hz, 20 ps, 30 s islem
suresi), yiksek yogunluk-kisa stre (1.25 kV/cm,
100 Hz, 20 ps, 30 s islem siiresi) ve ylksek
yogunluk-uzun stire (1.25 kV/cm, 100 Hz, 20 ps,
60 s islem siiresi) olarak uygulanmistir. Sonrasinda
sicak hava firininda 45 °C’de 1.0 m/s hava hizinda
kurutulmustur. Elektrik alan kuvveti 0.625” den
1.25 kV/em’ye ve islem siresi 30 s’den 60 s ‘ye
ctkmast sonucu kuruma hizinda artig gérilmistiir.
Isd islem uygulanmis Orneklerin kuruma hiz,
distik yogunluk ve yiiksek yogunluk-kisa siireli
orneklerden daha yiksek, yitksek yogunluk-uzun
streli 6rnekten daha distik bulunmustur.

Fincan ve  Aldemir  (2019), nanenin
kurutulmasinda yiksek ve digik elektrik alan
kuvvetlerinde frekans ve darbe sayisinin etkisini
islem gérmemis ve dondurulup ¢oziindirilmis
ornekler ile kiyaslayarak incelemistir. Yiksek
elektrik alan (1.43 kV/cm, 0.2 vurgu genisligi) ve
dustk elektrik alan (0.294 kV/cm, 100 ms vurgu
genisligi) kuvvetlerinde vurgu sayist arttikea
kuruma strelerinin kisaldig1 gérilmistir. Yitksek
elektrik alan kuvvetinde (1.43 kV/cm, 2 ms vurgu
genisligi) frekansin azalma etkisinin yiiksek vurgu
sayisinda  (99) oOnemli oldugu vurgulanmugtir.
Frekans  degeri azaldikga kuruma  siiresi
kisalmistir. En duastk frekans olan 0.1 Hz’de
kuruma  stresi yaklastk 2.7 saat olarak
kaydedilmistir. Diistk elektrik alan kuvvetinde
(0.147 kV/cm, 100 ms vurgu genigligi) ise
frekansin azalmasinin 6nemli bir etkisi olmamus,
ancak islem gérmemis Orneklere kiyasla kuruma
stresi kisalmistir.

Fauster vd. (2020) yaptigt calismada, kirmizt
dolmalik bibetlerin dondurularak kurutulmasi
sonucu olusan olumsuz fiziksel 6zellikleri
iyilestirmek amactyla PEF 6n islemine (1.0 kV/cm
elektrik alan kuvveti, vurgu genisligi 143 ps, 20-
200 arast vurgu, 1 Hz frekans ve spesifik enetji
girisi  0.7-6.0 kJ/kg olacak sekilde) tabi
tutulmugtur. Sonuglar incelendiginde, spesifik
enerji  girisinin  artmastyla  birlikte  hiicre
parcalanma indeksi %30 artmistir. PEF 6n islemi,
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biberin tekstiirel &zelligi olan sertlik degerini,
islem g6rmemis Ornege kiyasla %061.1-71.1%¢
kadar distirmistir. PEF 6n islemi g6rmis

Orneklerin  rehidrasyon  kapasitesinin, islem
gormemis Orneklere kiyasla ylksek oldugu
belirtilmistir.

Telfser ve Galindo (2019), feslegen yapraklarina
(Ocimum basilicum 1..) uygulanan PEF 6n isleminin
farklt kurutma yontemleri (sicak hava, vakum ve
dondurarak  kurutma)  Uzerine  etkilerini
incelemislerdir. Feslegen yapraklarina, (650 V/cm
elektrik alan siddeti, vurgu siiresi 150 ps, vurgular
aras1 760 us ve 65 monopolar karesel vurgu olacak
sekilde) PEF 6n islemi uygulanmustir. Daha sonra
ayrt ayri 40 °C’de 2 m/s hava hizinda, 14 Pa
vakumlu  ve -45 °Cde  dondurularak
kurutulmustur. Dehidrasyon 6zellikleri PEF 6n
islemi  gbrmemis  Orneklerle  kiyaslanarak
incelendiginde kurutma metotlarinin her birinde
nem difizyonu artmis, kuruma streleri kisalmistir.
Kuruma sireleri islem gérmemis Ornekler ile
kiyaslandiginda, sicak havayla kurutulan 6rnekte
23.5ten 10.8 saate, vakum ile kurutulan 6rnekte
15’ten 10 saate ve dondurularak kurutulan 6rnekte
12°den 9 saate dusmistiir. Yani PEF 6n islemi
kurutma stresini, strastyla %57, %33 ve %25
oraninda azaltmistir. Taze ve kurutulmus feslegen
yapraklarinin  renk Ozellikleri  incelendiginde,
dondurularak kurutulmus Ornekler hari¢ diger
Orneklerin taze yapraklardan daha koyu renkte
oldugu gbrilmistir. Renkte en fazla koyulasma,
PEF 6n islemi ardindan sicak hava ile kurutulan
orneklerde gorilmistir. Feslegen yapraklarinin
yesilligi (a*), sicak hava ile kurutulmus 6rnekler
basta olmak Uzere her bir kurutma yénteminde
o6nemli dl¢ide azalmistir.

Liu ve arkadaglart (2018a), PEF 6n islemi
ardindan sicak hava ile kurutulan patateslerin
kizartilmasi sirasinda nem kaybt ve yag alimu
lzerindeki  etkilerini  incelemislerdir.  Patates
dilimleri 25 mm ¢ap ve 2.5 mm kalinliginda
kesilmis ardindan 600 V/cm elektrik alan kuvveti,
100 monopolar vurgu, vurgu siresi 100 ps ve
vurgular arast 10 ms olacak sekilde PEF
uygulanmustir. Daha sonra 6rnekler, 50 °C’de 2
m/s hava hizinda 500, 1000 ve 2000 s sicak hava
ile kurutulmus ardindan 130 °C’de 600 s

kizartilmustir. Sonuglar incelendiginde, PEF islemi
etkin nem difiizyon katsayisit artirarak  6n
kurutmayr  hizlandirmig,  kizartma  siiresini
kisaltmistir. Kuruma siiresine karst kizartma stresi
incelendiginde, kuruma siiresi 500 s’yi asmast
halinde kizartma stiresi 6nemli 6lctide azalmustir.
Kurutma stresi 500 s tizerinde iken kizartmadan
sonra yag aliminin, islenmemis 6rnek (= 0.47 g/g
DM) ile karsilasturildiginda PEF ile islenmis
orneklerde (0.30 g/¢ DM) daha az oldugu

gorulmustiir.

Yu ve arkadaslart (2017), yaban mersininin sicak
hava ve vakumlu olarak kurutulmasinda 6n islem
olarak uygulanan PEF’in, yaban mersininin
besinsel kalite ve kuruma karakteristigi tizerine
etkisini incelemistir. PEF 6n islemi 2 kV/cm
elektrik alan kuvveti, 2 us vurgu genisligi, saniyede
200 vurgu ve toplam islem siiresi 96 ms olacak
sekilde uygulanmis, ardindan vakumlu ve sicak
hava kurutucuda 45, 60 ve 75 °C sicakliklarda
kurutulmustur. Vakumlu kurutma 6ncesi PEF 6n
islemi, kuruma sitesini 45 °C’de 70 saatten 40
saate, 60 °C’de 10 saatten 7 saate ve 75 °C’de 6
saatten 4 saate kadar dusirmistir. Kuruma
stresinin kisalmast enetji tasarrufuna 6nemli fayda
saglamistir. 45 °C’de sicak hava ile kurutulmus
orneklerde kuruma orani hafif hizlanirken, 60 ve
75 °Clerde 6nemli 6lciide azalma gérilmemistir.
PEF + vakumlu kurutma (75 °C) uygulamasinin,
besinsel kayiplari en aza indirmek ve kuruma
oranini artirmak i¢in uygun oldugu sonucuna
vardmistir.

Lammerskitten ve arkadaslart (2020), mango
dokusuna 1 kJ/kg (PEF1) ve 3 kJ/kg (PEF2)
spesifik enetjiler, 1.07 kV/cm  elektrik alan
kuvveti, monopolar istel azalan vurgu, vurgu
stresi 40 ps, vurgular arast 0.5 s ve 2 Hz frekans
olacak sekilde PEF islemi uygulamis, sonrasinda
vakum ve sicak hava kurutma yéntemi ile 70 °C’de
kurutmustur. Sonuglar incelendiginde, PEF 6n
islemi  rehidrasyon  kapasitesini = vakumlu
kurutmada %21’e, sicak hava kurutmada %16 ‘a
kadar distirmistir. PEF isleminin renk degetleri
tizerine etkisi incelendiginde, PEF1 6n islemi hem
sicak hava hem de vakumlu kurutma isleminde
daha koyu kirmizi ve sar1 renk degeri géstermis
bunun yani sira ylzey parlakhigt dismustir. PEF
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6n islemi gbérmis Orneklerin fenolik madde
icerikleri taze Orneklere kiyasla %70 oraninda
korunmustur.

Tylewicz ve arkadaslari (2020), kivi ve cilek
dokusuna ozmotik dehidrayon (OD) 6ncesi PEF
islemi uygulanmis (100 ve 200 V/cm, 10 ps vurgu
genisligi, 100 Hz frekans ve 10 s islem siiresi),
ardindan %40’lik sakkaroz ve trehaloz ¢ozeltisine
daldirdarak 25 °Cde 120 dak ozmotik
dehidrasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu islem,
200 V/cm  elektrik alan  kuvvetinde cilek
orneklerinin antioksidan kapasitesi ve antioksidan
aktivitesini sirastyla %13.6 ve %11.5 artirmus, 100
V/cm’de kivi Orneklerinin ise sirasiyla %7 ve
%15.6 artirmistir. Renk degerleri incelendiginde,
200 V/cm elektrik alan siddetindeki PEF ve
trehalozlu OD kombinasyonun cilek 6rneklerinin
renginin korunmast i¢in en iyi sartlart sagladigint
rapor etmislerdir.

Dermesonlouoglou vd. (2018), goji meyvesinin
kuruma O6zelliklerini iyilestirmek icin ozmotik
dehidrasyon  (OD) ve PEF 6n islemi
uygulamuglardir. PEF ile 6n islenmis 6rnekler (0.9-
2.8 kV/cm elektrik alan kuvveti, 1 kHz-1MHz
frekans araligl, 7500’e kadar vurgu sayist), 55 °C’de
180 dak OD’u gergeklestirilmistir. Ardindan 60
°Cde 400 dak kurutulmustur. PEF ile islem
gbérmis Ornekler, taze + OD ve dondurulmus
cozindirilmis + OD ile karsdastiridmustir. En
yogun PEF sartinda (2.8 kV/cm ve 7500 vurgu)
hticre pargalanma indeksi (Zp), 0.38 olarak rapor
edilmistir. PEF 6n islemi, kiitle transferini pozitif
olarak etkileyerek kurumayi gelistirmistir.
Yamada ve arkadaglar1 (2020), 1spanaga kurutma
oncesi PEF 6n isleminin kuruma hiz1 Gzerindeki
etkilerini ¢alismislardir. Ispanak dokusuna PEF
islemi uygulanmis, (3 kV/cm elektrik alan kuvveti,
1 ps vurgu genisligi, 1 vurgu saysi, islem stresi 15
dak, toplam enetji girisi 7.1 j/g olacak sekilde)
ardindan 50 °C’de sicak havayla kurutulmustur.
PEF islemi uygulanmis 6rnekler islem gérmemis
ornekler ile karsilastirildiginda kurutma stiresinin
3.5 saatten 2 saate distigi rapor edilmistir. Bu
calismada, kurutma oncesi PEF 6n isleminin
yaprakli sebzelerde kurutma hizim iyilestirildigi
sonucuna varilmistir.

Lammerskitten ve arkadaslart  (2020), cilek
meyvesine PEF uygulamis (1 kV/cm elektrik alan
kuvveti, vurgular arast 0.5 s monopolar istel
azalan vurgu ve vurgu siiresi 40 us olacak sekilde)

ardindan dondurarak kurutmustur. Sonuclar
degerlendirildiginde, PEF islemi sonrasinda

meydana gelen elektroporasyon olayt ile olusan
gozenekler (potlar), islem gérmemis Srnekler ile
kiyaslandiginda dokuda daha biyik ve homojen
bir dagilim saglamistir. Béylece kurutulan cilekler
daha hacimli bir yapt ve gorsel olarak daha iyi bir
kalite  sergilemistir. L* a* b* degerleri
incelendiginde, PEF ile muamele edilmis
dokularin daha iyi bir renk kalitesine sahip oldugu
gorilmustir.

Neri ve arkadaslari (2021), sicak havayla kurutma
Oncesi safranin kalitesi, rengi, tadi, aromast ve
fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestirilmesi tizerine
PEF’in potansiyelini incelemiglerdir.  Safran
dokusuna, PEF 6n islemi uygulanmis (2 kV/cm
elektrik alan kuvveti, 50 dikdértgen seklinde
vurgu, 20 ps vurgu genisligi, 1ms toplam islem
stresi, 50 Hz frekans olacak sekilde) sonra 45
°C’de 120 dak  sicak  hava  kurutma
gerceklestirilmistir. Kurutma islemi safran tat,
aroma ve renginde artislara neden olmus, 6zellikle
PEF 6n islemi sonrast kurutulan o6rneklerin
aromasinda %177, renk glcinde %40 artis
gorilmustir.

Liu ve arkadaglariin (2020) yaptgi calismada,
vakum kurutma 6ncesi PEF 6n isleminin havucun
kalite Ozellikleri tzerindeki etkilerini
incelemislerdir. Havue dilimlerine PEF 6n islemi
uygulanmis (0.6 kV/cm, monopolar 10 vurgu, 100
us vurgu stresi ve vurgular arast 10 ms olacak
sekilde), ardindan 25, 50, 75 ve 90 °C sicakliklarda
olarak  kurutulmustur.  Sonuglar
incelendiginde, sicakligin yikselmesiyle birlikte
toplam kuruma siiresi islem gérmemis ve PEF 6n
islemi gérmus 6rnekler icin sirasiyla 6 saatten 1.5
saate ve 2.7 saatten 1 saate dusmistir. 3-karoten
icerigi ise 25 ve 90 °Clde islem gérmemis
orneklerde, sirastyla 137 mg/100g ve 131
mg/100g iken PEF 6n islemi gormus 6rneklerde
170 mg/100g ve 155 mg/100g olarak rapor
edilmistir.

vakumlu
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Patates dokusuna PEF 6n islemi uygulanmis (600
V/cm  elektrik alan kuvveti, 100 monopolar
vurgu, 100 ps vurgu stresi ve vurgular arasi 10 ms
olacak sekilde) ardindan farkli sicakliklarda (40,
50, 60 ve 70 °C olmak tizere) vakum kurutma
islemi gerceklestirilmistir. Kurutma sicakliginin
artmastyla kuruma siiresi daha da kisalmig, PEF
on isleminin kuruma siresini %22-27 oraninda
azalttid1 tespit edilmistir (Liu vd., 2018b).

PEF Igleminin Potansiyel Olumsuz Yénleri
Giintimiiz itibartyla PEF isleminin gida giivenligi
agisindan riskli olduguna dair bilgilere literatiirde
rastlanilmamaktadir veya sinurlt bilgi sunulmustur.
Bu konuda calismalar daha c¢ok elektrot
yuzeyindeki elektrokimyasal reaksiyonlar, serbest
radikal olusumu ve elektrotun korozyonu
tzerinde odaklanmis durumdadir (Pakhomova
vd., 2012; Zhang vd., 2011). Ortam &zelliklerinin
ve PEF  parametre buytkliklerinin = bu
reaksiyonlarin  olusumda rol oynadigi ifade
edilmistic (Motren vd., 2003). Ornegin, yiiksek
clektriksel iletkenlik ortaminin suyun elektrolizini
artirdig, ortamda kloriiriin bulunmast halinde
toksik klor bilesiginin olustugu rapor edilmigtir
(Hilsheger vd., 1981).

PEFin kurutmada meydana getirebilecegi
olumsuzluklar hakkinda, enzimatik aktivitedeki
degismeler daha 6n planda ortaya citkmaktadir.
Saglam dokuda hiicre ve duvatlarinda tutunan
enzimler, elektroporasyon sonrast substratlarina

oksijen varliginda erisme imkanina
kavusmaktadir. Bu durum &zellikle dustk
sicakliktaki ~ kurutmada, kuruma  slresinin

uzamastyla daha da belirginlesmektedir. PEF ile
muamele edilmis bazt dokularin belirgin  bir
sekilde koyulasmasi, polifenol oksidaz (PPO)
enzimlerinin vakuolden salinan fenolik maddeler
ile reaksiyonuna isaret etmektedir (Grimi vd.,
2010; Janositz vd., 2011). Bundan baska,
elektroporasyon sonrast diger biyoaktif bilesikler
ve renk maddeleri de enzimatik ve oksidatif
bozulmalara actk hale gelmektedir. Yapilan bir
calismada, havug dokusuna uygulanan PEF islemi,
B-karoten zincirinin oksidasyonunu tesvik ederek
toplam karotenoid igerigin azalmasina neden
olmustur (Wiktor vd., 2015).

SONUC

Yapilan calismalara gére PEF uygulamasinin,
meyve ve sebze kurutma prosesinde bir 6n islem
asamast olarak kullamimi 6nemli avantajlar
saglamaktadir. Geleneksel kurutma yontemlerinin
aksine PEF, bitkisel dokulara elektrik alan
uygulamast sonucu hiicre zarinin hasar ile kitle
transferini  artirip,  dokudan  su  cikisit
kolaylastirmaktadir.  Bu  teknik,  kurutma
proseslerinde islem siiresini kisaltarak daha disiik
enetji tiketimi saglamaktadir. PEF ayni zamanda
1s1l olmayan bir teknoloji oldugu icin 1siya duyarlt
hiicre bilesenlerinin termal hasarint minimuma
indirerek besinsel ve fiziksel kaliteyi iyilestirmeye
yardimet olmaktadir. Meyve ve sebzelerde PEF 6n
islemi uygulamast, kurutma sonrasi
degerlendirilen antioksidan aktivite, vitamin,
toplam fenolik madde ve toplam karotenoid icerik
gibi bircok Ozelligin  daha az kaybi ile
sonuclanmistir. PEF 6n isleminin geleneksel
yontemlerin  gidalarda meydana getirdigi  s6z
konusu kayiplart  azaltmasi, yapilan  farklh
calismalarda ortaya konmustur. Elektroporasyon
olayt ile hiicre zarinda olusan gézeneklerin, 55
°Cnin Ustindeki kurutma sicakliklarinda hiicre
zarinin erimesi sonucu 6nemi kalmamakla birlikte
ek bir maliyete sebep olmast da vurgulanmasi
gereken ayri bir konudur. Bu derlemede, cesitli
meyve ve sebzelere kurutma 6ncesi uygulanan
PEF 6n isleminin etkileri degetlendirildiginde
gidanin renk 6zellikleri, tekstiir ve besinsel icerigin
genelde korundugu sonucuna varilmaktadir.
Uriinlerde daha  kaliteli kurutma saglamak
amactyla PEF’in sagladigi optimum sartlar tespit
edilmeli ve bu teknigin kurutma proseslerinde
kullaniminin yayginlastirilmasi saglanmalidir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazatlar arasinda cikar catismasi
bulunmamaktadi.

YAZAR KATKILARI

Makalenin  detlenmesinde, yazilmasinda ve

yayinlanmasinda tim yazatlar katki saglamislardir.

KAYNAKLAR

Abbaspour-gilandeh, Y., Kaveh, M., Fatemi, H.,
Hernandez-Hernandez, J. L., Fuentes-Penna, A.,
Hernandez-Hernandez, M. (2020). Evaluation of

841



842

Y. Ciftci, M. Fincan

the Changes in Thermal , Qualitative , and
Antioxidant Properties of Terebinth ( Pistacia
atlantica ) Fruit under Different Drying Methods.
Agronomy, 1009), 1378.
https://doi.org/10.3390/agronomy10091378

Alam, R., Lyng, J. G., Frontuto, D., Marra, F.,
Cinquanta, L. (2018). Effect of Pulsed Electric
Field Pretreatment on Drying Kinetics, Colo , and
Texture of Parsnip and Carrot. | Food Sei, §3(8),

2159-2166. https://doi.org/10.1111/1750-
3841.14216

Aldemir, S. (2019). Vurgulu elektrik alam
kullanilarak  nanenin  esmerlestirilmesi  ve
yontemin  “Siyah  nane = ¢ay®”  {rdnd
gelistirilmesinde ~ potansiyelinin  incelenmesi.

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Gida
Mihendisligi Anabilim Dalt Yitksek Lisans Tezi,
Kayseri, Turkiye, 92 s.

Ando, Y., Mizutani, K., Wakatsuki, N. (2014).
Electrical impedance analysis of potato tissues
during drying. | Food Eng, 121(1), 24-31.
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2013.08.008

Angersbach, A., Heinz, V., Knorr, D. (1999).
Electrophysiological Model of Intact and
Processed Plant Tissues: Cell Disintegration
Criteria.  Biotechnol  Prog,  15(4),  753-762.
https://doi.org/10.1021/bp990079f

Ariza-gracia, M. A., Cabello, M. P., Cebrian, G.,
Calvo, B., Alvarez, 1. (2020). Experimental and
computational analysis of microbial inactivation
in a solid by ohmic heating using pulsed electric
tields. Innov Food Sci Emerg Technol, 65(2), 102440.
https://doi.org/10.1016/].ifset.2020.102440

Bozkir, H. (2020). Effects of hot air , vacuum
infrared , and vacuum microwave dryers on the
drying kinetics and quality characteristics of
orange slices. | Food Process Eng, 43(10), 1-12.
https://doi.org/10.1111/jfpe.13485

Chauhan, O. P., Sayanfar, S., Toepfl, S. (2018).
Effect of pulsed electric field on texture and
drying time of apple slices. | Food Sci Technol, 55(6),
2251-2258. https://doi.org/10.1007/s13197-
018-3142-x

Chen, Q., Li, Z., Bi, J., Zhou, L., Yi, J., Wu, X.
(2017). Effect of hybrid drying methods on

physicochemical , nutritional and antioxidant
properties of dried black mulberry. LWT - Food
Seci - Technol, 80(2), 178-184. https://doi.org/
10.1016/j.1wt.2017.02.017

Demiray, E., Tulek, Y. (2017). Degradation
kinetics of B -carotene in carrot slices during
convective drying. In# ] Food Prop, 20(1), 151-156.
https://doi.org/10.1080/10942912.2016.114746
0 Degradation

Dermesonlouoglou, E., Chalkia, A., Dimopoulos,
G., Taoukis, P. S. (2018). Combined effect of
pulsed electric field and osmotic dehydration pre-
treatments on mass transfer and quality of air
dried goji berry. Innov Food Sci Emerg Technol,
49(39),  106-115.  https://doi.org/10.1016/
j-ifset.2018.08.003

Dziki, D. (2020). Recent Trends in Pretreatment
of Food before Freeze-Drying. Processes, 8(12),
1661. https://doi.org/https://doi.org/10.3390/
pr8121661

Emanuel, E., Dubrovin, 1., Hanya, E., Pinhasi, G.
A., Pogreb, R., Cahan, R. (2020). Eradication of
Saccharomyces cerevisiae by Pulsed Electric Field
Treatments. Microorganisms, 8(11), 1684.
https://doi.org/https://doi.org/10.3390/micro
organisms8111684

Eshtiaghi, M. N., Knorr, D. (2002). High electric
field pulse pretreatment: Potential for sugar beet
processing. |  Food Eng, 52(3), 265-272.
https://doi.org/10.1016/S0260-8774(01)00114-
5

Fauster, T., Giancaterino, M., Pittia, P., Jaeger, H.
(2020). Effect of pulsed electric field pretreatment
on shrinkage , rehydration capacity and texture of
freeze-dried plant materials. LWT - Food Sc
Technol, 121, 108937. https://doi.org/10.1016/
jlwt.2019.108937

Fincan, M. (2015). Extractability of phenolics
from spearmint treated with pulsed electric field.
J Food Eng, 162, 31-37.
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2015.04.004

Foster, K. R. (2008). Dielectric Properties of
Tissues. In: Engyclopedia of Biomaterials — and
Biomedical Engineering (2nd ed.), W. Gary B. Gary



Meyve ve sebzelerin kurutulmasinda vurgulu elektrik alan 6n islemi

(Eds.), CRC Press, Pennsylvania, USA, pp. 832-
842.

Gaylor, D. C., Prakah-Asante, K., Lee, R. C.
(1988). Significance of Cell Size and Tissue
Structure in Electrical Trauma. | Theor Biol, 133(2),
223-237. https://doi.org/10.1016/S0022-
5193(88)80007-9

Ghafoor, K., Juhaimi, F. A., Ozcan, M. M., Uslu,
N., Babiker, E. E., Ahmed, I. A. M. (2020). Total
phenolics , total carotenoids , individual phenolics
and antioxidant activity of ginger (Zingiber
officinale) rhizome as affected by drying methods.
LWT - Food Sc Technol, 126, 109354,
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109354

Grabowska, J., Marcin, K. (2021). Bioactive
compounds, antioxidant activity, and sensory
qualities of red-fleshed apples dried by different
methods. LLWT - Food Sci Technol, 136, 110302.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.110302

Grimi, N., Mamouni, F., Lebovka, N., Vorobiev,
E., Vaxelaire, ]. (2010). Acoustic impulse
response in apple tissues treated by pulsed electric
field.  Biosyst  Eng, 105(2),  266-272.
https://doi.org/10.1016/j.biosystemseng.2009.1
1.005

Gucly, G, Keser, D., Kelebek, H., Keskin, M.,
Sekerli, Y. E, Soysal, Y., Selli, S. (2021). Impact of
production and drying methods on the volatile
and phenolic characteristics of fresh and
powdered sweet red peppers. Food Chens, 338,
128129.  https://doi.org/10.1016/j.foodchem.
2020.128129

Hamid, H., Thakur, N. S., Thakur, A., Kumar, P.
(2020). Effect of different drying modes on
phenolics and antioxidant potential of different
parts of wild pomegranate fruits. Sei Hortie, 274,
109656. https://doi.org/10.1016/j.scienta.
2020.109656

Huang, W., Feng, Z., Aila, R., Hou, Y., Carne, A,
Bekhit, A. E.-D. A. (2019). Effect of pulsed
electric fields (PEF) on physico-chemical
properties, 3-carotene and antioxidant activity of
air-dried apricots. Food Chem, 291, 253-262.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.04.02

1

Hilsheger, H., Potel, J., Niemann, E. G. (1981).
Killing of Bacteria with Electric Pulses of High
Field Strength. Radiat Environ Biophys, 20(1), 53—
65. https://doi.org/10.1007/BF01323926

Izli, N., Izli, G., Taskin, O. (2017a). Drying
kinetics , colour , total phenolic content and
antioxidant capacity properties of kiwi dried by
different methods. | Food Meas Charact, 11(1), 64—
74. https:/ /doi.org/10.1007/s11694-016-9372-6

Iz1i, N, Izli, G., Taskin, O. (2017b). Influence of
different drying techniques on drying parameters
of mango. Food Sci Technol, 37(4), 604-612.
https://doi.org/10.1590/1678-457X.28316

Janositz, A., Noack, A.-K., Knorr, D. (2011).
Pulsed electric fields and their impact on the
diffusion characteristics of potato slices. LWT -
Food — Sci Technol,  44(9), 1939-1945.
https://doi.org/10.1016/.lwt.2011.04.006

Kak1, H. I., Balkan, B., Akar, M., Font, A., Giiler,
F. K., Kalenderli, O. (2014). Darbeli Elektrik Alan
Uygulamasinin Sivi Gidalarin Pastérizasyonunda
Kullanimi.  Eleco 2014 Elektrik-Elektronik-
Bilgisayar ~ ve  Biyomedikal =~ Mihendisligi
Sempozyumu, 27 — 29 Kasim 2014, Bursa,
Turkiye, s. 230-234.

Kanduser, M., Miklav¢ic, D.  (2008).
Electroporation in Biological Cell and Tissue: An
Overview. In: Electrotechnologies for Extraction from
Food Plants and Biomaterials, E. Vorobiev N. 1.
Lebovka (Eds.), Springer, New York, NY, pp.1-
37.

Kempkes, M., Simpson, R. (2018). Pulsed Electric
Field ( PEF ) Processing of Fruit and Vegetables.
IEEE International Power Modulator and High
Voltage Conference IPMHVC), 3-7 June 2018,
Jackson, WY, USA, pp. 499-503.

Kerr, W. L., Varner, A. (2020). Chemical and
physical properties of vacuum-dried red beetroot
(Beta vulgaris) powders compared to other drying
methods. Dy Technol, 38(9), 1165-1174.
https://doi.org/10.1080/07373937.2019.161957
3

Khan, M. I. H., Nagy, S. A., Karim, M. A. (2018).
Transport of cellular water during drying: An
understanding of cell rupturing mechanism in

843



844

Y. Ciftci, M. Fincan

apple tissue. Food Res Int, 105, 772-781.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2017.12.010

Knorr, D., Angersbach, A. (1998). Impact of
high-intensity electric field pulses on plant
membrane permeabilization. Trends Food Sci
Technol, 90), 185-191.
https://doi.org/10.1016/S0924-2244(98)00040-
5

Kog, G. C. (2020). The effect of different drying
techniques and microwave finish drying on the
powder properties of the red pepper powder (
Capsicum annunm L .). | Food Sei Technol, 57(12),
4576-4587.  https://doi.org/10.1007/s13197-
020-04496-1

Kotnik, T., Rems, L., Tarek, M., Miklavci¢, D.
(2019).  Membrane  Electroporation  and
Electropermeabilization:  Mechanisms  and
Models.  Awnnn  Rev  Biophys, 48, 63-91.
https://doi.org/https://doi.org/10.1146 /annur
ev-biophys-052118- 115451

Lammerskitten, A., Shorstkii, 1., Parniakov, O.,
Mykhailyk, V., Toepfl, S., Rybak, K., Dadan, M.,
Nowacka, M., Wiktor, A. (2020). The effect of
different methods of mango drying assisted by a
pulsed electric field on chemical and physical
properties. | Food Process Preserv, 44(12), 1-9.
https://doi.org/10.1111/ifpp.14973

Lammerskitten, A., Wiktor, A., Mykhailyk, V.,
Samborska, K., Gondek, E., Witrowa-rajchert,
D., Toepfl, S., Parniakov, O. (2020). Pulsed
electric field pre-treatment improves
microstructure and crunchiness of freeze-dried
plant materials : Case of strawberry. LIWT - Food
Sci Technol, 134, 1-8.
https://doi.org/10.1016/.1wt.2020.110266

Lammerskitten, A., Wiktor, A., Siemer, C.,
Toepfl, S., Mykhailyk, V., Gondek, E., Rybak, K.,
Witrowa-rajchert, D., Parniakov, O. (2019). The
effects of pulsed electric fields on the quality
parameters of freeze-dried apples. | Food Eng, 252,
36-43.
https://doi.otg/10.1016/j.jfoodeng.2019.02.006

Lebovka, N. 1., Bazhal, M. I., Vorobiev, E. (2002).
Estimation of characteristic damage time of food
materials in pulsed-electric fields. | Food Eng,

54(4), 337-346. https://doi.org/10.1016/S0260-
8774(01)00220-5

Leiton-Ramirez, Y. M., Ayala-Aponte, A., Ochoa-
Martinez, C. 1. (2020). Physicochemical
Properties of Guava Snacks as Affected by
Drying  Technology.  Processes,  8(1), 1006.
https://doi.org/10.3390/pr8010106

Lewicki, P. P., Pawlak, G. (2003). Effect of
Drying on Microstructure of Plant Tissue. Dry
Technol, 21(4), 657—683. https:/ /doi.org/10.1081/
DRT-120019057

Liu, C., Grimi, N., Lebovka, N., Vorobiev, E.
(20182). Effects of preliminary treatment by
pulsed electric fields and convective air-drying on
characteristics of fried potato. Innov Food Sci Emerg
Technol, 47(2), 454-460.
https://doi.org/10.1016/}.ifset.2018.04.011

Liu, C., Grimi, N., Lebovka, N., Vorobiev, E.
(2018b). Effects of pulsed electric fields treatment
on vacuum drying of potato tissue. LIWT - Food
Sci - Technol, 95, 289-294. https://doi.org/
10.1016/.1wt.2018.04.090

Liu, C., Vorobiev, E., Grimi, N., Pirozzi, A.,
Ferrari, G. (2020). Effects of Pulsed Electric
Fields on Vacuum Drying and Quality
Characteristics of Dried Carrot. Food Bioproc
Technol, 13(1), 45-52. https://doi.org/10.1007/
$11947-019-02364-1

Liu, Y., Duan, Z., Sabadash, S. (2020). Effect of
hot air drying temperatures on drying
characteristics and physicochemical properties of
beetroot ( Beta vulgaris)) slices. IOP Conf Ser: Earth
Emviron  Sci, 615, 012099. https://doi.otg/
10.1088/1755-1315/615/1/012099

Llavata, B., Garcfa-Pérez, J. V., Simal, S., Carcel,
J. A, (2019). Innovative pre-treatments to
enhance food drying: a current review. | Food S¢i,
35, 20-26.  https://doi.org/10.1016/j.cofs.
2019.12.001

Maort, E., Sugrue, A., Witt, C., Vaidya, V. R,,
Desimone, C. V, Asirvatham, S. J., Kapa, S.
(2021). Pulsed electric fields for cardiac ablation
and beyond: A state-of-the-art review. Heart
Rhythm, 16(7), 1112-1120. https://doi.org/
10.1016/j.hrthm.2019.01.012


https://doi.org/10.1016/S0924-2244(98)00040-5
https://doi.org/10.1016/S0924-2244(98)00040-5
https://sciprofiles.com/profile/author/dFlaanlYQ3NWdnI3T0VkMXpuakVFZlc5dnYyMmsrdkI0TWh1RTVVbktrL3gyK1UwV1FFQm1xaHAyTU96MmUwMA==
https://sciprofiles.com/profile/862981

Meyve ve sebzelerin kurutulmasinda vurgulu elektrik alan 6n islemi

Mierzwa, D., Pawlowski, A. (2017). Convective
drying of potatoes assisted by microwave and
infrared radiation-process kinetics and quality
aspects. | Food Nutr Res, 56(4), 351-361.

Morren, J., Roodenburg, B., de Haan, S. W. H.
(2003). Electrochemical reactions and electrode
corrosion in pulsed electric field (PEF) treatment
chambers. Innov Food Sci Emerg Technol, 4(3), 285—
295. https://doi.org/10.1016/S1466-
8564(03)00041-9

Mousakhani-ganjeh, A, Amiri, A,
Nasrollahzadeh, F., Wiktor, A., Nilghaz, A,
Pratap-Singh, A., Khaneghah, M. A. (2021).
Electro-based technologies in food drying - A
comprehensive review. LW - Food Sci Technol,
145, 111315. https://doi.org/10.1016/
jlwt.2021.111315

Nawirska-Olszatiska, A., Stepien, B., Biesiada, A.,
Kolniak-Ostek, J., Oziemblowski, M. (2017).
Rheological, Chemical and Physical
Characteristics of Golden Berty ( Physalis peruviana
L.) after Convective and Microwave Drying.
Foods,  6(8), 60. https://doi.org/10.3390/
foods6080060

Nemzer, B., Vargas, L., Xia, X., Sintara, M., Feng,
H. (2018). Phytochemical and physical properties
of blueberries , tart cherries , strawberries , and
cranberries as affected by different drying
methods.  Food  Chem, 262(4), 242-250.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.04.04
7

Neri, L., Giancaterino, M., Rocchi, R.; Tylewicz,
U., Valbonetti, L., Faieta, M., Pittia, P. (2021).
Pulsed electric fields (PEF ) as hot air drying pre-
treatment: Effect on quality and functional
propetties of saffron ( Crocus sativus L. .). Innov Food
Sci Emerg Technol, 67, 102592.
https://doi.org/10.1016/].ifset.2020.102592

Onwude, D. 1., Hashim, N, Janius, R., Abdan, K.,
Chen, G., Oladejo, A. O. (2017). Non-thermal
hybrid drying of fruits and vegetables : A review
of current technologies. Innov Food Sci Emerg
Technol, 43, 223-238. https://doi.org/10.1016/
j.ifset.2017.08.010

Ostermeier, R, Giersemehl, P., Siemer, C., T6pf],
S., Jager, H. (2018). Influence of pulsed electric

field (PEF) pre-treatment on the convective
drying kinetics of onions. | Food Eng, 237, 110—
117. https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.
2018.05.010

Ostermeier, R., Parniakov, O., Tépfl, S., Jager, H.
(2020). Applicability of Pulsed Electric Field
(PEF) Pre-Treatment for a Convective Two-Step
Drying Process. Foods, 94), 512.
https://doi.org/https://doi.org/10.3390/foods
9040512

Pakhomova, O. N., Khorokhorina, V. A.,
Bowman, A. M., Rodaité-Riseviciené, R., Saulis,
G., Xiao, S., Pakhomov, Andrei, G. (2012).
Oxidative effects of nanosecond pulsed electric
field exposure in cells and cell-free media. Arch
Biochem Biophys, 527(D), 55-64.
https://doi.org/10.1016/j.abb.2012.08.004

Radojcin, M., Pavkov, 1., Kovacevi¢, D. B.,
Putnik, P., Wiktor, A., Stamenkovi¢, Z., Keselj,
K., Gere, A. (2021). Effect of Selected Drying
Methods and Emerging Drying Intensification
Technologies on the Quality of Dried Fruit: A
Review. Processes, 91), 132.
https://doi.otg/https://doi.otg/10.3390/pr901
0132

Rahaman, A., Siddeeg, A., Manzoor, M. F., Zeng,
X.-A., Ali, S., Baloch, Z., Li, J., Wen, Q.-H.
(2019). Impact of pulsed electric field treatment
on drying kinetics , mass transfer , colour
parameters and microstructure of plum. | Food S
Technol, 56(5), 2670-2678. https://doi.org/
10.1007/s13197-019-03755-0

Ramaswamy, R., Ramachandran, R. P. (2017).
Electric Field Analysis of Different Compact
Electrodes for Pulsed Electric Field Applications
in Liquid Food. IEEE International Power
Modulator and High Voltage Conference
(IPMHVC), 6-9 July 2016, San Francisco, CA,
USA, pp. 160-165.

Rols, M., Teissie, J. (1990). Modulation of
Electrically Induced Permeabilization and Fusion
of Chinese Hamster Ovary Cells by Osmotic
Pressure.  Biochemistry,  29(19),  4561-4567.
https://doi.org/10.1021/bi004712009

Rubin, A. E., Usta, O. B., Schloss, R., Yarmush,
M., Golberg, A. (2018). Selective Inactivation of

845



846

Y. Ciftci, M. Fincan

Psendomonas aernginosa and Staphylococcus epidermidis
with Pulsed Electric Fields and Antibiotics. Ady
Wound Care, 8(4), 136-148. https://doi.org/
10.1089/wound.2018.0819

Rybak, K., Samborska, K., Jedlinska, A.,
Parniakov, O., Nowacka, M., Witrowa-rajchert,
D., Wiktor, A. (2020). The impact of pulsed
electric field pretreatment of bell pepper on the
selected properties of spray dried juice. Innov Food
Sci Emerg Technol, 65, 1-8. https://doi.org/
10.1016/j.ifset.2020.102446

Sagar, V. R., Kumar, P. S. (2010). Recent advances
in drying and dehydration of fruits and vegetables:
a review. | Food S Technol, 47(1), 15-26.
https://doi.org/10.1007/s13197-010-0010-8

Sehrawat, R., Nema, P. K., Kaur, B. P. (2018).
Quality evaluation and drying characteristics of
mango cubes dried using low-pressure
superheated steam , vacuum and hot air drying
methods. LLWT - Food Sci Technol, 92, 548-555.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.03.012

Shabbir, M. A., Ahmed, H., Maan, A. A., Rehman,
A., Afraz, M. T., Iqbal, M. W., Khan, I. M., Amur,
R. M., Ashraf, W. Khan, M. R., Aadi, R. M.
(2020). Effect of non-thermal processing
techniques on  pathogenic and spoilage
microorganisms of milk and milk products. Food
Sci Technol, 41(2), 279-294. https://doi.org/
10.1590/£st.05820

Silve, A., Leray, 1., Poignard, C., Mir, L. M. (2016).
Impact of external medium conductivity on cell
membrane electropermeabilization by
microsecond and nanosecond electric pulses. Se/
Rep, 6(1), 1-15. https://doi.org/10.1038/
srep19957

Smith, J. C., Biasi, W. V, Holstege, D., Mitcham,
E.]. (2018). Effect of Passive Drying on Ascorbic
Acid , o« -Tocopherol , and § -Carotene in Tomato
and Mango. | Food Sc, 83(5), 1412-1421.
https://doi.org/10.1111/1750-3841.14118

Soliva-fortuny, R., Balasa, A., Knorr, D., Martin-
Belloso, O. (2009). Effects of pulsed electric fields
on bioactive compounds in foods: a review.
Trends Food Sci Technol, 20(11-12), 544-556.
https://doi.org/10.1016/].tifs.2009.07.003

Szadzifiska, J., Lechtanska, J., Kowalski, S. J.,
Stasiak, M. (2017). The effect of high power
aitborne  ultrasound and microwaves on
convective drying effectiveness and quality of
green pepper. Ultrason Sonochem, 34, 531-539.
https://doi.otg/10.1016/j.ultsonch.2016.06.030

Takougnadi, E., Boroze, T.-E. T., Azouma, O.Y.
(2020). Effects of drying conditions on energy
consumption and the nutritional and organoleptic
quality of dried bananas. | Food Eng, 268(1), 1-9.
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2019.109747

Telfser, A., Galindo, F. G. (2019). Effect of
reversible permeabilization in combination with
different drying methods on the structure and
sensorial quality of dried basil (Ocimum basilicum
L)) leaves. LWT - Food Sci Technol, 99(11), 148—
155. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.09.062

Tylewicz, U, Oliveira, G., Alminger, M.,
Nohynek, L., Rosa, M. D., Romani, S. (2020).
Antioxidant and antimicrobial properties of
organic fruits subjected to PEF- assisted osmotic
dehydration. Innov Food Sci Emerg Technol, 62,
102341.
https://doi.otg/10.1016/j.ifset.2020.102341

Wang, X., Gao, Y., Zhao, Y., Li, X., Fan, J., Wang,
L. (2020). Effect of different drying methods on
the quality and microstructure of fresh jujube
crisp slices. | Food Process Preserv, 45(2), 1-9.
https://doi.org/10.1111/jfpp.15162

Wiktor, A., Sledz, M., Nowacka, M., Rybak, K.,
Chudoba, T., Lojkowski, W., Witrowa-rajchert,
D. (2015). The impact of pulsed electric field
treatment on selected bioactive compound
content and color of plant tissue. Innov Food Sci
Emerg Technol, 30, 69-78.
https://doi.org/10.1016/j.ifset.2015.04.004

Wojdyto, A., Lech, K., Nowicka, P., Hernandez,
F., Figiel, A., Carbonell-Barrachina, A. A. (2019).
Influence of Different Drying Techniques on
Phenolic Compounds, Antioxidant Capacity and
Colour of Ziziphus jujube Mill. Fruits. Molecules,
24(13), 2361. https://doi.org/10.3390/
molecules24132361

Wu, X., Wang, C., Guo, Y. (2020). Effects of the
high-pulsed electric field pretreatment on the
mechanical properties of fruits and vegetables. |


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1350417716302309#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1350417716302309#!

Meyve ve sebzelerin kurutulmasinda vurgulu elektrik alan 6n islemi

Food Eng, 274, 109837.
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2019.109837

Wu, Y., Zhang, D. (2019). Pulsed electric field
enhanced freeze-drying of apple tissue. Czech |
Food S, 37(6), 432-438.
https://doi.org/10.17221/230/2018-CJES

Xu, X., Chen, Y., Zhang, R., Miao, X., Chen, X.
(2018). Activation of Anti-tumor Immune
Response by Ablation of HCC with Nanosecond
Pulsed Electric Field. | Clin Transl Hepatol, 6(1),
85-88. https://doi.org/10.14218/
JCTH.2017.00042

Xu, Y., Xiao, Y., Lagnika, C., Song, J., Li, D., Liu,
C., Jiang, N., Zhang, M., Duan, X. (2020). A
comparative study of drying methods on physical
characteristics , nutritional properties and
antioxidant capacity of broccoli. Dry Technol,
38(10), 1378-1388. https://doi.org/10.1080/
07373937.2019.1656642

Yamada, T., Yamakage, K., Takahashi, K., Takaki,
K., Orikasa, T., Aoki, H., Kamagata, J. (2020).
Influence of Drying Rate on Hot Air Drying
Processing of Fresh Foods Using Pulsed Electric
Field. IEE] Trans Elec Electron Eng, 15(7), 1123~
1125. https://doi.org/10.1002/tee.23158

Yarmush, M. L., Golberg, A., Kotnik, T., Sersa,
G., Miklaveie, D. (2014). Electroporation-Based
Technologies for Medicine: Principles
Applications , and Challenges. Annu Rev Biomed
Eng, 16, 295-320. https://doi.org/10.1146/
annurev-bioeng-071813-104622

Yu, Y., Jin, T. Z., Fan, X,, Wu, J. (2018).
Biochemical degradation and physical migration

of  polyphenolic compounds in osmotic
dehydrated blueberries with pulsed electric field
and thermal pretreatments. Food Chem, 15(239),
1219-1225. https://doi.org/10.1016/
j.foodchem.2017.07.071

Yu, Y., Jin, T. Z., Xiao, G. (2017). Effects of
pulsed electric fields pretreatment and drying
method on drying characteristics and nutritive
quality of blueberries. | Food Process Preserv, 41(6),
1-9. https://doi.org/10.1111/jfpp.13303

Zhang, S., Yang, R., Zhao, W., Liang, Q., Zhang,
Z. (2011). The first ESR observation of radical
species generated under pulsed electric fields
processing. LWT - Food Sci Technol, 44(4), 1233—
1235. https://doi.org/10.1016/j.1wt.2010.11.016

Zhang, Z., Zhang, B., Yang, R., Zhao, W. (2020).
Recent Developments in the Preservation of Raw
Fresh Food by Pulsed Electric Field. Food Rev Int,
00(00), 1-19. https://doi.org/10.1080/
87559129.2020.1860083

Zhao, J., Chen, S., Zhu, L., Zhang, L., Liu, J., Xu,
D., Tian, G., Jiang, T. (2021). Antitumor Effect
and Immune Response of Nanosecond Pulsed
Electric Fields in Pancreatic Cancer. Front Oncol,
10, 621092. https://doi.org/10.3389/
fonc.2020.621092

Zimmermann, U. (1986). Electrical Breakdown ,
Electropermeabilization and FElectrofusion. Rev
Physiol  Biochem — Pharmacol, 105,  176-250.
https://doi.org/10.1007 /BFb0034499

847


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ser%C5%A1a+G&cauthor_id=24905876
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Miklav%C4%8Di%C4%8D+D&cauthor_id=24905876

848

Research / Arastirma
GIDA (2021) 46 (4) 848-858
doi: 10.15237/¢gida.GD21039

A COMPARISON OF SOLID-PHASE EXTRACTION METHODS FOR
BISPHENOL A IN CHEESE SAMPLES

Cemil Kiirekci'*, Sait Tan? Ali Arslan®, Sara Betiil Ozgen4, Fatih Sakin®

! Department of Food Science and Technology, Faculty of Veterinary Medicine, Hatay Mustafa Kemal

University, Hatay, Turkey
2 Graduate School of Health Sciences, Firat University, Elazig, Turkey
3 Department of Food Science and Technology, Faculty of Veterinary Medicine, Firat University, Elazig, Turkey

4Research and Application Center for Technology, Research and Development, Hatay Mustafa Kemal
University, Hatay, Turkey

5 Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Veterinary Medicine, Hatay Mustafa Kemal
University, Hatay, Turkey

Received [ Gelig: 22.02.2021; Accepted / Kabul: 06.05.2021; Published online / Online baski: 24.05.2021

Kiirekci, C., Tan, S., Arsian, A., Ozgm, S.B., Sakin, F. (2021). A comparison of solid-phase extraction methods for
bisphenol a in cheese samples. GIDA (2021) 46 (4) 848-858 doi: 10.15237 / gida. GD21039

Kiirekei, C., Tan, S., Arslan, A., Ozgen, S.B., Sakin, F. (2021). Peynir numunelerinde bisfenol a icin kati
faz ekstraksiyon metotlarinin karsilastirilmast. GID.A (2021) 46 (4) 848-858 doi: 10.15237/¢gida.GD21039

ABSTRACT

In this study, four different solid phase extraction (SPE) methods were compared for the determination of
bisphenol A (BPA) in cheese samples using HPLC-FD. All methods were validated according to the
parameters; linearity, recovery, precision, detection and quantification limits (LOD-LOQ). Subsequently,
BPA levels were determined in twenty cheese samples commercially available in Elazig province. All the
extraction methods showed good petformances for quantitative analysis of PBA, achieving very low LOD
(0.16-0.39 pg/kg) and LOQ (0.53-1.30 pg/ kg) values. The average fortification recoveties for spiked BPA
(3-30 pg/kg) ranged between 93.1 and 100.8%. 55% of cheese samples had BPA concentration ranging
from 0.75 pg/kg to 8.46 ng/kg and estimated daily intake (EDI) was measured as 0,001 ng/kg BW per day.
On the basis of EDI, the consumption of cheese itself cannot be considered as significant health problem,
but results impose a systematic monitoring of dairy products.

Keywords: Solid-phase extraction, Bisphenol A, cheese, HPLC

PEYNIR NUMUNELERINDE BISFENOL A ICIN KATI FAZ EKSTRAKSIYON
METOTLARININ KARSILASTIRILMASI
0z
Bu calismada, dort farkl kati-faz ekstraksiyon metotunun peynir numunelerinden bisfenol A (BPA)

ekstraksiyon performanst HPLC-FD kullanilarak kiyaslanmistir. Metot validasyonlart dogrusallik,
geri kazanim, kesinlik, metodun belitrlenme ve tayin alt sinirlart (LOD/LOQ), bagil standart belirsizlik
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parametreleri ile yapilmistir. Buna ilaveten Elazig ilinde satisa sunulan yirmi adet peynir numunesinde
BPA miktart belirlenmistir. Blitin metotlar BPA’nin kantitatif analizi icin disik LOD (0.16-0.39
ug/kg) ve LOQ (0.53-1.30 ng/ kg) seviyelerinde iyi petformans gostermislerdir. Geri kazanim
seviyeleri iki farkli ekleme miktar1 (3-30 pg/kg) icin ortalama %93.1 ve %100.8 araliginda
hesaplanmigtir. Peynir numunelerinin %55’inde 0.75 ng/kg ve 8.46 pg/kg miktarlari arasinda BPA
vatligt bulunmustur ve gunlik alim tahmini (EDI) 0,001 pg/kg vicut agirhgi/gin olarak
hesaplanmistir. EDI sonuglarina gére, peynir tiiketimi tek basina BPA icin 6nemli halk sagligi riski
ortaya ctkartmadigl, fakat sonuclar siit ve sit Uriinlerinde BPA’nin diizenli takibinin yapilmasi

gerektigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Kati-faz ekstraksiyonu, Bisfenol A, peynir, HPLC

INTRODUCTION

Bisphenol A (BPA), 2,2-Bis (4-hydroxyphenyl)
propane, is a phenolic compound which is
composed of two phenol molecules attached to
an acetone molecule (Staples vd., 1998). BPA has
been widely utilized in the synthesis of industrial
chemical compounds including polycarbonates
and epoxy resins to produce a variety of products
such as water-pipes, toys, food packages, dental
filler and etc. (Welshons vd., 2006). Hence, the
requirement of BPA has recently exceeded seven
million tons per year, and it is expected that the

consumption rate will increase year by year (Jiang
vd., 2018).

Once the BPA molecules are polymerized,
hydrolysis of ester bonds takes place. In the
presence of high temperature, the hydrolysis
accelerates either in acidic or basic medium. In
other words, when polycarbonate materials or
metal cans are heated, BPA occurs owing to
hydrolysis of the ester bonds (Welshons vd.,
2006). Therefore, numerous studies reported the
occurrence of BPA in many products of food
contact materials including infant feeding bottles
by migrating from polycarbonate (Geens vd.,
2012). Inner parts of thin cans are generally
covered by epoxy resins to protect the food from
any possible corrosion. However, during the
synthesis of these epoxy resins, BPA is intensified
with epichlorohydrin to form BPA diglycidyl, and
at the end of the polymerization, a trace amount
of BPA migrates from the resin to the food matrix
(Vandenberg vd., 2009). The fact that many
factors such as type of foods and its lipid
ingredients, pH, temperature and contact time
have been shown to affect the release of BPA into
the food matrices. Also, ethanol concentration
increases the BPA migration into the food media

because  of  the  easy  polycarbonate
depolymerization (Mercogliano and Santonicola,
2018).

Based on the mounting evidence obtained from
the recent studies, BPA is reported as endocrine-
disrupting chemical (EDC) and such chemicals
affect the performance or role of the endocrine
system by imitating or obstructing endogenous
hormones even at very low doses and this causes
excess of low production of hormones (Giulivo
vd., 2010). Additionally, it has been proven that
BPA could be the cause of many health defects
including cancers (especially breast, testicular and
ovary), fecundity problems, obesity, and diabetes
(Seachrist vd., 2016). For exposure dose of BPA,
the safety standard regulated in 1988 for the first
time by US Environment Protection Agency
established the safety exposure level as 50 pg of
BPA per kg body weight (BW) per day (USEPA,
1993). In 1996, European Commission classified
BPA as an exterior by-product owing to their
adverse effects on human health (European
Commission, 1996). Later on, the tolerable daily
intake (TDI) of BPA was reduced to 4 ng/g
BW/day by the European Food Safety Authority
in 2015 (EFSA, 2015).

The serious health effects necessitated the rapid,
simple and reliable detection of BPA in various
food stuffs, which has been carried out by using
instruments  like  high-performance  liquid
chromatography (HPLC), gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS), liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS) and
capillary electrophoresis (Ballesteros-Goémez vd.,
2009). Before the instrumental analysis, the
common sample preparation procedures for
extracting BPA out of biological samples consist
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of many steps including but not limited to solvent
extraction, purification, intensification and/or
separation. The efficiency of extraction is highly
variable depending on type of solvents, reagents
used, extraction time, and size of samples. For
these purposes, there are many extraction
procedures described in the literature such as
solid-phase  extraction (SPE), liquid-liquid
extraction (LLE), microwave-assisted extraction
(MAE), stir-bar sorptive extraction (SBSE),
surfactant-based  extraction and ultrasonic-
assisted extraction (Ballesteros-Gémez vd., 2009).
Among these, SPE, based on an analyte
separation system subjecting the sample through
a solid trap with mobile phase, has been the most
widely applied method owing to its high
sensitivity, a wide range of applicability, and less
solvent consumption (Andrade-Eiroa vd., 2016).
It is crucial to select an appropriate absorbent
phase for SPE cartridges, which are comprised of
different bonding materials. The most known
SPE absorbent phases are octadecylsilane (C-18),
silica gel, florisil and aminopropyl for the effective
extraction (Turner vd., 2009). Although there are
several different types of SPE cartridges, C-18
cartridges are principally used for BPA analysis
(Grumetto vd., 2008; Kang and Kondo, 2003;
Sadeghi vd., 2016).

Recently, there have been numerous SPE studies
established and wvalidated for assessing BPA
presence and levels in various food matrices
(Azzouz vd., 2018). Prior to the SPE device
application, sample pretreatment steps such as
pre-extraction into solvents,
precipitations/filtration of impurities and the pH
adjustments, however, vary widely based on the
physicochemical characteristic matrices (Rezaee
vd., 2009). Even though there are few reports
clearly documenting the presence of BPA in raw
milk and dairy products (Grumetto vd., 2013;
Mercogliano vd., 2021; Sadeghi vd., 2016;
Santonicola vd., 2019), there has been no study
attempting to evaluate the effect of different
sample pretreatment steps, solvents used in SPE,
SPE phase types and as well as different SPE
schemes on the extraction efficacy of BPA from
cheese products. Hence, this study aimed to
compare the extraction efficiency of four

different methods (Grumetto vd., 2008; Kang and
Kondo, 2003; Sadeghi vd., 2016) on the recovery
ratios of BPA in cheese samples by means of
validation criteria and practicability (solvent and
its quantity, sample volume, total extraction time
and SPE cartridge cost). These extraction
methods were selected based on different work-
up procedures, extraction solvents and SPE
cartridges [silica-based; Sep-pak (SPK) (Waters,
Milford, MA USA), Strata (STR) (Phenomenex,
California, USA), Finisterre (FIN) (Spain),
Affinimip® Spe BPA Affinisep/Polyintell (AFF)
(Paris, France)]. Afterward, twenty cheese
samples including Tulum (TC) and white brined
pickled (WPC) were analyzed for determination
of BPA occurrence.

MATERIALS AND METHODS

Material

In order to obtain BPA free cheese for validation,
the curd prepared with cow’s milk was obtained
from a local dairy plant. Physico-chemical
characteristics of the curd (pH, dry matter,
titratable acidity, fat, and protein) were
determined by using methods recommended by
AOAC (1995). All measurements and analysis
wete cartied out three times and the mean data
was calculated from these replicates. The pH,
titratable acidity (%), dry matter (%), fat (%) and
protein (%) of the curd were found to be 5.05,
0.64, 45, 28.5 and 37, respectively.

Chemicals and reagents

BPA standard was purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) and methanol, ethanol,
acetonitrile, acetone, chloroform, n-hexane were
obtained from Merck (Darmstadt, Germany). The
chemicals used for the mobile phase were liquid
chromatography grade, and others were analytical
grade. Additionally, ultra-pure water (UP-H:O)
was obtained from ELGA HPLC ultrapure water
system (Ubstadt-Weiher, Germany).

HPLC instrumentation

Shimadzu-LC-20AD (Shimadzu, Kyoto, Japan)
model HPLC system equipped with a multi-
wavelength fluorescence detector (RF-20AXL,
Shimadzu, Kyoto, Japan) was used for BPA
analysis.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996906001797#bib1

Bisphenol A extraction from cheese samples

GL Sciences Inertsil ODS-3 column (150 mm X
4.6 mm, 5 um particle size) (Tokyo, Japan) was
used for the separation of BPA and 20 uL. sample
loop was equipped on the manual injection part.
A mixture of UP-H,O: acetonitrile (55:45, v/v)
was utilized as mobile phase with a flow rate of
1.0 mL min-!. Moreover, the RF detector was set
with excitation: 224 nm, emission: 308 nm and the
column temperature was 40 °C. Prior to the
analysis, the HPLC column was conditioned with
the mobile phase for at least 30 min to reach
stable baseline, and after each analysis, the column
was washed from all contaminants with UP-H,O:
acetonitrile (30:70) for 20 min. Quantification was
based on peak area measurement.

Extraction procedures

Method I using Affinisep SPE cartridge

Extraction procedure wusing Affinisep SPE
cartridges was followed as outlined in the
supplier’s application guidelines. Cheese sample
(3.0 g was mixed with 30 mL water (~50°C).
Then, 20 mL of this mixture was combined with
20 ml acetonitrile and centrifuged at 4000 rpm for
10 min. The supernatant was collected and
filtered through filter paper (No.4 Whatman).
This extract was diluted 1:1 (v:v) with UP-H2O to
form the adding solution. The cartridge was
conditioned with 3 ml. methanol: acetic acid
(98:2, v:v), 3 ml acetonitrile and 3 mL. UP-H;O,
respectively. Then, 40 mL of extract (pH adjusted
to 5-6) was added into the column that was
washed with 9 mL. UP-H,O and 6 ml UP-H,O:
acetonitrile (6:4, viv). After drying the column
about 30 s, elution was done with 3 mL methanol.
The elution fraction was then evaporated with gas
nitrogen and then dissolved in the 2 mL. mobile
phase [UP-H:O: acetonitrile (55:45, v:v)] for
HPLC analysis.

Method 11 using C18 Strata E SPE cartridge

The extraction procedure was carried out
according to Grumetto vd. (2008) 150 mL
acetonitrile and 20.0 g of cheese sample were
mixed and homogenized in Waring blender
(New Hartford, CT, USA) for 30 s at high speed.
Then, the mixture was filtered through a filter
paper (Whatman size 4). For separation of fat in
the matrix, the acetonitrile layer was mixed with

n-hexane and shaken strongly for 1 min. After
separation, the acetonitrile layer was taken into a
rounded-bottom flask and evaporated by a rotary
evaporator (IKA, Brandenburg, Germany). The
residue remaining in the flask was solved in 6 ml
of UP-H2O: acetonitrile (9:1, viv).

For cleanup of the extract, the cartridge was
conditioned with 5 ml acetonitrile, followed by 5
mL UP-HyO: acetonitrile (9:1, v:v). Then, 6 mL
of the extract was passed through the cartridge
which was subsequently cleaned with 20 mL
mixture of UP-HO: acetonitrile (16:4, wviv).
Finally, the cartridges were eluted with 5 mL
acetonitrile two times. After the acetonitrile
phases evaporation, the extract was dissolved with
10 mL UP-H>O: acetonitrile (9:1, v:v) to inject to
HPLC.

Method 111 using Finisterre cartridge

This extraction method was carried out according
to Sadeghi vd. (2016) with minor modifications
(Rezaee vd., 2009). 5 mL of ethanol:UP-H,O (1:1,
v:v) was added to 1.0 g cheese sample and the
solution was mixed for 2 min in the ultrasonic
chamber. Then, the mixture was centrifuged at
5000 rpm for 40 min and filtered through the
filter paper (No.4 Whatman). Then, the final
volume was completed to 100 mL with UP-H,O
and pH of the mixture was adjusted to 6-7 by
NaOH (10%). The final mixture was applied to
the SPE cartridge which was previously
conditioned with 4 mL acetone and 4 ml UP-
H>O. For the elution step, 2 mL acetone including
chloroform (142 ul) as a dispersive solvent was
passed slowly and collected in a clean tube. Then,
the cloudy mixture was centrifuged at 6000 rpm
for 5 min. After centrifugation, the sedimented
phase was transferred into another tube and
evaporated in a watet bath at 50°C. The residue
was dissolved in 1 mlL mobile phase, and
subsequently analyzed with HPLC.

Method IV using Sep-Pak cartridge

The procedure described by Kang and Kondo
(2003) was applied with Sep-Pak cartridge
extraction. Homogenized cheese sample (5.0 g)

was mixed with 30 mL acetonitrile and 30 mL
hexane in a blender (New Hartford, CT, USA).
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The mixture was taken into the separatory funnel
for about 10 min. The acetonitrile layer was
filtered (No.4 Whatman) and evaporated with the
rotary evaporator (IKA, Brandenburg, Germany).
Then, the residue was dissolved with 6.0 mI, UP-
H>O and passed through the cartridges, which
were conditioned before with 10 ml. methanol
and 10 mL. UP-H»O, respectively. The cartridges
were cleaned with 20 ml UP-HO: methanol
(19:1, v:v) and the analyte was eluted with 5 mL
methanol into the vials. Finally, the methanol was
blown dry using a stream of nitrogen gas and the
residue was reconstituted with 5 ml mobile phase,
then analyzed by HPLC.

Method validation

Validation of the HPLC method included
linearity, sensitivity and precision. BPA stock
standard solution was prepared in methanol at a
concentration of 100 ng/g. Then, the working
solutions were diluted freshly from the stock
solution with ultra-pure water. The calibration
curve was generated by using 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 and
10.0 pg/kg. Each concentration was injected to
HPLC three times and the obtained peak areas
were used for the calibration curve.

While limit of detection (LOD) was determined
by the concentration of standard
equivalent to signal-to-noise ratio of three, the
limit of quantitation (LOQ) was calculated from
the lowest concentration of the standard that

lowest

provided signals equal to 10 times the noise signal
of analysis.

The precision was the scaling of results to
compare the results with each other. In order to
calculate precision, repeatability and within-lab
reproducibility was carried out. Repeatability was
determined by analyzing the six replicates of
spiked blank samples with selected low (3 pg/kg)
and high (30 pg/kg) levels in the same day.
Within-lab reproducibility was done by two
different analysts in three different days with low
and high-level spikes. Recovery was calculated
according to repeatability results.

Analysis of market cheese samples

Twenty cheese samples (TC; n=10; and WPC;
n=10) were randomly purchased from local
markets in Elazig province, Turkey. The samples
were taken into the glass jars and stored at — 20°C
until the extraction process. Samples were treated
using Method IV with Sep-Pak cartridge. The
experiments were performed in triplicate and data
processing was performed using SPSS software

(SPSS, Chicago, USA).

Exposure and hazard assessment

In order to determine the consumer’s BPA
exposure, the estimated daily intake (EDI) value
was calculated using the following formula
adapted from Bemrah vd., (2014):

the mean concentration of BPA (ug/kg)xthe daily mean consumption of cheese per person (23,3 g)

EDI (ng/kg BW) =

BPA levels lower than LOQ (0.75 pg/kg) were
censored and the mean concentration of BPA was
calculated on the basis of values over the LOQ
level, which was obtained in 55% of cheese
analyzed. The estimated annual consumption of
cheese is 8.5 kg per person (Hayaloglu and Ozer,
2011), from which the daily cheese consumption
per person was calculated.

RESULTS AND DISCUSSION

In the present experiment, we compared the
performance of four different methods to obtain
BPA from cheese samples. The validation criteria,
which have to be met before applying any
procedure to quantify a compound from food

body weight (65 kg)

matrices, were first examined and the validation
results of the extraction methods are provided in
Table 1. As can be seen, the average recoveries
ranged from 97.6% to 102.3% and from 88.7% to
99.7% at 3 pg/kg and 30 pg/kg, respectively. The
highest rate was obtained in method 1 using
affinisep cartridge and the lowest rate was
obtained in method IV using sep pak cartridge.
These results are much higher than the
requirements established by the European
Commission (EC, 2002), indicating the high
extraction capacity of all methods with high
sensitivity. Other studies also noted high recovery
rates for skimmed milk (97.6%) using the method
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IV with Sep-Pak cartridge (Kang and Kondo,
2003) and for canned peeled tomatoes at the

recovery rate of 94.55% using method 11+Strata
cartridge (Grumetto vd., 2008).

Table 1. Validation results of different SPE methods

Precision
Measurement
LOD- . . o uncertainty , .
Recovery © RSD%?2 y .
Metods  LOQ Calibration ccovery % Shv (expanded hjxtmcn.on Coste
(ng/kg) curve Intra- Inter- measurement ¢ (min)
8 3 30 Mean Low  High X
day day ug/kg  ug/kg  recovery level level uncertainty)®
RSD%  RSD% ’
Metod 0.39 - Linearity range
I 1.30 (ng/ke) = 0.5 - 8.8 4.2 102 99.7 100.8 7.8 10.7 0.70 30 21
. g/kg .
) 10
?IICtOd 833 T OR2=10.998 4.7 71 102.3 92.7 97.5 4.5 5.9 0.55 60 10
Metod 0‘16 BPA retention
etoc .. tme= 62min  10.6 7.2 9.6 887 93.1 69 117 1.24 60 4
I 0.53
Metod 023 - -
7.6 7.1 100.2 94.2 94.2 6.5 73 1.01 40 7

v 0.75

a RSD = standard deviation / mean *100%

b Expanded Measurement Uncertainty= Combined Standard Uncertainty x 2

¢ Cost per unite cartridge ($USA) in 2018.

The precision of the methods, expressed by
relative standard deviation as a percentage
(RSD%), was estimated by results of spiked
samples in intra and inter days. The precision
responses were calculated between 4.7-10.6% and
4.2-7.2% for the inter-day and intra-day precision
tests, respectively. The linear response of BPA in
the concentration range of 0.5 to 10.0 pg/kg
without matrix was obtained and the correlation
coefficient was found to be 0.998. Figure 1 shows
the typical HPLC chromatograms of the BPA
from cheese samples before and after being

spiked (3 and 30 pg/kg).

LOD:s in the range of 0.16-0.39 ng/kgand LOQs
between 0.53 and 1.30 pg/kgwere obtained in this
study (Table 1). The lowest LOD and LOQ were
recorded for the method III (0.16 ng/kgand 0.53
ug/kg, respectively), and the trend was as follows:
method III<method IV<method II<method I
The values were found to be comparable to those
reported by Alnaimat vd., (2019) for 0,72 and 0,24
pg/L, LOD and LOQ, respectively, using LC-
ESI-MS method. Yang vd., (2014) also noted 0,12
ng/g LOQ for canned fish using Affinisep
cartridge. Yet, the limits of quantification and
detection are slightly lower than the values
reported by Sun vd., (2006) and much better than
those obtained by Li vd., (2014) (LOD; 3 pg/L)
for BPA determination in drinks using DSMIP.
Sadeghi vd., (2016) combined SPE with
dispersive liquid-liquid microextraction (SPE-

DLLME-SFO) sample preparation techniques
and applied it to the determination of BPA in
different food matrices followed by subsequent
analysis by HPLC. Authors achieved very low
LOD value (0,002 ng/g) with satisfactory
recoveries. Loh wvd., (2017) also wused this
technique with slight modification to extract BPA
from water and beverage samples and obtained
LOD value of 0.02-0.03 pg/L, which is even 10
times lower than that obtained in our experiment.
However, SPE-DLLME-SFO method reported
by Sadeghi vd., (2016) requires the use of 1-
undecanol as extractor solvent, which was found
to be making assignment of BPA harder because
of the interfering peak on the blank sample
chromatogram in preliminary experiment (data
not given). A similar observation has also been
noted by Nascimento and Rocha (2018), who
reported 1-undecanol as unsuitable extractor
solvent which presented blank values as high as
the analytical response of BPA (100 pg/L) when
ethanol was used as eluent solvent on the
extraction and analysis of PBA using LLME-
HPLC with fluorimetric detection. The other
disadvantage of using 1-undecanol is its relatively
expensive cost, which also limits its use as
extraction solvent. So that, some modifications
described by Rezaee vd., (2009) were introduced
into the method described by Sadeghi vd., (2016)
in order to adapt it to the determination of BPA
in HPLC system.
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Figure 1. The chromatograms of cheese samples spiked with (a) 30 pg/kg and (b) 3 png/kg of BPA per
kg and (c) non-spiked. Peak identification: (1) PBA.

Table 2. BPA occurrence in cheeses

Residue content n (%)
LOD -LOQ LOQ — 4 (ug/kg)
4 (20%) 8 (40%)

Contaminant
<LOD

5 (25%)

4 (ug/kg) <
3 (15%)

BPA

As previously indicated, effective extraction of
BPA from food matrices varies depending on a
variety of factors including the right
concentration of the disperser solvent (Rezaee
vd., 2000). As the sample size increases, the
amount of solvent required for extraction can be
enormous and this can increase the treatment

costs, occupational risks as  well as
environmentally dangerous waste. To overcome
these drawbacks, various microextraction

modified techniques such as SPME (solventless
format) and DLLME (dispersive concept) are

developed. However, these techniques have some
disadvantages such as expensive SPME fibers,
fragile adsorbent layers, low enrichment factor,
etc. (Cunha vd., 2012; Vera-Avila vd., 2013). In
the current experiment, the methods used three
different disperser solvents; namely, acetonitrile,
ethanol, and acetonitrile+hexane, all of which
resulted in efficient recovery from cheese, fatty
food matrice. Method III required a small sample
size (as little as one gr) with minimal use of
organic solvent (5 mL ethanol). However, method
II involved adding a large amount of solvent (150
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mL of acetonitrile) to a considerably higher
amount of sample (20 gr), which can bring
environmental burden.

SPE-based pretreatment methods, as being
multistep process, require long treatment time
and some sophisticated equipment including
cartridges, which has been shown to increase
process cost as well as impacting the extraction
efficiency (Azzouz vd., 2018). Regarding the
extraction time, method I is the fastest of the four
methods, requiring about 30 min (Table 1).
However, its cartridge is the most expensive in
cost, even though this method can be efficient
and practical one for larger number of laboratory
analyses. In fact, method III was found to require
the cheapest cartridge. However, the disadvantage
of using method II and III is the significant
working up time requirement (almost one h). On
the other hand, method IV was found to be rapid
enough to be used for the large-scale monitoring
with considerably less equipment cost. In view of
the satisfactory results, this method appeared to
be practical for the analysis of BPA in real cheese
samples sold in the market.

BPA was detected in 55% of the analyzed cheese
samples using the selected extraction method
(method IV), the levels ranging from LOQ (0.75
ug/kg) to 846 pug/kg, with the mean
concentration of 3.01 ug/kg. The result of this
study is comparable to the levels reported
previously in other countries. For example, Cao
vd., (2011) reported BPA concentration of 0.68-
2.24 pg/kg in cheese samples. In addition, a
French study by Bemrah vd., (2014) reported
similar BPA concentration in the range of 0.105-
6.103 ng/kg (mean value of 1.017 pg/kg) in
cheese. The presence of BPA in dairy products is
not surprising since previous studies indicated the
presence of BPA in raw milk samples at 1.3— 2.4
ng/gin Iran (Sadeghi vd., 2016) and 0.035—2.776
ug/Lin Italy (Santonicola vd., 2019) and even at
levels up to 521.0 pg/L in commercial milk
samples (Grumetto vd., 2013). For comparison
purposes, higher concentration of BPA has been
found in other foods of animal origin including in
egg (133 ng/g) (Liao and Kannan, 2013) and not
canned meat (13 pg/kg) (Bemrah vd., 2014), yet

somewhat lower in quantified in meat (0.48
ug/kg), poultry liver pate (0.48 pug/kg) and butter
(0.56 pg/ke) (Wlodatrczyk, 2015). Noticeable
differences in the concentration of BPA were
observed among cheese types and samples in the
current study. It is a well-known fact that the
presence and level of BPA in food matrices are
influenced by a variety of factors such as heat
treatment and pH levels, and are also highly
associated with the migration from their packing
during the ripening process or/and storage
period.

Dairy products, especially cheese, take an
important place in the human diet due to the
precious nutrient contents. However, the
presence of BPA in these products may lead to
significant negative impact on human health. In
order to estimate risks from the dietary intake of
BPA through cheese consumption, Santonicola
vd,, (2019) determined BPA level in raw milk
samples and subsequently estimated likely
quantitative occurrence in cheese. These authors
have shown high dietary intake of BPA (the range
of 0.0025-0.2235 ug/kg of BW per day) for all age
groups in Italian population. According to
Santanicola vd., (2019), BPA in raw milk with
daily intakes of 0.001-0.022 ug/kg of BW per day
poses risk to humans. In contrast to this study,
much lower daily exposure (0.001 pg/kg of BW
per day) is predicted for adult population in
Turkey. Based on the average daily intake, which
is much lower than the maximum allowed
guideline value of 4 ng/g BW/day established by
EFSA (2015), cheese consumption itself is of
much lesser significance for the general
population in Turkey. This discrepancy could be
partially explained by the cheese consumption
habits between Tutkey (23.3 g/day per person)
and Italy (61,8 g/day for adult population)
(Santanicola vd., 2019). It is still worth
highlighting that dairy commodities, especially
cheese preserved in plastic containers, could be an
important contributor to the total dietary intake
of BPA. For example, a risk estimation by Bemrah
vd., (2014), based on their BPA contamination
levels in a variety of foods in France, reported the
mean daily intake of 0.038-0.040 pg/kg of BW for
adults (>18 years old). EFSA (2015) has estimated
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higher amount of BPA exposure through
contaminated food consumption for different age
groups of the human population ranging from

0.388 to 0.857 pg/kg of BW per day.

CONCLUSION

Based on the results, all methods used in this work
were found to be reliable from the viewpoint of
validation  performance (good  recoveries,
precision and etc.) for the extraction of BPA from
cheese samples. Therefore, these four methods
tested can be recommended for the routine
analysis of BPA in dairy products, even though
they suffer from some limitations. These methods
are limited to specific cartridge, which basically
increases the cost. To sum up, method IV was
preferable, because it not only provided cost-
effective and convenient procedure, but also
comparably short processing time. Using the
selected method, eleven cheese samples (55%)
had BPA, but the resultant daily exposure level
through cheese consumption was found to be
much less than the maximum permissible intake.
Overall, the current study documented the
presence of PBA in cheese samples and
consequently emphasized the need for further
health implications with different exposure
scenarios in Turkey.
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ABSTRACT

The amount of losses caused by good (GHP) and poor (PHP) practices in the post-harvest processes of
lettuce and tomato was determined under real supply chain conditions. Along with the commercial losses,
changes in the nutritional and microbiological quality of crops were also quantified. The results showed that
the weight loss of lettuce and tomato was reduced three and nine-fold, respectively by GHP during supply
chains. The retail-display and transportation of the product in the postharvest process were determined to
be the most critical supply chain stages affecting quality. The nutritional quality of crops exposed to PHP
has shown differences by both crop and compound. The microbial quality of the produces, however, was
adversely affected by the poor postharvest handling practices. In conclusion, still huge amounts of
postharvest losses can be avoided if already known good postharvest handling practices are employed with
a holistic perspective in produce supply chains.

Keywords: Food waste, postharvest, cold chain, lettuce, tomato

IYI VE YANLIS HASAT SONRASI UYGULAMALARIN MARUL VE DOMATES
TEDARIK ZINCIRLERINDE YASANAN KAYIPLAR UZERINE ETKISI

oz

Marul ve domateste hasat sonrast siireclerdeki iyi ve yanlis uygulamalar, sonucu olusan kayiplarin
miktari reel tedarik zinciri kogullarinda belirlenmistir. Calismada ticari kayiplarin yant sira, Griinlerin
besin igerikleri ve mikrobiyolojik kalitesindeki degisimler de Ol¢ilmustir. Sonuclar, marul ve
domateste hasat sonrasi streclerdeki iyi uygulamalarin agirlik kaybinda, sirasiyla, G¢ ve dokuz kat
azalmayla sonuclandigini gOstermistir. Hasat sonrasi slrecte, Urlinin perakende-teshiri ve
nakliyesinin, kaliteyi etkileyen en kritik tedarik zinciri agamalari oldugu belirlenmistir. Hasat sonrast
strecte yapilan yanlis uygulamalarin Uriinlerin besin kalitesi Gizerine etkisi ise Urline ve bilesige bagh
olarak farkliliklar gOstermistir. Buna karsin, hasat sonrasindaki yanlis uygulamalarin Griinlerin
mikrobiyal kalitesini olumsuz etkiledigi de belirlenmistir. Sonug olarak, halihazirda bilinen hasat
sonrast sireglerdeki iyi uygulamalarin, Urtin tedarik zincirlerinde bltinsel bir bakis acistyla
kullanilmast durumunda hasat sonrast kayiplarin biyiik 6l¢tide engellenebilecegi belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: Gida kayiplari, hasat sonrast, soguk zincir, marul, domates
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INTRODUCTION

With the ever-growing world population and the
consequent risk of food shortage in coming years,
reducing postharvest food losses became a
serious concern more than ever.

Fresh fruits and vegetables are perishable
products that can rapidly lose their quality after
harvest. The rate and extent of the quality loss are
directly related to extrinsic factors such as
temperature, relative humidity, and surrounding
atmospheric composition (Kader, 2005). Among
these factors, the temperature has the most
noticeable impact in keeping the quality of fresh
produces since a 10°C of increase in temperature

can double the rate of majority of the
deteriorative reactions, growth of spoilage
bacteria, and nutrient loss (Saltveit, 2003).

Therefore, keeping the temperature as low as
possible throughout the supply chain is the basic
strategy applied for reducing postharvest produce
losses. Besides, many fruits and vegetables are
highly susceptible to transpiration which can
result in shriveling or wilting which negatively
affects the consumer appeal. Thus, during
postharvest handling of fresh produces the
relative humidity of the surrounding atmosphere
should be kept high either by using appropriate
packaging materials or humidification systems
during storage, transport, and retail display (Paull,
1999). However, temperature and relative
humidity control systems bring extra costs which
limit their adoption by fresh produce supply chain
actors (Hodges et al., 2011).

There exist several reports aimed at quantifying
postharvest losses in fruit and vegetable supply
chains. In the majority of these studies, the
amount of losses were quantified by estimation
using consumption and production data
(Lebersorger and Schneider, 2014; Marsh et al.,
2001; Mena et al., 2014). Although they provide
valuable information about the overall amount of
food losses, such studies suffer from the fact that
the timing of production and consumption of a
unit of food product does not always occur within
the same period for which data is reported (Marsh
et al., 2001). In some other studies, the amount of
fresh produce losses were quantified in simulated

supply chain conditions in terms of temperature
and relative humidity (Kelly et al., 2019; Nunes et
al., 2011, 2009). However, in real supply chain
conditions, factors other than temperature and
relative humidity, such as mechanical injuries,
microbial contamination, can also negatively
affect the quality of the fresh produces which can
cause an increase in product losses. Only in a few
studies, the postharvest losses were quantified in
real supply chain conditions in which the main
objective was to quantify the postharvest losses
for a specific commodity and country (Gogo et
al., 2017; Managa et al., 2018; Rediers et al., 2009).
However, to the best of our knowledge, no study
has been carried out yet which aimed at
comparing the postharvest losses in supply chains
with good and poor handling practices. Such
studies would be of interest, because, since the
results will be obtained from real life conditions,
it would be more convincing for different actors
of the fresh produce supply chain who are
reluctant to invest in necessary infrastructure for
better preserving the quality of fresh produces.

The aim of this study, therefore, was to quantify
the benefit of applying good handling practices in
reducing post-harvest losses, both commercial
and nutritional, in real supply chain conditions in
comparison with the poor handling practices. The
study was catried out on lettuce (Lactuca sativa cv.
Lollo rosso) and tomato (Solanum lycopersicum cv.
Kinali) supply chains which are among the leading
fresh produces in terms of production volume.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Both lettuces (Lactuca sativa cv. lollo rosso) and
tomatoes (Solanum lycopersicum cv. Kinali) were
procured from producers located at Antalya
province which is one of the major agricultural
regions of Turkey. Lettuces was supplied from the
glass house of Ertist Tarimcilik A.S. and tomatoes
from Enerji Tarim A.S. The final destination of
the produces was Istanbul which is the most
agglomerated city of Turkey with 15 million
habitants (Turkstat, 2018) and 698 km far from
Antalya.
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Figure 1 The schematic representation of the structure of A) lettuce and B) tomato supply chains and
sampling stages (GHP: good handling practices and PHP: poor handling practices).

Experimental approach

In order to compare the amount of produce loses
between GHP and PHP supply chains, firstly, the
good and poor postharvest practices were
determined for each supply chain stages of lettuce
and tomatoes, namely, harvest, transportation,
packaging and retail-display. These practices are
determined on the basis of the observations of
our suppliers and general literature in the field.
Regarding the hatvest stage, the utilization of
over-mature produces and wooden boxes was

considered as the poor practice. For lettuces,
when the overmature heads are forced to fitin the
standard wooden boxes to meet the standard
number of items expected in a box, they get
squeezed and leads to the fracture of the midribs
of the leaves. In case of tomatoes, over mature
fruits, which are softer, get easily injured during
supply chain and accelerates the ripening of the
whole batch due to stress-induced ethylene
emission. In addition, scratchy surface of the
wooden boxes also results in additional injuries.
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Therefore, with respect to good handling
practices produces should only be hatvested at
optimum maturity and over mature produces
should be avoided. Regarding the packaging stage,
lack of packaging for limiting transpiration is
considered as poor handlings practice for lettuce
and tomatoes whereas good handling practice
dictates the utilisation of such packaging. For the
transportation  and  retail-display  stages,
maintaining cool-chain is considered as good
handling practice and its absence as poor handling
practice. It should be noted that different
handling practices also exists for each supply
chain stage such as the utilisation of nebulized
water spray during retail-display especially when
the refrigeration cannot be afforded. However,
since in this study it was aimed at comparing the
best and worst supply chain scenarios,
substitutive applications which are used in the
absence of the best practice were omitted.

As can be seen from (Figure 1A-B), two batches
of lettuces (or tomatoes) , each consisting of 10
boxes, harvested from the same glasshouse were
prepared and supplied to the market by applying
good and poor handling practices at different
stages of the supply chain.

The first batch, comprising lettuces at optimum
maturity for marketing, was used for the GHP
supply chain study. The second batch comprising
overmature lettuces was used for the PHP supply
chain study. Plastic and wooden boxes were used
for GHP and PHP batches, respectively, and
temperature loggers (Trix-8, LogTag, New
Zeland), which recorded the temperature at 5 min
intervals were placed in one of the boxes of each
batch. Before transportation, each batch was
weighed (10 boxes together) and samples were
taken for the biochemical and microbiological
analysis. GHP batch was then transported to the
distribution house with a refrigerated truck
whereas the PHP batch was transported without
refrigeration. It took approximately 30 min to
arrive the distribution house. Upon arrival at the
distribution house, each lettuce head in the GHP
batch was packed with a macro perforated
packing film to reduce transpiration. The
temperature of the packaging and storage rooms
was at 15°C. For the PHP batch, secondary

packing was not done and they were stored at
ambient  temperature until loading  for
transportation. The weight of lettuce batches
were recorded (weight of secondary packages
were subtracted) before transportation to their
final destination. GHP batch was transported
with a refrigerated trailer in which the
temperature was set at 14°C. PHP batch was
transported without refrigeration. When upon
arrival to the point of sell in Istanbul after a drive
of approximately 10 h, lettuce batches were
weighed. Then GHP batch was placed at a
refrigerated display area of 4°C wheteas the PHP
batch was displayed at ambient conditions for 2
days. At the end of two days of display period
batches were weighed and each lettuce was
evaluated for its saleability. Samples from each
batch were also taken for the biochemical and
microbiological analysis.

For the tomato supply chain study same
experimental procedure was followed with the
difference that the inside temperature of the
trailer for long-distance transportation and display
area of the tomatoes were set at 12°C.

Biochemical analysis

Sample preparation

For the biochemical and microbiological analyses
of lettuce, 3 heads of lettuces were selected
randomly from the 10 boxes constituting the
batch. The leaves of each lettuce head were
detached from the main rib and, starting from the
youngest leaf, every 3 successive leaves were
grouped to represent leaves of different maturity.
Then, from each group of 3 leaves 1 leaf was
randomly selected. These selected leaves were
pooled to represent the lettuce head. By this was
three samples from the same lettuce head
comprising similar amount of leaves of different
maturity could be established. One of these
samples was used for lutein, [-carotene and
riboflavin analysis and other two samples were
used for sugar/organic acid and microbiological
analysis. In this way, it was aimed at minimizing
the effect of leaf maturity on the biochemical and
microbial analysis.
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For the tomatoes, 27 tomatoes were randomly
selected in total from each batch of 10 boxes.
Then selected tomatoes were divided into 3
groups comprising 9 fruits. One of these groups
were used for lycopene and  -carotene analysis,
another for sugar/organic acid analysis and the
remaining one for the microbiological analysis.
Prior to each analysis homogenates were prepared
by using 3 fruits each time which enabled
triplicate measurements. All the edible parts of the
tomato including the peel and seeds were used for
the analysis.

B-carotene, lutein and lycopene analysis

A five g of sample homogenate was mixed with
the extraction solution of 50 ml. Methanol/THF
(1:1, v/v) containing 0.1% (m/v) pyrogallol and
filtered under suction. Then extracts were
saponified with 12.5 mL of 50 % KOH solution
at room temperature for 2 h. The extract was
further mixed with 50 mL petroleum ether and
the filtrate was washed 2 times with 50 mI. 10%
NaCl. After solvent evaporation, the remaining
residue was dissolved in methanol/THF (1:1,
v/v) solution and the total volume was brought to
25 mL. Prior to HPLC analysis, the extract was
filtered through a 0.45 pwm
polytetrafluoroethylene filter (Lubitech,
Songjiang, China).

A twenty pl of sample was injected into the HPLC
system (Shimadzu 20 Series, LC Solutions, Japan).
The separation of B-carotene, lutein, and lycopene
was performed on a reverse-phase Zorbax® ODS
column (ID: 4.6 mm; particle size: 5um). The flow
rate of the mobile phase (95% methanol: 5%
THF) was 0.8 mL/min. Catotenoids were
detected with an UV-detector at 470 nm. The
results were the mean of three replicates which
were expressed as pg/100g FW.

Sugars and organic acids

A five g of sample homogenate was mixed with
20 mL of ultra-pute water at 4°C and centrifuged
at 25155 g for 20 min at 4°C. The supernatant was
filtered through a 045 pm filter (Lubitech,
Songjiang, China) and injected into the HPLC
system (LC-20AD Prominence, Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japan) equipped with a Rezex RCM

column (300 X 7.8 mm; Phenomenex, Torrance,
CA) at 80°C. The mobile phase was ultra-pure
water which was eluted isocratically at a flow rate
of 0.6 mL/min. Sugars were detected with a
refractive index detector (RID-10A) and the
results were expressed as g/100g FW.

The same filtrate was used for the HPLC analysis
of organic acids. Separations were carried out on
a Rezex ROA column (300 X 7.8 mm;
Phenomenex, Torrance, CA) thermostated at
55°C. The mobile phase was 0.005 N H2SO4 with
a flow rate of 0.5 mL/min. Organic acids were
detected with a diode array detector at 210 nm
and 245 nm, respectively. Organic acids were
expressed as g/100g FW except for ascorbic acid
which was expressed as mg/100g FW.

Riboflavin analysis

A five g of the lettuce homogenate was mixed
with 60 mL of 0.1 M HCL. The mixture was then
heated in a retort at 120°C for 30 min. After
cooling down to room temperature, the pH of the
mixture was adjusted to 4.5 with 2 M sodium
acetate. Then 250 mg clara-diastase, 50 mg
papain, 20 mg alfa-amylase, 0.5 mL acid
phosphatase, and 1 mL B-glucosidase enzymes
were added. The mixture was let for 3 h in a water
bath at 45°C with continuous shaking. After
cooling to room temperature, the volume of the
mixture was brought to 100 mL with 0.1 N HClI
and centrifuged at 4500 rpm for 5 min at 20°C.
The supernatant was filtered through a 0.45 um
filter (Lubitech, Songjiang, China) and 20 ul of
extract was injected into the HPLC (Shimadzu 20
Series, Shimadzu corp., Japan). The riboflavin was
separated using an Eclipse XCD-C18 column
(pore size 5 pum, 4.6 X 150 mm; Agilent),
isocratically at ambient temperature with
water:methanol (4:1, v/v) at 1 ml/min., also
detected with a fluorescence detector. Excitation
and emission wavelengths for riboflavin were 445
and 545 nm, respectively. The results were the
mean of three replicates which were expressed as
ug/100g FW.

Microbial analysis
Samples of 25 g were homogenized in 225 mL of
sterile peptone water solution (0.1%) in a sterile
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stomacher bag with a Stomacher (Tekmar,
Cincinnati, OH) for approximately 1 min. Ten-
fold dilution series were made in peptone water
solution. A 0.1 mL sample of each filtrate or its
appropriate dilution was spread on agar plates.
The culture media and conditions used for the
enumeration of the selected microorganisms were

as follows: (1) Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol ~(DRBC)  Agar  (Merck)
containing 100  pg/mL  chloramphenicol

incubated at 25 °C for 5 days for yeast and
moulds; (2) Pseudomonas Agar Base (Oxoid)
incubated at 30 °C for 36 h for Pseudomonas spp.;
(3) Violet Red Bile Lactose (VBRL) Agar (Oxoid)
for coliform bactetia at 37 °C for 24 h. Microbial
colonies were reported as log cfu/g of tissue.

Saleability ratio

In order to determine the saleability ratio of
lettuces, all the lettuce heads in a batch of ten
boxes were visually inspected for fresh
appearance and absence of defects by 3 assessors,
which have prior experience in retailing and fresh
produce quality. Then the assessors were asked to
trim the outer leaves until reaching the leaves with
acceptable visual appearance. The ratio of the
difference between the weight measurements
taken before and after trimming to the initial
weight of the lettuce head was used as a percent
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saleability ratio. The saleability ratio of tomatoes
was determined by the same assessors who
evaluated each tomato for the absence of defects
(mold growth, bruises, wilting etc.) which makes
tomatoes inapt for marketing. The number of the
tomatoes without defects in a batch was
expressed in percentage was used as the saleability
ratio for the tomatoes.

Statistical analysis

Unless otherwise indicated all the analyses were
studied at least in triplicate. The analysis of
variance (ANOVA) was used to test the
significance (P<0.05) of the mean differences. In
order to figure out the significantly different
means Tukey’s HSD (Honest Significant
Difference) test was used. XLStat software,
version 2010.2.02 (Addinsoft, Paris, France) was
used for the statistical analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

Lettuce supply chain

Weight loss and saleability

The time-temperature histories of the GHP and
PHP supply chains were given in Figure 2. The
averages of the temperatures recorded all through
the supply chains were 7.5°C and 20.0°C,
respectively.

|_’ Retail (49 h)

40 50 60 70

Time (Hours)

Figure 2 The time-temperature histories of the lettuce supply chain with good (GHP) and poor
postharvest handling practices (PHP).



Food losses in lettuce and tomato supply chains

The fresh and turgid appearance of lettuce is the
most important criteria which affect the
purchasing decision of the consumers and it is
strongly linked to the water content of the lettuce
(Agtero et al.,, 2011). The fresh weight loss of
leafy vegetables mainly results from respiration
and transpiration. During respiration water and
carbon dioxide are released as a result of oxidation
of cartbohydrates, resulting in dry matter loss.
However, in leafy vegetables, the weight loss due
to respiration is negligible compared to the
amount lost due to transpiration if they are stored
for periods shorter than 7 days (Wiley, 1994).

Therefore, in the present study, the weight loss of
lettuce heads was assumed to occur mainly due to
transpiration. The lettuces from the PHP supply
chain lost 20 % of their initial weight at the end
of the trial whereas lettuces from the GHP supply
chain lost only 6.6 % (Table 1). The highest
amount of weight loss occurred at retail display
and long distance transportation stages which are
in line with the findings of Managa et al. (2018)
who also reported that the amount of weight loss
in crisphead lettuces was the highest at the retail
display stage of the supply chain.

Table 1 The duration and weight loss data for each step of lettuce and tomato supply chains (PHP:
poor handling practices, GHP: good handling practices). Saleability percentage of lettuces and
tomatoes were determined at the end of the retail display period.

Lettuce Tomato
Duration Weight loss . Weight loss
(b) %0 %) Duration (h) %0 %)
Supply chain step PHP GHP PHP GHP
Harvest
+ Transportation 6 5.4 1.9 4.3 0.5 0.5
+ Packaging House
Transportation 13 4.8 14 16.5 3.2 0.5<
Retail display 49 9.8 3.3 46 0.8 0.5<
TOTAL 68 20.0 0.6 060.8 4.5 0.5
Saleability (%o) 0 72 0 100

In general, the price of fruit and vegetables is
determined on a weight basis. In this respect, the
amount of weight loss corresponds directly to
commercial loss. However, the repercussion of
the weight loss on the visual appearance, thus,
consumer perception is also vital for the
determination of the commercial loss. It was
reported that consumers do not purchase lettuces
which lost more than 3% of water due to their
unacceptable wilted appearance (Paull, 1999). As
seen from Table 1, in this study the lettuce heads
from the PHP supply chain which lost 20%
weight were totally unacceptable whereas 72% of
the lettuce heads from the GHP supply chain
were still saleable which lost only 6.6%. When
compared to the threshold value (3% weight loss)
reported by Paull (1999) our results for the GHP
supply chain can be considered as contradictory.
However, in the study of Paull (1999) authors did
not quantify the remaining acceptable portion of
the lettuces after trimming the wilted leaves as it

was done in this study. Therefore, our results
indicate that setting a weight loss threshold value
for the visual acceptance of outer leaves of
lettuces does not reflect the real amount of lettuce
lost due to consumer rejection.

Changes in microbial quality

The changes in the microbiological quality of the
lettuces were evaluated on the basis of coliform
and Pseudomonas counts. Coliforms are generally
accepted as indicator bacteria for the hygiene level
of the fresh produces (Falomir et al., 2010). The
Psendomonas spp. are the most prevalent bacteria
which are associated with the spoilage of the
lettuces (Geysen et al., 2000). After two days of
retail display, the coliform counts were
significantly (P<0.05) higher in lettuces subjected
to PHP than GHP whereas no significant
difference was observed for Pseudomonas counts
(Table 2). The possibility of contamination due to
lack of proper packaging and the high
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temperatures from the PHP supply chain might
have led to higher coliform counts in PHP supply

chain samples than those from the GHP supply
chain in lettuces.

Table 2 Microbial load of lettuces at harvest and at the end of retail display which were supplied
through poor (PHP) and good handling practices (GHP).

At hatrvest After 2 days at retail display

PHP GHP
Coliform (logCFU/g) 4.43 + 0.62a 5.88 = 0.60b 4.92 £ 0.73a
Psendomonas (logCFU /@) 3.80 £ 1.04a 5.79 £ 0.40b 5.18 = 0.75b

Changes in nutritional quality

In lettuce, ascorbic acid, B-carotene, lutein, and
riboflavin are known as the major phytochemicals
of nutritional value (Kim et al., 2016). As a potent
anti-oxidant ascorbic acid content of fruits and
vegetables is known to decrease when produces
are exposed to stress conditions such as high
temperatures during storage and processing.
Therefore, ascorbic acid is generally accepted as
an indicator compound for the nutritive value of
fruits and vegetables (Agtero et al., 2011). The
ascorbic acid content of lettuces decreased during
the course of the supply chain and the extent of
decrease was slightly higher, but not significant
(P>0.05), in lettuces subjected to PHP than GHP
(Table 3). Lutein and (-carotene content of the
lettuces from the GHP supply chain decreased
significantly (P<0.05) at the end of the trial (Table
3). However, compared to values at harvest their
content did not show any significant change in
lettuces from PHP supply chain. This indicates
that the conditions prevailing in PHP supply
chain did not show any adverse effect in lutein
and B-carotene retention. These results are in
confirmation with the findings of Bergquist et al.
(2005) who reported that carotenoids retained

better in baby spinach when stored at 10°C than
2°C. Similatly, the lutein and B-carotene contents
of mangos (Vazquez-Salinas and
Lakshminarayana, 2018), baby-leaf lettuce and
salad rocket (Saini et al., 2016) were also found to
be better retained when stored at higher
temperatures. A significant increase was observed
in the riboflavin content of lettuces from both
GHP and PHP supply chains. The increase in
riboflavin content of lettuces from the PHP
supply chain was more marked and 2 folds higher
than the values at harvest (Table 3). The literature
concerning the effect of postharvest storage on
the riboflavin content of fruit and vegetables is
rather scarce. Watada (1987) reported that the
riboflavin content of potatoes increased during
postharvest storage while that of green beans
decreased. Riboflavin is known to play an
important role in the plant defense system against
various biotic and abiotic stress factors (Dong and
Beer, 2000). Therefore, the marked increase in the
riboflavin content might be due to induction of
the riboflavin synthesis as a response to stress
factors prevailing in the PHP supply chains such
as high temperature, microbial growth, and
excessive transpiration.

Table 3 Carotenoids, vitamin, soluble sugar and organic acid content and microbial load of lettuces at
harvest and at the end of retail display which were supplied through poor (PHP) and good handling
practices (GHP).

At hatrvest After 2 days at retail display
PHP GHP

Lutein (ug/100g) 1166.2 £ 133.8a 1161.7 + 16.8a 896.0 £ 27.2b
B-carotene (ug/100g) 1728.5 £ 158.52 1726.5 + 26.3a 1567.0 £ 66.2b
Riboflavin (ug/100g) 71.8 £ 13.7a 158.0 + 3.8b 1153 + 4.3¢
Ascorbic acid(mg/100g) 82%13a 7.6 £0.2a 7.8 £0.1a
Fructose (g/100g) 0.65%0.17a 0.58 £ 0.03a 0.66 £ 0.09a
Glucose (g/100g) 0.49 £ 0.18a 0.46 £ 0.05a 0.54 £ 0.11a
Malic acid (g/100g) 0.42 £ 0.02a 0.60 £ 0.22b 0.32 £ 0.10a
Citric acid (g/100g) 0.06 £ 0.01a 0.21 + 0.09b 0.06 * 0.02a




Food losses in lettuce and tomato supply chains

The fructose, glucose, malic and citric acid
contents of lettuces from the GHP supply chain
did not exhibit any significant (P>0.05) change at
the end of 2 days of retail display in comparison
with the values measured at harvest (Table 3).
However, the malic and citric acid content of
lettuces from the PHP supply chain increased
significantly (P<0.05) during the same period.
Since malic and citric acid are the intermediates of
the Krebs Cycle, the increased levels of these
organic acids might indicate an increase in the
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respiration rate of lettuces due to high
temperatures observed in the PHP supply chain
study.

Tomato supply chain

Weight loss and saleability

The time-temperature record of the tomato
supply chains was given in Figure 3. The averages
of the temperatures recorded all through the
supply chain were 14.3°C and 28.6°C for GHP
and PHP supply chain studies, respectively.
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——PHP
——GHP
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Figure 3 The time-temperature histories of the tomato supply chain with good (GHP) and poor
postharvest handling practices (PHP).

Compared to lettuce, tomato is more resistant to
water loss due its surface atea is narrow and
cuticle layer which limits transpiration. As can be
seen from Table 1, at the end of two days of retail
display tomatoes from PHP supply chain lost
4.5% of their initial weight compared to 0.5% of
weight loss observed in tomatoes from GHP
supply chain. The extent of weight loss in
tomatoes was lower than in lettuce, however, the
difference between the PHP and GHP supply
chains was higher (9-fold) than the lettuce trial.
When the whole supply chain was evaluated, the
major stages at which the weight loss was higher

were transportation (3.2%) and retail display
(0.8%). As it was also observed in the lettuce
study, the weight loss occurred during the supply
chain does not reflect truly the real commercial
loss, because, when tomatoes were assessed
visually for their saleability, the tomatoes from the
PHP supply chain were totally unsaleable due to
spoilage (Table 1). However, tomatoes of the
GHP supply chain were still saleable as no visual
defects were observed which could hamper the
purchasing decision of the consumers.
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Table 4 Microbial load of tomatoes at harvest and at the end of retail display which were supplied
through poor (PHP) and good handling practices (GHP).

At harvest After 2 days at retail display

PHP GHP
Coliform (logCFU/g) <1 297 +£0.15 <1
Mold (logCFU/g) 2.53 £ 0.15a 2.58 £ 0.11a <1

Changes in microbial guality

The microbiological quality of the tomatoes was
assessed on the basis of mold and coliform count.
As can be seen from Table 4, 253 £ 0.15
logCFU/g of mold was detected in tomatoes
sampled immediately after harvest. In tomatoes
that were subjected to PHP thorough out the
supply chain, mold content increased up to 2.58
+ 0.11 logCFU/g which was not significantly
different from the initial value. However, in

tomatoes from GHP, no mold was detected at the
end of the supply chain. Initially, no coliform
bacteria were detected in tomatoes. However, at
the end of the supply chain tomatoes subjected to
PHP were found to contain 297 * 0.15
logCFU/g of coliform bacteria whereas no
coliform bacteria was detected in tomatoes from
the GHP supply chain indicating the beneficial
effect of GHP on the tomatoes’ microbial quality.

Table 5 Carotenoids, vitamin, soluble sugar and organic acid content of tomatoes at harvest and at the
end of retail display which were supplied through poor (PHP) and good handling practices (GHP).

At harvest After 2 days at retail display
PHP GHP
Lycopene (ug /100g) 6119.8 = 146.5a 6150.3 = 38.3a 6016.8 = 49.3b
B-carotene (ug/100g) 528.4 £ 14.0a 487.6 = 4.3b 495.8 £ 3.8b
Ascorbic acid(mg/100g) 19.7 £ 0.8a 15.5 £ 0.1b 16.8 £ 0.2c
Fructose (g/100g) 145+ 0.11a 1.38 £ 0.03a 1.35 + 0.06a
Glucose (g/100g) 1.19 £ 0.04a 1.32 £0.01b 1.30 £ 0.03b
Malic acid (g/kg) 0.49 £ 0.05a 0.44 £ 0.06a 0.54 £ 0.01b
Citric acid (g/kg) 5.79 £ 0.36a 6.22 £ 0.27b 5.36 = 0.33a

Changes in nutritional quality

The change in the nutritional quality of tomatoes
was assessed on the basis of major carotenoids,
lycopene and [-carotene, and ascorbic acid
content (Table 5). Among different nutritive
compounds, lycopene was the most abundant and
tomatoes were found to contain 6119.8 * 146.5
ug/100g of lycopene at hatvest. The lycopene
content of tomatoes at the end of the supply chain
from PHP and GHP supply chain trials was not
significantly (p>0.05) different. However, B-
carotene content of the tomatoes from both
supply chains studies was significantly (p<<0.05)
lower than the values measured at harvest, but
these values were not significantly (p>0.05)
different from each other. In tomatoes,
carotenoids are synthesized through the
carotenoid biosynthesis pathway where lycopene
serves as a precursor for the synthesis of B-

carotene (Marty et al., 2005). In general, tomato
carotenoid content was reported to increase with
ripening (Davies et al, 1981). Due to high
temperatures attained during PHP supply chain
(Figure 3) tomatoes seems to ripen/senescence
faster than those from GHP. As a result, slightly
higher lycopene and B-carotene contents were
observed in tomatoes from PHP than GHP
supply chain. The ascorbic acid content of
tomatoes was reported to decrease with ripening
(Oms-Oliu et al, 2011) and during high
temperature storage (Lee and Kader, 2000)
confirming our observation that the tomatoes
from PHP lost significantly (p<<0.05) more
ascorbic acid than those from GHP.

The glucose and fructose were the major sugars
found in tomatoes (Davies et al., 1981). Sucrose
was not detected in any of the samples studied.



Food losses in lettuce and tomato supply chains

Regardless of the supply chain conditions,
compared to their initial values at harvest, glucose
content of tomatoes significantly (P<0.05)
increased whereas fructose content did not show
any significant (P>0.05) change at the end of the
supply chain trial (Table 5). Regarding organic
acids, the citric acid content of the tomatoes from
PHP increased significantly (P<0.05) whereas
malic acid content did not exhibit any significant
(P>0.05) change compared to values measured at
harvest (Table 5). An opposite pattern of change
was observed for the tomatoes from GHP supply
chain. These results were in accordance with the
findings of Oms-Oliu et al. (2011) who reported
that as fruit begin to ripen, the increased catabolic
activity of the malic enzyme and the continued
activity of malate dehydrogenase and citrate
synthase leads to a decline in malic levels and the
preferential accumulation of citric acid in
tomatoes.

CONCLUSION

It can be concluded that, still huge amounts of
postharvest losses can be avoided if good
postharvest handling practices are employed with
a holistic perspective in fresh produce supply
chains. The supply chain steps at which prolonged
exposure to high temperatures occurred, namely,
retail display and transportation, were the most
critical stages where improvement efforts should
be focused. The results of this study also showed
that the quantification of commercial loss solely
on the basis of weight loss can be misleading as it
does not necessarily reflect the saleability of the
produces. In prospect, it would be of interest to
enlarge the methodology used in this study to
other fruits and vegetables in order to have a
much wider and complete understanding of the
reasons and amounts of the losses occurring in
the fresh produce supply chains.
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oz

Trketicilerin fonksiyonel gida tiriinlerine olan talepleri son 20 yilda artmistir. Bu egilimin bir sonucu olarak,
probiyotik gida triinleri pazarinda hizl bir bityiime gézlemlenmistir. Ancak, probiyotik gida tirtinlerinin raf
omrii, bu pazart ve tiiketici taleplerini karsilamada stnurlayicr bir faktérdiir. Bu noktada postbiyotikler, saglik
potansiyellerinin yant sira bu tiir smirlart agmak icin yeni bir kavram olarak ortaya ¢tkmistir. Kisaca
postbiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan Gretilen biyoaktif maddeler yani fermantasyon metabolitleridir.
Mikrobiyal metabolitler, mikrobiyal hiicreler ve bunlarin bilesenlerini icerebilitler. Cesitli probiyotiklerden
veya aktif olmayan formlarindan elde edilebilitler. Son yillarda, dogasmi ve potansiyel saglik yararlarint
anlamak icin giderek daha fazla sayida arastirma yapilmaktadir. Bu ¢alismanin amacy, icerikleri ve potansiyel
saglik yararlart ile ilgili postbiyotikler tizerine yapilan giincel galismalar hakkinda bilgi vermektir.
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A NEW INSIGHT OF THE FUNCTIONAL FOOD CONCEPT: POSTBIOTICS
ABSTRACT

Consumer demands on functional food products have been increased for the last 20 years. As a result
of this trend, rapid growth in the probiotic food products market was observed. However, the limited
shelf-life of probiotic food products is a limiting factor in improving this market and meeting
consumer demands. At this point, postbiotics have emerged as a novel concept to exceed these kinds
of limits as well as their health potentials. Briefly, postbiotics are bioactive products produced by
microorganisms, i.e. fermentation metabolites. They may contain microbial metabolites, microbial
cells, and their components. They may obtain from various probiotics or their inactive forms. In
recent years increasingly, various investigations have been carried out to understand their nature and
potential health benefits. This study aims to review recent studies on postbiotics related to their
nature and potential health benefits.

Keywords: Postbiotics, functional food, prebiotics, probiotics, health

*Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author
@n: zeynepseydim@sdu.edu.tr @: (+90) 246 211 1681 &: (+90) 246 237 0437

Caglar Gokirmakli; ORCID no: 0000-0002-2572-8589
Bilgenur Ucgiil; ORCID no: 0000-0002-6834-5086
Zeynep B. Glizel-Seydim; ORCID no: 0000-0002-1536-6545



Postbiyotikler

GIRIS
Gindelik hayatin hizli yasam temposu ve buna
bagli  olarak  yayginlasan  hizli  yeme

aliskanliklarinin tiiketici sagligt tzerindeki etkileri,
bilim insaninin ¢alismalarina  konu olmaya
baslamistir. Fazla yagli, fazla tuzlu ve fazla sekerli
drinlerin tiketimine bagh olarak meydana gelen
dengesiz sekilde beslenmenin, viicuda zararlart
sadece mide ve bagirsak sorunlart ile kalmayip,
ayrica, gida alerjisine, kalp ve damar hastaliklari ile
bagisiklik sisteminin zarar gOrmesine sebep
olabilmektedir. Dahasi, yeni yapilan calismalara
gore Parkinson ve Alzheimer gibi nérolojik
hastaliklara da sebep olabildigi belirtilmigtir
(Homayouni-Rad vd., 2020; Maguire ve Maguire,
2018; Myles, 2014).

Beslenme ve insan saglig iliskisi, yaklastk 2500 yil
once, ilk defa Hipokrat tarafindan “ilaciniz
gidaniz, gidantz ilaciniz olsun” ifadesi ile ortaya
konulmustur. Gunimizde ise, kalp, dolasim
sistemi ve obeziteye baglt rahatsizliklarda yaganan
artts nedeniyle, tlketicilerin fonksiyonel besinlere
ve gida takviyelerine yonelimi  artmistir.
Fonksiyonel gidalar, besin dgeleri saglamalarinin
Otesinde, tiketicisine, ek saglk faydalari da
saglamaktadir. Bu g@da grubu  igerisine,
minerallerden liflere kadar pek ¢ok farkli gida ve
gida bileseni dahildir. Bunlar igerisinde ise,
probiyotik gidalar, saglik etkileri nedeniyle artan
tilketici talebine baglt olarak, ayri bir 6neme
sahiptir (Glnes vd., 2018).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, probiyotiklerle
iligkilendirilen ve postbiyotik, psikobiyotik ve
paraprobiyotik gibi farkli yeni kavramlarin ortaya
attlmasint  saglamistur  (Gokirmaklt ve  Giizel-
Seydim,  2020). Bu  c¢alismanin  amact
postbiyotikler ve saglik etkileri tizerine giincel
bilgileri derlemektir.

PROBIYOTIKLER VE SAGLIK
FAYDAILARI
Probiyotikler “vicut igin faydali

mikroorganizmalar” temelinde detaylandirilarak
yaygin olarak tanimlanmistir (Arpa-Zemzemoglu
vd., 2019; Erem, 2019; Oztiitk-Orug ve Cakir,
2019; Sengtin vd., 2020). Hem probiyotiklerin,
hem de tiketilen gidalarin, saglik tizerinde olumlu
etkilerinin ~ olmasy, bu  gidalarin  kolon

mikrobiyotasini, kisa stire icerisinde bile olumlu

etkileyebilme potansiyelleri ile yakin iligki
icerisindedir (Delzenne ve Bindels, 2019; Wargo,
2020). Probiyotiklerin saglik etkileri olarak;
antimikrobiyal (Oztiirk ve Giindiiz, 2018),
antidiyabetik (KKocsis vd., 2020; Zhang vd., 2020),
zihin saghgint dyilestirici (Xiao vd., 2020),

nekrotizan enterokolit Onleyici (Craighead vd.,
2020), anti-enflamatuar ve anti-oksidan (Yang vd.,
2020), Helicobacter pylori tedavisi ic¢in faydalt
(Akdeniz vd., 2018), laktoz intoleranst tizerinde
faydali (Akal ve Yetisemiyen, 2020), anti-
depresan, hipokolesterolemik (Roobab vd., 2020)
etkiler seklinde faydalari tespit edilmis olmakla
birlikte, her probiyotigin her hastalik tzerinde
aynt etkiyi yaratmadidi belirtilmektedir. Bu durum,
probiyotik etkinliginin  kullanilan ~ probiyotik
tirtine ve hastalifa gére degisebildigi seklinde
Ozetlenmistir (D’Angelo vd., 2017; Sniffen vd.,
2018). Ornegin, yapilan ¢alismalar, bazi spesifik
probiyotiklerin antibiyotik iliskili ishal, Clostridinm
difficile enfeksiyonu, huzursuz bagirsak sendromu,
enflamatuar bagirsak hastalig, Helicobacter pylori
enfeksiyonu, hastane enfeksiyonlari, turist ishali
ve akut pediatrik ishal tzerinde olumlu etkilere
sahip olduguna dair glicli kanitlar sunmaktadir
(McFarland, 2018).

Probiyotikler, sadece kefir (Hikmetoglu vd.,
2020), yogurt (Azizkhani vd., 2020) gibi yaygin
olarak piyasada olan dogal gida triinlerinde degil,
gesitli firncilik  Grtinleri (Erem, 2019), farkli
meyve sular1 (karpuz, cilek, frenk tiziimii suyu vb.)
(Perricone vd., 2015; Oztiirk vd., 2019) ve bitkisel
temelli siitlerde (hindistan cevizi sitd, soya sitd,
badem siti vb.) (Etk vd., 2019) uygulama alant
bulmustur. Probiyotiklere ek olarak, giintimiizde,
postbiyotikler (Nataraj vd., 2020), psikobiyotikler
(Marx vd,, 2020), para-probiyotikler,
gerobiyotikler (Tsai vd., 2021), biyoterapétikler,
yeni nesil probiyotikler (O*Toole vd., 2017) ve
tasarimct probiyotikler (Paton vd., 2006) seklinde
yeni ve inovatif kavramlar literatiirde yerini
almistir. Yeni olan bu kavramlarin postbiyotikler
ile aralarinda olan farkliliklar ~ Sekil 1’de
Ozetlenmistir. 2013 yilinda, kiresel probiyotik
pazart yaklastk 36 milyar USD iken, bu degerin
2020’de  yaklagitk 52 milyar USD olacag1
belirtilmistir (Satkar, 2016; de Simone, 2019).
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Sekil 1. Probiyotiklerle iligkili yeni kavramlar. Bu sekil i¢in Sarkar vd., (2016); O’Toole vd., (2017);
Singh vd., (2017); Cuevas-Gonzalez vd., (2020); Tsai vd., (2021) tarafindan yapilan ¢alismalardan
faydalanilmistir.

PREBIYOTIKLER

FAYDAIARI

VE

SAGLIK

kabul edilir (Farias vd., 2020). Gidalarda da en

Kolon mikrobiyotasina pek ¢ok faktor etki
etmektedir. Beslenme, kolon mikrobiyotasinin

icerigindeki tim canlilar icin temel enerji
kaynagidir. Ozellikle sindirilemeyen
karbonhidratlar, kolon mikrobiyotasinin
kompozisyonunu onemli duizeyde

etkileyebilmektedir. Sindirim sistemindeki faydalt
mikroorganizmalar, bu sindirilemeyen besin
bilesenlerini fermente ederek kendilerine enetji
saglayabilmektedir. Bu sindirilemeyen, canl
olmayan besin bilesenleri prebiyotikler olarak
adlandirilmaktadir. Prebiyotikler, faydali
bakterilerde bulunan enzimlerden dolays, segici
olarak kullanilabilme yetenekleri nedeniyle kolon

mikrobiyotasini  olumlu  etkileyebilmekteditler
(Davani-Davari  vd., 2019). Polisakkaritler
(direncli nisasta, pektin ve dekstrin) gibi
sindirilemeyen karbonhidratlar ve

oligosakkaritler, 6rnegin fruktooligosakkaritler,
galaktooligosakkaritler, ksilo  oligosakkaritler,
izomaltooligosakkaritler,

arabinoksilanoligosakkaritler ve laktuloz ile intlin
prebiyotik 6zelliklere sahip gida bilesenleri olarak

fazla belirtilen prebiyotik tirt oligosakkaritlerdir
(Akdeniz-Oktay ve Ozbas, 2020). Prebiyotiklere
yonelik artan talebin ana kaynagi, saglk Uzerine
olumlu pek ¢ok farkli etkilerinin bilimsel
kanitlaridir.  Bunlar  arasinda,  konakeida;
konstipasyonu azaltma, mineral emilimini artirma,
bagirsak pH’stt  azaltma, bagirsak bakteri
dengesini restore etme ve antikanserojenik etki
gibi 6nemli saglik etkileri mevcuttur (Ashwini vd.,
2019). Prebiyotiklerin eknonomik buytkligi
incelendiginde, yalnizca 2015 yilinda, kiiresel
prebiyotik pazart 2,90 milyar USD degerindeydi
ve bu degerin, 2025 yili itibariyle, iki farkl
calismaya gore, 8,5 milyar USD ya da 10,55 milyar
USD olmast 6ngorilmektedir (Farias vd., 2019;
Quigley, 2019).

POSTBIYOTIKLER

Son yillarda, postbiyotikler ve para-probiyotikler
gibi  probiyotiklerle ilgili yeni kavramlar,
probiyotiklere ilave  biyoaktiviteler = sunarak
konakgtya fayda saglayabilecek canli olmayan
mikroorganizmalart  veya hiicresiz  Szitleri
tanimlamak icin kullanilmistir. Postbiyotikler,
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canlt hiicreler (probiyotik olan veya probiyotik
olmayan) tarafindan salgilanan veya hiicresel
lizizden sonra agiga ¢ikan ve konaga olumlu etki
saglayabilen ¢Oziinir faktSrlerdir (mikrobiyal
drinler  veya  metabolik  yan  drtnler).
Postbiyotikler, metabiyotikler, biyojenikler veya
metabolitler ve/veya hucresiz
supernetantlar/6zler  olarak  adlandirilabilir.
Tersine, para-probiyotikler, yeterli miktarlarda
uygulandiklarinda tiiketicilere fayda saglayan,
inaktive (cansiz) mikrobiyal (probiyotik veya
probiyotik olmayan) bozulmamis/saglam
hiicrelerdir. Benzer sekilde, para-probiyotikler
cansiz probiyotikler, inaktive edilmis probiyotikler
veya hayalet probiyotikler olarak adlandirilir
(Cuevas-Gonzalez vd., 2020). Moradi vd., (2019),
postbiyotikleri, mikrobiyal gelisimin saglandigt
ortamda olusan laktik asit bakterileri (LAB)’ne ait
metabolik yan Urlinler olarak belirtmislerdir.
Postbiyotiklerin, uygun absorpsiyon,
metabolizma ve bosalum potansiyellerine sahip
oldugu ve bdylece, konakeidaki ¢esitli organ ve
dokulara yuksek kapasiteli sinyal gonderimi
yaparak cesitli biyolojik tepkileri tetikledigi
belirtilmistir. Postbiyotiklerin benzersiz kimyasal
yapilara sahip olmasi, giivenilir profillere sahip

olmalari, tespit edilmis bir toksisitelerinin
olmamasi, probiyotiklerden daha uzun raf
Omriine sahip olmalari, memeli bagirsak

enzimlerine direncli olmalari, anti-enflamatuar,

immunomodilatér (bagistklik sistemi
reaksiyonlarint  dizenleyici), anti-obezojenik,
antihipertansif, hipokolesterolemik, anti-

proliferatif (hiicrelerin cogalmasini engelleyen) ve
antioksidan aktivitelere sahip olabilen cesitli sinyal
molekillerini  icermeleri ve  gastrointestinal
sistemde stabil olarak kalabilmeleri onlart
giivenilir bir alternatif yapmaktadir. Ozet olarak,
postbiyotikler, fermantasyon sirasinda
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen biyoaktif
bilesiklerdir. Postbiyotikler arasinda mikrobiyal
hiicreler, htcre bilesenleri ve metabolitler
bulunur. Cok gesitli probiyotiklerden veya onlarin
inaktivasyonu yoluyla elde edilebilir ve raf émri
acisindan farkhilk gosterebilitler. Postbiyotikler
fonksiyonel gidalarda ve farmasotik endustride
hastaliklar1 6nlemek ve terapétik amaglar icin
kullanilabilirler. Bu amagla, bagirsak mikrobiyel
ekosistemine tanidik olmayan probiyotik suglart

kullanmak  yerine, = konake¢inin
probiyotiklerini  gl¢lendiren, sagligt
etkileyen postbiyotikler, canli probiyotiklere gére
daha glivenli bir alternatif olarak kabul edilebilirler
(Aguilar-Toala vd., 2018; Homayouni-Rad vd.,
2020; Moradi vd., 2019; Rad vd., 2020a; Wegh vd.,
2019).

endojen
olumlu

Biyoteknolojik olarak, fermantasyon,
postbiyotiklerin ~ temel  kaynagidir.  Tahil
tanelerindeki B vitamini igerifindeki artis,

postbiyotik fermantasyonuna glizel bir Grnektir.
Tahilar, 6nemli dizeyde B grubu vitaminleri
igerir. Siklikla, bu vitaminler, 6giitilme prosesi
sonrasinda kayba ugrar veya 1s1l islem neticesinde
yok olurlar. Tahdlarin fermantasyonu ve ayrica
LAB 116 on i§lemleri, B1, Bz, B3, B(), B11 ve B12
vitaminlerinin  igerigini  yikselterek  bakteri
sentezini destekler. Potansiyel olarak tahil bazl
triinlerde B vitamini icerigini artirmak igin
postbiyotikler iyi bir alternatif olabilir (Tomasik ve
Tomasik, 2020).

Yapilan farkli calismalar, sagliklt bir bagirsagin i¢
dengesinin ve islevselliginin, canh bakterilerin
mekanizmalarina bagl oldugunu gdstermistir.
Bagirsak  mikrobiyotasinin - modifikasyonu,
mukoza ve epitelyumdaki rekabet¢i bakterilerin
tutunabilme kabiliyetleri, bagistklik sisteminin
modilasyonu gibi mekanizmalar bakterilerle
iliskilendirilir. Probiyotiklerin bu yaratlt etkileri,
esas olarak dogustan gelen bagisiklik sistemi ile
iliskilidir, fakat probiyotiklerin etkinligi buyik
Olgiide mikrobiyal tirlere veya suglara ve
bunlardan tiiretilen postbiyotiklere, probiyotik
hticre miktarina ve etkinligine baghdir. Bu
baglamda, faydali bagirsak mikrobiyotasinin
saglig gelistiren faydalart hem canli (probiyotik)
hem de cansiz metabolitleri ve/veya yan trtinleri
(postbiyotikler) ile iligkili olabilmektedir. Yapilan
son calismalar, canli bakterilere atfedilen bu
mekanizmalarin  bakterilerle  dogrudan  bir
ilgilerinin olmadigint 6ne stirmektedir. Yapilan
calismalarda, dort farklt  Bifidobacterium  bifidum
BGN4 fraksiyonunun (tam hiicre, hiicresiz 6zler,
saflastirdmis hiicre duvart ve kiltir stipernetantt)

birbirlerinden  farkli  bagisiklik  reaksiyonlar
gosterdigi,  Lactobacillus ~ ve  Bifidobacterinm

suslarindan elde edilen yiiksek diizeyde mikrobiyal
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karbonhidrat iceren fraksiyonlarin da timor
baskilayict  aktiviteler g6sterdigi  bildirilmistir
(Aguilar-Toala vd., 2018). Bununla bitlikte, canlt
mikrobiyal hiicrelerin  yaygin  kullanimindan
kaynaklanan guvenlik sorunlart ile ilgili ortaya
ctkan endise ve raf 6mri sorunlarini ortadan
kaldirabilecekleri ve mikrobiyal translokasyon
(canli mikroorganizmalarin bagirsak epiteliyal

bariyeri gec¢mesi) ile enfeksiyon risklerini
azaltabilecekleri icin canlt olmayan
mikroorganizmalara veya mikrobiyal hucre

Ozutlerine olan ilgi glin gectikce artmaktadir
(Aguilar-Toala vd., 2018; Homayouni-Rad vd.,
2020; Taverniti ve Guglielmetti, 2011).

Postbiyotiklerin Kullanim Alanlar:

Postbiyotiklerin farmasotik triinlerde, gidalarda,
tarimda  ve  kiltir  balikgihginda  da
kullanilabilecegi belirtilmistir. Ornegin, bulasict
hastaliklar, su Girtinleri yetistiriciliginin gelisiminde
ciddi bir sorundur. Ancak, kisa zincirli yag asitleri,
peptitler, ekzopolisakkaritler, vitaminlet,
peptidoglikan, lipopolisakaritler, hiicre yiizey
proteinleri ve teikoik asit gibi postbiyotikler, su
driinleri yetistiriciliginde alternatif hastalik kontrol
ajanlart olarak kullanimda yiksek potansiyele
sahiptir (Ang vd., 2020). Yapilan pek ¢cok ¢aligma
postbiyotiklerin gida katki maddesi olarak da
kullanilabilecegini  géstermistir.  Uc¢  farklt
Lactobacillus spp. arasinda bir karsilagtirma yapilmus
ve L. salivarins hiicresiz sUpernetantinin et ve
sutteki ~ bakteriyel ~ patojenlerin (Listeria
monocytogenes)  kontroli icin etkili dogal bir
koruyucu olabilecegi belirtilmistir (Moradi vd.,
2019). Bagka bir calismada, postbiyotiklerin
yemlere dahil edilmesiyle ineklerdeki rumen
fermentasyon parametrelerinin olumlu etkilendigi
gbzlemlenmistir. Fibrobacter Suecinogenes,
Ruminococens albus ~ve Ruminococcus flavefaciens ve
protozoa gibi selillolitik bakteri popiilasyonlart
postbiyotik ilavesi ile artmakta, bu da, rumen

fermantasyonunun artmasina katkida
bulunabilecek daha yiiksek lif sindirimini
gostermektedir (Izuddin vd., 2018). Ek olarak,
broiler  tavuklarin  bagisiklik  sistemlerini
giclendirmek ve biyiime performanslarin
iyilestirmek icin indlin destekli postbiyotik
uygulamast  gerceklestirilmistir. Uygulanan
karisimin, tavuklarin - bagisiklik  sistemlerini,

gelisim performanslarint ve sindirim sistemlerini
olumlu yénde etkiledigi rapor edilmistir (Kareem
vd., 2016). Yapilan bagka bir c¢alismada,
Lactobacillus plantarnm tarafindan iretilen gesitli
metabolitlerin farkli oranlarda kombinasyonlariyla
muamale edilen, sttten kesilmis domuz
yavrularinin biiyime performanst, ishal insidansi,
bagirsak  ortamu  ve besin  sindirilebilirligi
incelenmistir. Calisma sonuclarina gére, %0.5
metabolit kombinasyonuyla muamele edilen
sitten kesilmis domuz yavrularinin blylme
performansinda, bagirsak ortaminda ve protein
sindirilebilirliginde iyilesme tespit edilmistir (Loh
vd., 2013).

Postbiyotiklerin Saglik Uzerine Etkileri
Yogurt, kefir, lahana tursusu, salamura sebzeler

gibi fermente gida driinleri  postbiyotik
bakimindan zengin icerikli gidalardir.
Postbiyotiklere  kisa  zincitli yag  asitleri,

bakteriyosinler, kefiran, biyoaktif peptitler 6rnek
olarak verilebilir (Cizelge 1). Postbiyotiklerden
gelen fenolik  bilesiklerin  ¢ogu  bagirsakta
emilmeden kalir. Bu polifenoller ile bagirsak
mikrobiyotast  arasindaki karmastk etkilesim
sonucunda mikrobiyal déntstim Griinleri olusur.
Bu rinlerin  Clostridium  spp.’nin  patojenik
suslarinin - biiylimesini  baskiladigl, kommensal
bakterileri ise ya daha az ya da pozitif olarak
ctkiledigi belirtilmistir. Ayrica, fareler tzerinde
yapilan denemelerde, postbiyotiklerin farelerde
Salmonella spp. enfeksiyonuna karst
immunomodilatér ve koruyucu etki gosterdigini

belirtmektedir. Genel olarak, test edilen
postbiyotiklerin ~ hem  uyarilmis hem de
uyaritlmamis hucrelerde dikkate deger anti-

enflamatuar etkisi nedeniyle imminomodilator
etki gosterdigi sonucuna varlmistir (Chaluvadi
vd., 2015; Dunand vd., 2019; Mayorgas, 2020).

Equol, su ana kadar insanlarda en ¢ok incelenen
fenolik tiirevi postbiyotiktir. Equolin insan
diyetinde ana kayna@i soya ve triinleri olarak
belirtilse de, bazt Lactobacillus sp. bakterilerininde
equol Uretebildikleri rapor edilmistir. Bugiine
kadar, baslica kanitlar, menopoz semptomlarina
karst korumada equol desteginin yararli etkileri
olabilecegini gostermektedir. Bu etkilerle ilgili
molekiler mekanizmalar tam olarak
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aydinlatilmamis olsa da, hayvan calismalari,
equoliin  &strojenik  aktivitesinin  belirlenen
etkilerin arkasinda oldugunu gostermektedir
(Cortés-Martin vd., 2020; Di Cagno vd., 2010;
Nuraida, 2015).

Pacularu-Burada vd., (2020), glutensiz bitki
kokenli hazirlanacak hamurlar icin cesitli LAB’leri
izole ederek, bu bakterilerin ve Urettikleri
postbiyotiklerin etkilerini incelemistir. Calisma
sonucunda, Ozellikle suslardan bir tanesinin
yiksek  miktarlarda  ekzopolisakkarit  ve
antimikrobiyal madde icerdigi belirtilmistir. Bir
baska calismada ise, obezite ve metabolik
bozukluklarin tedavisinde veya 6nlenmesinde
adaptif termogenezi (a¢ltk durumunda viicudun
enerji harcamasint azaltmast durumu) inditklemek
icin hem prebiyotiklerin hem de postbiyotiklerin
kullandabilecegi  bahsedilmektedir, fakat, bu
calismalar cogunlukla hayvanlar Gzerinde yapildigt
icin, insanlar Gzerinde daha fazla ¢alisma yapilmast
gerekmektedir (Reynés vd., 2019). Yapilan insan
denemelerinden  ¢ocuklar  {izerinde  yapilan
calismalarda, postbiyotikler, ishali iyilestirme
konusunda tutarsiz veriler sunmasina ragmen,
yetiskinlerde  gorillen  ishalin  tedavisinde,
postbiyotiklerin olumlu rolii oldugu belirtilmistir.
Pediyatrik ishali tedavi etmek ve cocuklar arasinda
yaygin bulasict  hastalk vakalarint  6nlemek
amaciyla spesifik postbiyotiklerin  kullanimint
onerebilmek icin yeterli arastirma verisi hentiz
mevcut degildir. Konu tizerinde yapilan bir baska
arastirmada ise, probiyotik Lactobacillus rhamnosus
GG tarafindan salgilanan ve bagirsak bariyer
butiinligiini iyilestirerek lipopolisakkaritlere baglt
karaciger hasarini azaltan bir proteinin tespit
edildigi belirtilmekte olup, bu durumda tek bir
postbiyotik  bilesigin, canli bir probiyotik
bakteriyle belki de ayni faydalari gosterebilecegi
anlastlmaktadir. Yapilan calismalarda,
probiyotiklerin etkilerini kontrol etmek i¢in 1siyla
inaktif edilmis probiyotikleri kullanmuslardir, fakat
postbiyotiklerin dogrudan klinik ve
immunomodilatér etkileri oldugundan kontrol
olarak  kullanilmamalar1  vurgulanmaktadir
(Anderson, 2019; Picularu-Burada vd., 2020;
Malagén-Rojas vd., 2020; Reynés vd., 2019; Wegh
vd., 2019).

Gidalardan  saglanan  postbiyotikler —arasinda,
bagirsak  mikrobiyotast  tarafindan  Uretilen
postbiyotikler olan fenolik tiirevli metabolitler,
kismen yitksek biyoyararlanimlart nedeniyle gida
polifenollerinin saglik yaratlarina aracilik edebilir
ve ayrica bagirsak mikrobiyota ekolojisini modtle
ederek hem bagirsak hem de sistemik kronik
bozukluklar tzerinde etkili olabilirler. Bilimsel
calismalar, postbiyotiklerin klinik (giivenli otijin),
teknolojik (stabilite) ve ekonomik (diisiik tiretim
maliyetleri) yonleri acisindan benzersiz 6zellikleri
ile kolorektral kanser gibi kanser hastalarinda da
hem o6nleyici hem de destekleyici tedaviler icin,
yan etkiler olmadan kullanilabilecegi konusunda
umut vaadetmektedir. Yapilan c¢ogu ¢alisma,
laboratuvar kosullarinda ve hayvan modelleri
tzerinde gergeklestirilmesinden dolay, insanlar
tizerinde kullanilabilmesi i¢in yapilmast gereken ek
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Cortés-Martin
vd., 2020; Rad vd., 2020Db).

Postbiyotiklerin ~ biyolojik  tepkileri,  hicre
kiltirlerinde, hayvan modellerinde gdzlenmistir
ve yapilan bazi insan deneyleri ile dogrulanmistir.
Bununla birlikte, postbiyotiklerin, kanitlanmig
saglik yararlari olan fonksiyonel gidalar olarak
kabul edilebilmesi icin  prebiyotikler — ve
probiyotikler gibi Uluslararasi Probiyotikler ve
Prebiyotikler Dernegi (ISAPP), Dinya Saghk
Orgiiti (WHO) veya Gida Tarim Orgiitii (FAO)
gibi kuruluslar tarafindan tanimlanmasi ve
uzmanlar  tarafindan  belirgin  ifadelerle
aciklanabilmesi gerekmektedir. Sonu¢ olarak,
postbiyotiklerin biitiin mekanizmalart tam olarak
aydinlatilmamis olsa da, konak¢t sagliginin
iyilestirilmesine katkida bulunabildigi
belirtilmistir. Ancak, konu tizerine yapilacak daha
pek c¢ok calismaya ihtiya¢ vardir. Postbiyotikler,
depolama ve raf Omrii agisindan probiyotiklere
kiyasla daha az zorluk icerdiginden, saglik icin

daha iyl bir alternatif olma potansiyeli
tastmaktadirlar.  Bunlara ek  olarak  da,
postbiyotikler ve biyoaktif bilesikler,
probiyotiklerin  fonksiyonel bilesenlere veya

terap6tik ajanlara donisme glicini artirmanin
etkili bir yolu olabilirler (Wegh vd., 2019). Cizelge
1°de postbiyotiklerin potensiyel etki
mekanizmalart gésterilmistir.
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Cizelge 1. Postbiyotiklerin potansiyel etkileri (Collado vd., 2019).

Potansiyel sorumlu postbiyotik

Olast etki

Soya peptidleri

Bakteriyosinler

Biyo-ylzey aktif maddeler

Laktat ve kisa zincirli yag asitleri
Butirat

Kisa zincitli yag asitleri

ACE inhibitérleri

Kefiran (kefir ekzopolisakariti)
Fermente stit hiicresiz fraksiyonu
Opioid ve anti-opioid peptitler
Gama-aminobiitirik asit acisindan
zengin sipernetant
Gama-aminobitirik asit

Kazein fosfopeptitler

Bagirsak mikrobiyotasinin diizenlenmesi
Anti-mikrobiyal etki

Yapisma Onleyici etki
Anti-enflamatuar etki
Anti-kanserojenik etki
Anti-proliferatif etki
Anti-hipertansif etki
Immiinostimiilasyon
Enfeksiyonlarin 6nlenme etkisi
Istah/tokluk kontroli

Kolon bariyerinin giiclendirilmesi

Duygu durum diizenlenmesi
Kemik mineralizasyonu

Postbiyotikler Uzerine Baz1 Soru(n)lar
Postbiyotik ~ triinlerin  gincel tanimi, canh
olmayan hiicrelerin varligt odagindan bir tanimdur.
Dolayisiyla, piyasada bulunan ve probiyotik
oldugu beyan edilen bir triin, zaman icerisinde,
icerisinde bulunan canli hucrelerin  azalmast
sonrasinda, postbiyotik bir Grtin durumuna
gecebilecektir. Dolayisiyla, Uriin etiketinde, bu
durum belirtilerek, saglik faydalart beyaninin
dogrulanmasi gerekliligi s6z konusu olabilecektir.
Dahasi, bu tir bir durum séz konusu oldugu
zaman, Urin etiketlenmesinin ne gekilde olacagt
hakkinda ~ dogru  yonlendirme/bilgilendirme
gereklidir. Bu tiir postbiyotik icerikli Urtnlerin
kalite kontrol degerlendirmeleri i¢in hélihazirda
pratik ve ekonomik bir yontem mevcut degildir.
Probiyotik drlnlerin igerisinde bulunan canlt
htcreler, pratik ve ckonomik bir sekilde
mikrobiyolojik sayim yontemleriyle
belirlenebilmekteyken, cansiz hiicresel uriinler
iceren postbiyotik Urtinlere yonelik pratik ve
ckonomik bir metot meveut degildir (Collado vd.,
2019).

SONUC

Thketiciler, fonksiyonel beslenmeye ve akabinde
probiyotik icerikli tirtinlere son yirmi yil icerisinde
buyik ilgi gbstermistir. Ancak, sinirlt raf 6murleri
ve dogalar1 geregi, baz1 tiiketici gruplar probiyotik
trtinleri tercih etmemektedir. Probiyotiklere ek
olarak, gelisen yeni kavramlardan biri olan
postbiyotikler, raf 6miitlerinin probiyotiklere gore

daha uzun olmasi, tasidiklari potansiyel saghk
etkileri ve canli bakteriler icermemeleri gibi
nedenlerden dolayt yakin zaman icerisinde 6n
plana ¢ikmustir. Giniimiizde, heniiz ticari olarak
yaygin Uretimleri bulunmamakla birlikte, pek ¢ok
farkli calismayla dogalart ve potansiyel saglk
etkileri  arastinlmaya  devam  etmektedir.
Oniimiizdeki on yil igerisinde, fonksiyonel
tranler pazarinda 6nemli bir aktdr olabilecek
potansiyele sahip postbiyotikler icin heniiz
yanitlanmast gereken pek ¢ok Onemli soru
mevcuttur. Oncelikli olarak, diinya genelinde
kabul gbrecek bir tanimlama henliz mevcut
degildir. Kullanimlarinin saglik Gzerine zaratlt ya
da yararh etkileri net olarak ortaya konulabilmis
degildir. Ek olarak, 6l hicrelerin = ve
metabolitlerinin varligint endustriyel
gereksinimlere uygun bir bicimde hizlica ve
yiksek dogrulukta tespit edebilecek metotlar
heniiz gelistirilmemigtir. Son olarak, probiyotik
icerikli bir triiniin zamanla postbiyotik nitelik
kazanmast halinde, tam olarak ne sekilde
isimlendirilmesi gerektigi konusunda net bir
yaklastm mevcut degildir. Zaman i¢inde artan
bilimsel caligmalarin destegiyle postbiyotiklerin
tretimlerinin ~ ve  tiiketimlerinin  artabilecegi
ongorilmektedir.

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



Postbiyotikler

YAZAR KATKILARI

Calismanin  planlanmasinda, olusturulmasinda,
yazzminda ve son haline getirilmesinde tiim
yazarlar esit diizeyde katkt saglamislardir.
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ABSTRACT

The objective of this study was to observe the effect of different drying methods (freeze drying, hot air,
vacuum and microwave drying) on the color parameters, total phenolic content (TPC), total flavonoid
content (TFC) and antioxidant activity (AA) of butternut squash pomace (BSP). In addition, the extraction
conditions of phenolic compounds were optimized using the extract of freeze-dried BSP by Response
Surface Methodology. The drying conditions were 30 and 60 °C for hot air and vacuum drying and 120 and
600 W for the microwave drying. TPC, TFC and AA of dried BSP were changed between 1.88 + 0.01-4.86
T 0.27 mg gallic acid equivalent/g dry matter, 1.32 £ 0.05-3.09 & 0.29 mg catechin equivalent/g dry matter
and 1.45 + 0.15-4.27 £ 0.27 mg ascotbic acid equivalent/g dry matter, respectively. This study showed that
dried BSP can be used as a functional ingredient due to its bioactive potential.

Keywords: Butternut squash pomace, drying, phenolic extraction, response surface methodology

FARKLI KURUTMA YONTEMLERININ BALKABAGI POSASINDAN FENOLIK
EKSTRAKSIYONU UZERINE ETKIiSi

oz

Bu calismanin amact, farkli kurutma metotlarinin (dondurarak kurutma, sicak hava, vakum ve
mikrodalga kurutma) balkabag1 posasinin (BP) renk parametreleri, toplam fenolik (TF) igerigi, toplam
flavonoid (TFl) icerigi ve antioksidan aktivite (AA) lzerindeki etkisini gézlemlemektir. Ek olarak,
fenolik madde ekstraksiyon kosullart Yanit Yiizey Yontemi ile dondurularak kurutulmus BP ekstrakti
kullanilarak optimize edilmistir. BP kurutma kosullari; sicak hava ve vakum kurutma igin 30 ve 60 °C
ve mikrodalga kurutma icin 120 ve 600 W olarak belirlenmistir. Kurutulmus BP icin; TF igerigi, TF1
icerigi ve AA sirastyla 1.88 * 0.01- 4.86 + 0.27 mg gallik asit esdegeri/g kuru madde, 1.32 £ 0.05-
3.09 + 0.29 mg katesin esdegeri/g kuru madde ve 1.45 + 0.15-4.27 + 0.27 mg askorbik asit es degeri/g
kuru madde arasinda degismistir. Bu ¢alisma kurutulmus BP’nin biyoaktif potansiyeline bagl olarak
fonksiyonel bir bilesen olarak kullanilabilecegini gstermistir.

Anahtar kelimeler: Balkabagt posast, fenolik ekstraksiyonu, kurutma, yiizey yanit yontemi
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INTRODUCTION

Butternut squash or pumpkin (Cueurbita moschata)
is in the Cuenrbitaceae family which consist
vegetables in vatious shape, size, and color.
Nowadays, pumpkin is cultivated all over the
world but intensively in Europe, America and in
Asia especially in India and China (Kulczynski
and Gramza-Michalowska, 2019). Pumpkin is
rich in carotenoids, phenols and flavonoids and
moderate in fibers, vitamins, and carbohydrates
(Ping et al., 2002; Seremet et al., 2016). Pumpkin
can be added to daily diet due to its potential
health benefits such as anti-diabetic, anti-
inflammatory, anti-carcinogenic and antioxidant
(Yadav et al., 2010).

The fresh-cut pumpkin is very prone to
deterioration during storage; therefore, it is
processed into puree, juice and as well dried
products (Jamali et al., 2018). Butternut squash
pomace (BSP) is a by-product mostly obtained
from juice processing which consists of the skin,
seeds and pulp. After processing of the butternut
squash, the large quantity of pomace remains in
the environment or utilized as an animal feed.
However, it can be converted into a functional
ingredient that can be added into different foods
due to its bioactive content. Several studies
reported that various pomaces (grape pomace,
apple pomace and bayberry pomace) obtained
from the processing of fruits and vegetables were
rich in phenolics (Bao et al.,, 2020; Wang et al.,
2018; Zhou et al., 2009).

BSP has high moisture content; therefore, it needs
a preservation method to prevent the possible
microbial growths and chemical degradations
(Cano-Lamadrid et al, 2018). Freezing can be
considered as one of the ways to store the pomace
directly but a huge freezing area would be needed.
Instead of freezing, a drying method can be used
due to the advantages of less storage space,
reduced weight and so easier packaging and
transportation. In addition, dried pomace would
be convenient to add into functional food
formulations. The pumpkin flour has already
been used in breakfast cereals, desserts, biscuits,
soups and dairy products (Seremet et al., 2010).
Hot air drying is the most common technique in

which the operating cost is comparatively low;
however, colot, texture and flavor of dried
pomace can be affected negatively particularly at
high temperatures and/or long time (Vashisth et
al., 2011). Furthermore, the exposure to high
temperatures may degrade color pigments,
phenolics of the products; therefore, in order to
protect these bioactive compounds, freeze-drying
occurring under the low temperature and high
vacuum can be an alternative method, but it has
relatively high operating cost and longer drying
time. Vacuum drying is another method which
operates at reduced pressures and enables faster
drying compared to hot air drying. Microwave
drying is extremely faster to dehydrate food
materials compared to previously mentioned
methods and being recently used by the drying
industry.

In this study, the bioactive capacity of BSP was
the key parameter which would define the
effectiveness of drying method. There are several
studies about the influence of different drying
methods on the bioactive content of phenolic
extract of pomace obtained from pomegranate,
citrus mandarin, grape and muscadine (Cano-
Lamadrid et al., 2018; Hayat et al., 2010; Tseng
and Zhao, 2012; Vashisth et al., 2011) but in
regards to that, no studies were found for BSP. In
otder to evaluate the bioactive content of
phenolic extracts, the proper extraction method
and optimum extraction conditions need to be

applied. ~ Nowadays, = Response  Surface
Methodology has been favored particularly to
optimize  phenolic  compound  extraction

experiments due to time saving and low cost by
researchers (Hernandez-Carranza et al, 2016;
Yadav et al., 2010). On the other hand, the solvent
extraction method is a conventional technique
used in this study among other modern extraction
methods such as ultrasound, microwave-assisted
and supercritical fluid extraction (Zainal-Abidin et
al.,, 2017).

The aim of this study was to show the effect of
different drying methods (freeze drying, hot air,
vacuum and microwave drying) on the color
parameters, total phenolic content, total flavonoid
content, and antioxidant activity of the extracts
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from BSP. In addition, this study analyzed the
optimization of phenolic extraction from freeze-
dried BSP using conventional solvent method by
the aid of RSM to determine the optimum
extraction conditions for dried BSP with hot air,
vacuum and microwave drying.

MATERIALS AND METHODS

Materials

The butternut squash (Cucurbita moschata) was
obtained from wholesale market hall in Osmaniye
in October 2018. Folin & Ciocalteu’s phenol
reagent, sodium bicarbonate, gallic acid, 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl, ascorbic acid, catechin,
aluminum chloride, sodium nitrate, ethanol and
methanol ~ were purchased from  Merck
(Darmstadt, Germany).

Production of butternut squash pomace

The butternut squashes were washed and peeled
off. The seeds inside of butternut squash were
removed and cut into pieces. These pieces were
placed to the home-use juice maker (J700, Braun,
Germany, 1000 W). Afterwards, BSP were
collected from the juice maker and these pomaces
wete stored at -20 °C until drying process.

Drying of butternut squash pomace

The obtained BSP were dried using four different
methods (freeze drying, hot air, vacuum and
microwave drying). Therefore, the lowest (30 °C
and 120 W) and highest (60 °C and 600 W)
temperature and microwave power were selected
for drying experiments. The drying conditions
were  determined  with  the  preliminary
experiments which showed the temperature (40
and 50 °C) and microwave power (360 and 450
W) were not significantly affecting total phenolic
content. BSP was dried by using freeze dryer
(Alpha 2-4 LDplus, Christ, Germany) at -72 °C at
0.001 bar pressure for 48 h, hot air dryer
(Memmert UN55, Germany) at 30 °C for 24 h and
at 60 °C for 4 h, the vacuum dryer (Vacucell 111,
Munich, Germany) at 30 °C for 4 h and 60 °C for
1 h and the microwave oven at 120 W for 16 min
and at 600 W for 3 min. Dried BSP were ground
into small particles by a grinder (PRG 277,
Premier) and then stored at +4 °C for further

analyses. The moisture content of dried BSP
samples was between 5 and 10%.

Moisture content

The moisture content of fresh and dried BSP
samples was determined using AOAC method
with some modifications. The fresh BSP of 10 g
(W1) or dried BSP of 2 g (W1) were weighed into
cups and hold at 80 °C for 24 h in the oven. The
tinal weight (W>) of the samples was recorded and
the moisture content (%) was determined using

Eq. (1

. W1-W2
Moisture content (%)=

Wi * 100

Color analysis

Color (L* (lightness), a* (redness-
greenness), b* (yellowness-blueness)) of fresh and
dried BSP samples were measured using a digital
portable chroma meter (CR-400, Konica Minolta,
Japan). AE, chroma (C) and hue (H°) values were
calculated using Egs. (1), (2) and (3). L.; arand
brybelong to fresh BSP sample.

values

AE =J(L*—Lref )2+(a*—aref)2 + (b * = bres)?

Eq. (1)
C=+va*?+ b2 Eq. (2)
H' = tan™}(2) Eq. ()

Experimental design
Factors and their levels affecting on total phenolic
content of BSP extracts were investigated using

experimental design and statistical analysis
performed by Design-Expert (7.0.0, Stat-Ease
Inc.,, Minneapolis, USA) software and

summarized in Table 1 and 2. The screening step
(2-replicate, 23 full factorial design) were carried
out before performing the optimization
experiments. In screening experiments, the
solid/solvent ratio (0.01-0.04 g/mL), temperature
(25-45 °C) and time (1-3 h) were selected as
independent parameters. A central composite
design (CCD) with 19 runs with 5 center points
were used for optimization of total phenolic
content of BSP (Table 3). The independent
variables were the solid/solvent ratio (0.04-0.08
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g/mL), temperature (45-60 °C) and ethanol
concentration (30-80%) (Table 1). Extraction
time was kept at 1 h in the optimization step.
Total phenolic content (mg gallic acid eqv./g dry
matter) value of each run is the average of three
experiments. Significance level was 0.05 for the P-
value.

Table 1. Coded and actual levels of independent
variables investigated at optimization.

Actual levels

Step  Factor Sign
(GO G))
Solid/solvent ratio
= A 0.04  0.08
. % (g/ rnL)-
g I%xtractlon temperature B 45 65
£ (O
2 .
o) Ethanol concentration c 30 30

(%)

Phenolic extraction

The conventional solvent method was used for
the extraction of phenolic compounds from BSP
samples (Irakli et al., 2018). Screening and
optimization experiments were catried out using
freeze-dried BSP and the optimum extraction
conditions for phenolic extraction
determined. In the optimization of phenolic
extraction, required amount of dried BSP was
placed into a centrifuge tube and mixed with 30
ml of ethanol-water mixture. Then, this mixture
was homogenized (T'18 digital Ultra-turrax, IKA)
at 3600 rpm for 2 min and placed to the water
bath (Selecta, Spain) at defined temperature for
the phenolic extraction. During the extraction
time, the samples were vortexed for 15 s in 5 min
intervals. After the extraction, the obtained
solutions were centrifuged at 3500 rpm for 15 min
using the centrifuge (Universal 320 R, Hettich,
Tuttlingen, Germany) and then filtered with a
filter paper. The obtained extracts were stored at
-20 °C for further analyses. Furthermore, the
phenolic extraction from hot air, vacuum and
microwave dried BSP was performed at defined
optimum extraction conditions (0.08 g/ml of
solid/solvent ratio, 65 °C and 56.9% ethanol
concentration).

were

Total phenolic content assay
Total phenolic content (TPC) of BSP samples
were determined using Folin-Ciocalteu method

(Li et al., 2015). In the analysis, 0.5 mL extract and
0.5 mL Folin-Cicocalteu reagent were mixed and
then, 3 mL NaCOs3; solution was added. After
holding the samples at dark for 30 min, the
absorbance values were read at 760 nm using the
spectrophotometer  (Sp-3000 nano, Optima,
Japan). TPC of samples was calculated as mg
gallic acid equivalent/g dry matter of dried
pomace (mg GAE/g DM). The experiments were
carried out in three parallels.

Total flavonoid content assay

Total flavonoid content (TFC) of BSP samples
were carried out according to the method of
M’hiri et al. (2015). The extract of 0.3 mL was
mixed with 0.3 mL of 5% NaNOs3 solution.
Afterwards, 0.3 mL of 10% AlICl; solution was
added, and the mixture was incubated for 10 min.
After adding 4 mL of 10% NaOH solution to that
mixture, the absorbance values were determined
using the spectrophotometer at 510 nm. The
experiments were performed in triplicates. Total
flavonoid content was determined as mg catechin
equivalent/g dry matter (mg CE/g DM).

Antioxidant activity assay

Antioxidant activity of BSP samples were
performed using the method of Aruwa et al.
(2019). Firstly, 0.025 g/L. DPPH was prepared in
100% methanol for 2-3 h mixing. Then, 1 mL
extract was mixed with 2 mLL DPPH and the
mixture was held at dark for 30 min. The
absorbance values were read at 517 nm using the
spectrophotometer. The experiments were
carried out in three parallels. Antioxidant activity
was expressed as mg ascorbic acid equivalent/g
dry matter (mg AAE/g DM).

Statistical analysis

The effect of drying methods on the color values
and bioactive content of BSP was determined
using the one-way variance analysis. In order to
compare the differences between means of drying
methods, Duncan test was used. All data analysis
was performed using SPSS trial version (SPSS
Inc., Chicago, IL)).
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RESULTS AND DISCUSSION

The optimization of phenolic compound
extraction from butternut squash pomace
Central composite design (19 runs with 5 center
points) was employed to investigate the effect of
solid/solvent ratio, extraction temperature and
ethanol (solvent) concentration on the TPC of the
extracts of BSP (Table 3). Levels of the
investigated factors were determined considering
the results obtained at the screening step (data not
given). The screening step (2-replicate, 23 full
factorial design) showed that the temperature has
no significant (P-value >0.05) effect on the TPC
in the extraction process between 25-45 °C. Then,
the levels of extraction temperature were
increased to 45-65 °C at the optimization step.
Similarly, between 1 — 3 h, extraction time has no
significant (P-value > 0.05) effect on TPC of BPE,
then in order to design a more economic process,
extraction time was hold at 1 h at the optimization

step. On the other hand, a dramatic increment
was observed on TPC of the extracts of BSP as
the solid/solvent ratio increased from 0.01 to 0.04
g/ml. (figure not given). This result led to
investigate a higher level of solid/solvent ratio to
maximize TPC of the extracts of BSP at the
optimization step. It was stated that the physical
properties of the solvent changes with the varying
concentration of ethanol which play role in the
solubility of compounds (Cacace and Mazza,
2003). Then, the concentration of ethanol was
investigated as a factor with the levels between

30 - 80 % (v/v).

The ANOVA of the TPC results obtained from
the CCD was given in Table 2. According to the
ANOVA (Table 2), the significant (P-value <
0.05) factors affecting on the TPC of the extracts
of BSP were solid/solvent ratio and its interaction
with the ethanol concentration.

Table 2. ANOVA table for the optimization of extraction factors effecting on total phenolic content
(mg GAE/g DM) of butternut squash pomace extract.

Source of variation Sum of squares Degrees of freedom P-value
Model 7.481 6 <0.001
A- Solid/solvent ratio 5.788 1 < 0.001
B- Extraction temperature < 0.001 1 0.994
C- Ethanol concentration 0.409 1 0.109
AB 0.394 1 0.116
AC 0.753 1 0.037
BC 0.137 1 0.337
Residual 1.644 12

Lack of fit 1.490 8 0.072
Pure error 0.153 4

Total 9.125 18

The model equation describing the TPC of the
extract was depicted in Eq. 1. All main and
interaction terms were included in the model
equation (Eq. 1) that can be used to make
predictions about the response for given levels of
each factor. R-squared value of the constructed
model indicates that the model is able to explain
90 % of the variation.

TPC = 291 +0.651 A -0.0008 B + 0.173 C +

0.221 AB - 0.307 AC + 0.131 BC Eq. (4)

The model graph given in Figure 1 cleatly shows
that TPC of the extracts of BSP increased as the
solid/solvent ratio increased from 0.04 to 0.08
g/mlL. At 0.08 g/mL solid/solvent ratio, from 45
to 65 °C, extraction temperature increased the
TPC slightly (Fig. 1). Ethanol concentration
between 50 — 60 % has maximized the TPC (Fig.
2). Overall, the optimum parameters of the
conventional extraction of total phenolics from
butternut squash pomace is 0.08 g/mL
solid/solvent ratio at 60-65 °C using 55 % ethanol
(v/v) for 1 h (Fig. 1).
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Table 3. Total phenolic content (TPC) in optimization experiments.

Experiment  Solid/solvent ratio ~ Temperature coite}z?;)tlion TPC
number (g/mL) O 2 (mg GAE/g DM)
1 0.06 55 55 3.1220.16
2 0.08 45 80 2.92x0.03
3 0.06 55 55 3.6210.08
4 0.06 55 55 2.04x0.09
5 0.06 55 97.04 2.68%0.08
6 0.06 55 12.96 1.8220.06
7 0.04 065 30 1.8710.14
8 0.09 55 55 2.60£0.03
9 0.06 55 55 3.28%0.09
10 0.06 71.82 55 2.97£0.07
11 0.04 45 80 3.04£0.05
12 0.04 45 30 2.57%0.03
13 0.03 55 55 2.70x0.07
14 0.04 065 80 4.29%0.09
15 0.06 38.18 55 4.08%0.23
16 0.08 065 30 3.04£0.02
17 0.08 65 80 3.96+0.09
18 0.06 55 55 2.67£0.08
19 0.08 45 30 2.1240.03

TPC (mg GAE/g DM)

65 0.08

B: Extraction temperature (°C) 350 0.05 A: Solid/solvent ratio (g/mL)

45 0.04

Figure 1. Effect of solid/solvent ratio and extraction temperature interaction on the TPC (ethanol
concentration hold at 55%)
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Figure 2. Effect of solid/solvent ratio and ethanol concentration interaction on the TPC (extraction
temperature hold at 55 °C)

Wang et al. (2018) has reported that increase of
concentration of ethanol from 0 to 50 % resulted
in a noticeable increase in TPC extracted from
apple pomace. Romero-Diez et al. (2019) also
reported as the concentration of ethanol
increased from 25 to 75 %, the concentration of
anthocyanin conventionally extracted from Port
wine lees increased significantly. Cacace and
Mazza (2003) explained this phenomenon that the
higher ethanol concentration lowers the dielectric
constant resulting in a lower energy needed to
break the water arrangement. Then, a higher yield
of TPC can be obtained by higher ethanol
concentration. The extraction temperature was
found to be an insignificant factor at the
optimization step however, in accordance with
the increase in the solid/liquid ratio, a slight
increase in TPC was observed as the extraction
temperature raised from 45 °C to 65 °C (Fig. 1
and Table 3). This might be due to the enhanced
release of phenolics from plant tissues with the
help of softened tissue.

In the current study, three processing conditions
at selected points from the optimum region were
repeated (0.08 g/mL of solid/solvent ratio, 65 °C
extraction temperature and ethanol concentration
of 54.9, 55.1 and 56.9 %) and validated with the
average convergence of 16.07%. The average
TPC obtained from the pumpkin pomace under
these optimum conditions was 3.35 mg GAE/g
DM. Similarly, Hernandez-Carranza et al., (2016)
used RSM for phenolic extraction and the
optimum extraction conditions and TPC of the
extracts from apple pomace, orange and banana
peels were reported as 51 °C - 7.9 h and 3.89 mg
GAE/g DM, 60 °C-12 h and 7.29 mg GAE/g
DM and 60 °C-12 h and 4.90 mg GAE/g DM,
respectively.

The effect of different drying methods on the
color

The color parameters (L¥, 2% b* AE, C and H°)
of fresh and dried BSP wete shown in Table 4 and
5. L*(80.05 + 1.47), a* (1.94 £ 0.09), b* (44.73 £
1.41), AE (67.77 £ 1.92) and C (44.77£1.41)
values of freeze-dried BSP were notably higher
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than the ones of other drying methods (hot air,
vacuum and microwave). H’ values were changed
between 55.85 * 5.51 and 89.64 £ 0.01 for all
drying methods, and the highest H was calculated
for microwave drying at 600 W. Similar to our
findings, Aydin and Gocmen (2015) reported
significantly higher I.* (88.36 £ 0.04) , a* (10.22
+ 0.09) and &* (56.79 £ 0.90) values for the
powder obtained from freeze-dried pumpkin slice
than the ones of hot air-dried (60 °C and 24 h)
pumpkin slice. Another study also showed that
the hot air dried (60 °C) pumpkin slices has lower

1.*(38.53 £ 0.90) and AE (14.56 £ 1.21) values as
compared to L.* (76.03 £ 2.29) and AE (30.51 *
3.69) of freeze-dried pumpkin slices (Monteiro et
al., 2018). On the other hand, L* value of
microwave-dried (120 W) BSP was in agreement
with the L* (25.85 * 0.12) of microwave-dried
(160 W) pumpkin slice reported by Alibas (2007).
The lower L* values obtained in hot air dried
product compated to freeze-dried ones could be
explained by the browning reactions due to the
higher temperatures during the hot air drying
(Monteiro et al., 2018).

Table 4. L*, a* and &* values of fresh and dried butternut squash (BSP) samples (FD: freeze-dried,
HAD: hot air drying, VD: vacuum drying and MWD: microwave drying).

Drying treatment L* a* b*

Fresh 28.90% £1.07 0.09210.06 0.400£0.25
FD 80.05¢ +1.47 1.94¢£0.09 44.73v11.41
HAD-30 °C 29.47> £0.63 0.032>%0.02 0.53:+0.21
HAD-60 °C 29.55> £0.70 0.14bed£0.02 0.372£0.18
VD-30 °C 27.76:>%1.28 0.102b<£0.08 0.512+0.19
VD-60 °C 28.12%%0.70 0.22¢41+0.05 0.622£0.19
MWD-120 W 27.09:£0.27 0.234£0.07 0.36:10.18
MWD-600 W 29.10:+0.01 0.012£0.01 1.59:40.01

Different letters in the same column indicate a statistical difference between the means (p < 0.05).

Table 5. AE, C and H’ values of fresh and dried butternut squash (BSP) samples (FD: freeze-dried,
HAD: hot air drying, VD: vacuum drying and MWD: microwave drying).

Drying treatment AE C H"

Fresh - 0.422+0.24 82.28 ¢ £18.93
FD 67.77> £1.92 44.77> £1.41 87.51 b £0.10
HAD-30 °C 0.682+0.48 0.532+0.14 87.09 b £1.54
HAD-60 °C 0.682 +0.68 0.402 +0.16 65.20°> £16.2
VD-30 °C 1.282+1.12 0.522£0.18 76.14 2> £12.35
VD-60 °C 0.942+0.49 0.662 +0.18 69.89 2bc £7.65
MWD-120 W 1.8221£0.28 0.422£0.19 55.852 £5.51
MWD-600 W 1.282 £0.01 1.592 £0.01 89.64¢< £0.01

Different letters in the same column indicate a statistical difference between the means (p < 0.05).

The effect of different drying methods on the
total phenolic content

Total phenolic content of the extracts obtained
from fresh and dried BSP was given in Figure 3.
The lowest (1.88 £ 0.01 mg GAE/g DM) and
highest (16.44 + 0.39 mg GAE/g DM) TPC was
found in the extracts of microwave dried BSP at
120 W and fresh BSP. Except fresh BSP, the
highest TPC was obtained as 4.86 * 0.27 mg
GAE/g DM in the extracts of microwave dried

BSP at 600 W. When hot air and vacuum drying
were compared, TPC of the extract from hot air
dried BSP at 30 °C was slightly but significantly
higher than TPC of the extract of vacuum dried
BSP at 30 °C. Furthermore, lower TPC values for
the extracts of hot air and vacuum dried BSP at
30 °C was obtained compared to the ones dried at
60 °C. This could be related with the oxidation of
polyphenols due to prolonged exposure of BSP to
oxygen at lower drying temperature in the hot air
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drying process. Aydin and Gocmen (2015)
reported TPC of the powder of freeze-dried and
hot air dried pumpkin slice as 8.99 + 0.19 and
11.13 + 0.04 mg GAE/g DM, respectively which
were higher than our findings. On the contrary to
the study of Aydin and Gocmen (2015), we found
that TPC was higher in freeze-dried BSP than hot
air dried one supported by the studies of Tseng
and Zhao (2012) and Demirkol and Tarakci
(2018). These findings could be associated with
the principle of freeze drying where the formation
of ice crystals in plant tissues destroys the cell wall
and structure, thus releasing phenolic compounds
from the tissue matrix and facilitating extraction
(Demirkol and Tarakci, 2018). In addition, the
bioactive compounds of dried material are mostly

protected under the low temperature and vacuum
of the freeze drying (Tseng and Zhao, 2012). On
the other hand, the most effective method on
TPC was microwave drying at 600 W; however,
drying at 120 W did not provide the similar effect.
Kammoun Bejar et al. (2011) reported that higher
TPC (1.8 mg caffeic acid/g DM) was obtained
with microwave drying at 450 W compared to that
of 180 W. The wider and looser fiber matrix
structure might be obtained at higher microwave
power and therefore the phenolic extraction
could become easier (Kammoun Bejar et al.,
2011). Furthermore, the microwave energy could
increase the release of free phenolic compounds
from the plant matrix (Hayat et al., 2010).
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Figure 3. Total phenolic content (TPC) of fresh and dried BSP samples (FD: freeze-dried, HAD: hot
air drying, VD: vacuum drying and MWD: microwave drying).

The effect of different drying methods on the
total flavonoid content

Total flavonoid content of extracts of fresh and
dried BSP with different methods was shown in
Figure 4. The lowest (1.32 + 0.05 mg CE/g DM)
and highest TFC (18.89 + 0.32 mg CE/g DM)
were obtained in the extracts of hot air dried BSP
at 30 °C and fresh BSP, respectively. In this study,
similat TFC values were seen for the extracts
obtained from other drying methods. There were
no significant effects of different drying methods
and temperature/microwave power on the TFC

values. On the contrary to our findings, previous
studies reported the significant influence of
different drying methods on TFC. Tseng and
Zhao (2012) found that freeze drying was the
most effective method on TFC of grape pomace
and peel among different methods (hot air and
vacuum drying at 40 °C and freeze drying). Hayat
et al. (2010) reported that the increase of
microwave power from 125 W to 500 W in drying
of mandarin pomace increased significantly TFC
values and the highest TFC was determined as
5.81 £ 2.80 mg/g DM.
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Figure 4. Total flavonoid content (TFC) of fresh and dried BSP samples (FD: freeze-dried, HAD: hot
air drying, VD: vacuum drying and MWD: microwave drying).

The effect of different drying methods on the
antioxidant activity

Antioxidant activity of the extract of BSP was
determined using DPPH method. Antioxidant
activity of fresh and dried BSP was presented in
Figure 5. The antioxidant activity of the extracts
obtained from 120 W microwave dried BSP and
fresh BSP were determined as the lowest 1.45 *
0.15 mg AAE/g DM and 6.09 + 0.38 mg AAE/g
DM, respectively. Aydin and Gocmen (2015)
reported antioxidant activity of the powder
obtained from freeze and hot air oven (60 °C and
24 h) dried pumpkin slice as 5.57 £ 0.17 and 30.0

+ 0.39 pmol trolox/g, respectively. On the
contrary, Demirkol and Tarakci (2018) indicated
that significantly higher antioxidant activity was
obtained in the freeze-dried grape pomace
compared to the that of oven dried pomace.
Similarly, the highest antioxidant activity (34.65
mg AAE/g) was reported in the freeze-dried
grape pomace among other drying methods (oven
and vacuum drying at 40 °C) (Tseng and Zhao,
2012). However, in this study the effect of drying
methods except microwave drying at 600 W was
found similar on the antioxidant activity of the
extracts from BSP.
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Figure 5. Antioxidant activities of fresh and dried BSP samples (FD: freeze-dried, HAD: hot air drying,
VD: vacuum drying and MWD: microwave drying).



Butternut squash pomace dried with different methods

CONCLUSION
The solid/solvent ratio and its interaction with
ethanol concentration significantly  (p<<0.05)

affected TPC of extracts obtained from BSP. TPC
increased with increasing the solid/solvent ratio
from 0.04 to 0.08 g/mL. In addition, TPC
reached to the maximum level at 50-60% of
ethanol concentration. The optimum conditions
for phenolic extraction were determined as 1 h
extraction time, 0.08 g/mlL, 65 °C and 56.9%
(v/v) ethanol concentration. The highest TPC
and antioxidant activity was obtained in the
extracts of microwave dried BSP at 600 W among
drying treatments. In addition, TPC of the extract
from BSP increased with the increase in
temperature from 30 °C to 60 °C in both hot air
and vacuum drying. The highest TFC was seen in
freeze-dried BSP. As a result, this study showed
that the butternut squash pomace has a potential
to incorporate into formulations to produce
functional foods. Also, our results suggested that
the selection of the appropriate drying method is
very important in the food industry.
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ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) and CLA isomers, present naturally in dairy and meat products, are the
natural and functional components. Ruminal microorganisms, such as Butyrivibrio fibrosolvens, lactic acid
bacteria (LAB), and propionibacteria can convert linoleic acid (LA) to CLA. In this study, the effect of
different linoleic acid (LA) concentrations (0, 0.5, 1, 2%) and different storage time (0, 2, 7, 14 and 21 days)
on the CLA content of kefir was investigated. The highest CLA content was found on day 0 in the kefir
sample to which 0.5% LA was added but there is no significant difference between control and 0.5% LA.
On the contrary, the lowest CLA content belonged to the sample including 2% LA after 21 days of storage.
The results suggested that certain amounts of LA could be used to enhance the functional properties of
kefir.

Keywords: Conjugated linoleic acid, kefir, linoleic acid, functional food

LINOLEIK ASIT ILAVESININ KEFIRIN CIS9-TRANS11-KONJUGE LINOLEIK
ASIT ICERIGINE ETKISI

oz

Sit ve et irlnlerinde dogal olarak bulunan konjuge linoleik asit (KLA) ve KLA izomerleri, dogal ve
fonksiyonel bilesenlerdir. Butyrivibrio fibrosolvens, laktik asit bakterileri (LAB) ve propionibacteria gibi
ruminal mikroorganizmalar, linoleik asidi (LA) KLA'ya donustirebilmektedir. Bu ¢alismada, farkl
linoleik asit (LA) konsantrasyonlari (%0, 0.5, 1 ve 2) ilavesinin ve farkli depolama strelerinin (0, 2, 7,
14 ve 21 gun) kefirin KLA icerigi izerine etkisi arastirilmistir. En yliksek KLA igerigi %0.5 LA ilave
edilen 0. giin kefir 6rneginde bulunmustur ancak kontrol 6rnekleri ve %0.5 LA ilave edilen kefir
ornekleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir. Aksine, en diigtik KLA igerigi 21
giinlik depolamadan sonra %2 LA iceren kefir 6rneginde saptanmustir. Sonuglar, kefirin fonksiyonel
ozelliklerini gelistirmek i¢in belirli miktarlarda LA kullanilabilecegini gstermistir.

Anahtar kelimeler: Konjuge linoleik asit, kefir, linoleik asit, fonksiyonel gida
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INTRODUCTION

Kefir is a traditional, functional food that
originated from the Caucasus and some countries
of Eastern Hurope (Domagata et al, 2009;
Barukcic et al. 2017). It has been used to improve
and maintain health for many years (Satir and
Guzel-Seydim, 2016). Kefir is a fermented
probiotic beverage containing yeast and some
species of bacteria, including lactic acid bactetia
(LAB) and acetic acid bacteria (Kim et al., 2010).
Several studies have demonstrated kefit’s useful
effect on health, including anticarcinogenic
properties, hypocholesterolemic effect,
antibacterial activity, and improving the immune
system (Barukc¢i¢ et al.,, 2017; Gao et al.,, 2013;
Zelovitiset al., 2016). Beneficial effects of kefir
come from its bioactive components produced by
yeast and bacteria (Gaware et al., 2011). The main
microorganism species found in kefir grains are
Lactobacillus plantarum, L. kefir, Lactococcus lactis
subsp. Jactis, Saccharomyces, and Acetobacter (Gamba
et al., 2016). The fatty acid composition of dairy
products can be changed through the activity of
LAB (Vieira et al, 2015). During fermentation,
some bacteria can convert fatty acid to specific
fatty acids (do Espirito Santo et al., 2012), such as
conjugated linoleic acid (CLA) in milk. Thus, the
fatty acid composition including linoleic acid
(18:2n6) (LA) may change due to the production
of CLA (Abd El-Salam et al., 2010; Vieira et al.,
2015). This conversion is a favorable situation
because CLA has various beneficial effects on
health, such as exhibiting anticarcinogenic activity
(Kim and Liu, 2002) and preventing obesity and
atherosclerosis (Van Nieuwenhove et al., 2007).
In addition, CLLA has an antioxidative effect and
is able to reduce the level of low-density
cholesterol (Lin, 2000).

CLA is a group of positional and geometric
isomers of LA and has been frequently
investigated in recent years (Csapé and Varga-
Visi, 2015). CLA is found naturally in meat and
dairy products (Bhattacharya et al., 2000), as well
as some bacteria that are able to generate it.
Butyrivibrio ~ fibrisolvens is a rumen anaerobic
bacterium, which is the first proven species
producing CLA (Kepler et al, 1966). CLA
isomers are biohydrogenation intermediates of
LA produced by B. fibrosolvens during conversion

from linoleic and linolenic polyunsaturated fatty
acid to stearic acid (Sebedio et al., 2003). Several
studies have shown that L. acidophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactic, - lactis
subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, and
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus are able to

produce CLA (Xu et al., 2004).

Different methods have been proposed for
enhancing the daily consumption of CLA; e.g.,
improving the substrate for CLA production or
factors affecting bacteria growth, by adding
vegetable oils or dietary fibers to food (Siurana
and Calsamiglia, 2016; Whitlock et al., 2000).
Farsad-Naeimi et al. (2015) demonstrated that
addition of safflower oil to kefir increased the
CLA amount of the samples. However, to the
best of our knowledge, the effect of linoleic acid
addition on the CLA content of kefir has not been
investigated in the literature.

This study aimed to determine the CLA amount
in kefir produced by adding of different amounts
of LA and evaluate the effect of storage time on
the CLA content. It is considered that this study
contributes to the literature by filling a gap and
providing useful data to improvement of
functional foods.

MATERIALS AND METHODS

Material

Raw cow milk was purchased from Nigde
(Turkey). Kefir grains (aerobic lactobacilli 8.4,
anaerobic lactobacilli 8.3, lactococci 9.1, acetic
acid bacteria 5.2, total yeast content 6.2 log cfu /
ml) were obtained from Nigde Omer Halisdemir
University. LA, 9¢-77r CLA and 9#77¢ CLA
standard were purchased from Sigma-—Aldrich
Company Ltd. (St Louis, USA) and sodium
methoxide (CH30Na) was obtained from TCI
(Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., Singapore).

Sulfuric acid (H2S0y), 2-propanol
(CH3CH(OH)CHygy), 1sooctane
(CH3C(CH3),CH,CH(CH3)CH3), acctonitrile

(CHsCN), and hexane (Cs¢His) were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). All solvents
and chemicals were of reagent grade, except for
hexane and acetonitrile, which were of HPLC
grade.
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Methods

Production of Kefir

The first stage of kefir production was the
activation of the grains. For this purpose, after
storage under proper conditions, the grains were
transferred into aseptically semi-skimmed (1.5%
milk fat) cow UHT milk supplied from local
markets in Nigde. Then, the milk was incubated
at 25 = 1 °C until the pH value decreased to 4.6,
at which point the grains were separated from the
milk. This process was repeated thrice.

At the second stage of kefir production, 0.5, 1 and
2% 1.A was added to the raw cow milk, which was
then pasteurized at 90°C for 10 min and cooled to
25°C. The milk was inoculated with kefir grains
(2% w/w) at 25 °C in water bath. After the pH of
samples was 4.6 (~24h), the kefir grains and kefir
were separated through leaching and samples
were taken for the first-day analysis (to). The
remaining samples were stored in a screw-capped
tube at 4 °C until analysis (for 2, 7, 14 and 21
days). In addition, a kefir sample without LA was
produced to constitute the control.

Preparation of Fatty Acid Methyl Esters

Fatty acid methyl esters were formed by
modifying the method described by Guzel-
Seydim et al. (2006). Approximately 0.5 g kefir
samples were mixed with 1 ml 2-propanol and 1
ml isooctane for 60 s in a capped glass tube. 100
ul was taken from the supernatant and dried in a
vacuum oven (Vacucel — MMM Medcenter
Einrichtungen, Germany). Then, 2 ml of
NaOCH3/MeOH (0.5 M) was added and mixed
for 60 s. The blended samples were kept at 50 °C
for 10 min in water bath and cooled at ambient
temperature for about 10 min. The samples were
interfused with 1.5 ml of HoSO4 (1%) prepared in
methanol for 60 s. After adding H.SO4 into the
samples and mixing them for 60 s, they were
maintained at 80°C for 10 minutes and cooled
until reaching ambient temperature. Finally, the
samples were extracted with 1 ml of isooctane and
3.5 ml of KbCO; (6%).

High Pressure Liquid Chromatographic
Analysis

The CLA analysis of the raw cow milk and kefir
was carried out using HPLC (Shimadzu, Japan)

equipped with two ChromSpher 5 Lipids
analytical columns connected in seties (each 4.6
mm id. X 250 mm stainless steel; 5 um particle
size; Varian, California, USA). Besides, a UV
detector operated at 233 nm was used. This
method was suggested by Sehat et al. (1999). The
sample amount was 20 pl. The mobile phase was
hexane containing 0.1% acetonitrile, which was
isocratic at a flow rate of 1.0 ml/min.
Chromatographic analysis was undertaken under
the same conditions for all samples. 0.1-2 mg/ml
of 9£-17¢ CLA standard was used for quantitative
analysis.

Recoveries were determined in duplicate in milk
using pure standards in the range 0.02-0.8 mg/g
in esterification media prior to the analysis of
samples with the HPLC procedure. The result
was 100.00 £ 1.247%, suggesting that the
procedure was reliable and appropriate for CLA
analysis in kefir.

Proximate Analyses

The composition analysis of raw cow milk
included the determination of dry matter, ash, fat,
and protein. Determination of dry matter was
performed by the drying method (AOAC Method
930.15), total protein analysis by the Kjeldahl
method (AOAC Method 991.20), and fat content
by the butyrometer method (AOAC Method
2000.18) (AOAC, 2005). The pH value of the
samples was measured using a digital pH-meter
(VWR International Ltd., Dublin, Ireland).

Statistical Analysis

The experiments were carried out in duplicate
(two repetitions, two parallels). The data of the
experiments were subjected to an analysis of
variance (ANOVA) using SPSS Statistics v. 17.0
(SPSS Inc., Chicago, 1L, USA). The difference in
the averages was assessed using Duncan’s test.
The values were expressed as means and standard
deviations.

RESULTS AND DISCUSSION

According to the results, the raw milk showed the
following characteristics: dry matter
11.99£0.156%; fats  3.66£0.055%; protein
3.1240.044%; ash 0.70+0.007%, and the CLA
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content 0.725 £ 0.019 mg/g. The values obtained
for the composition of cow’s milk were similar to
those reported by Vargas et al. (2008). Besides, the
values for the CLA content of cow’s milk were
within the average range determined by Jiang et al.
(1998). Furthermore, kefir production using
cow’s milk was found to enhance the CLA
content. The values obtained for the CLA content
of the control kefir samples were higher than the
CLA content of cow milk.

LAB are commonly found in dairy products, such
as kefir and yoghurt. Jiang et al. (1998) reported
the use of some LLAB as starter culture for dairy
products and suggested that these bacteria were
capable of producing CLA from LA. Many
factors, such as the available concentration of LA,
pH value in medium, temperature of incubation,
and type of bacteria affect the yield of conversion
from LA to CLA (Gorissen et al., 2015). In this
study, we investigated the effect of LA addition to
ketir on CLA production, and the results showed
that the highest CLA content belonged to the
kefir including 0.5% LA (Table 1) but it did not
statistically significant (P >0.05). However, when
the LA content increased above 0.5%, the CLA
amount of kefir started to decrease. Previous
research evaluating the effect of different
concentrations of LA on CLA production by
L.acidophilus reported that the greatest increase in
CLA was found in the sample containing the
lowest concentration of LA (Gorissen et al,
2015). In another study, when different
concentrations of sunflower oil were added to
skim milk, the highest CLA production was
obtained from I. revis at the lowest
concentration while L. /ac#is had the lowest CLA
content at the same concentration (Puniya et al.,
2008). Li et al. (2012) evaluated the effect of
different L. plantarum strains on CLA conversion
by adding different concentrations of sunflower
oil to the MRS broth. The authors obsetved
similar results in that when the concentration of
sunflower oil exceeded a certain amount in
medium, conversion from LA to CLA decreased,
indicating that free LA inhibited the conversion
process promoted by LAB. However, the same
effect was not observed until a certain level of LA,
which may be associated with the antibacterial

effect of CLA on some bacterial strains. Li et al.
(2012) reported that the conversion capability of
CLA varied according to microorganism. In
another study Gorissen et al. (2015) reported that
LA inhibited the L. reuteri strain, but did not
observe any negative effect of CLA isomerism on
LAB. The authors also noted that in some cases,
LA may have an inhibitory effect on the growth
of LAB (Gorissen et al.,, 2015). In the current
study, the increase in the LA of kefir to a certain
level did not have a negative effect on CLA
production. Jenkins and Courtney (2003) also
reported that LA was more effective in the
inhibition of LAB than CLA isomers. In another
research, increasing the LA amount reduced the
CLA levels, indicating the role of LA in
decreasing the antibacterial effect (Lin et al.,
1999). Lee et al. (2018) evaluated the fluctuation
of CLA content in soybean powder hydrolysate
milk and fermented soybean hydrolysate milk by
adding different amounts of safflower oil to the
samples and found that when the optimum
supplemental concentration of safflower oil was
exceeded, CLA conversion did not change
significantly in the latter. Concerning soybean
powder hydrolysate, in the current study, the CLA
content was reduced up to a certain amount of
LA. Therefore, we deduced that kefir containing
0.5% LA was appropriate for the fermentation of
LAB in this product, consistent with the results of
Lee et al. (2018). The reason for this toxic effect
may be related to the structure of fatty acids and
their isomers. With their double bonds,
polyunsaturated fatty acids (PUFA), such as LA
may join the cell membrane, damaging the lipid
bilayer structure or diffusing the membrane,
hence reducing its strength (Gorissen et al., 2015).

In this study, storage time did not significantly
affect the CLA levels (P >0.05) in kefir samples
containing 0, 1 and 2% LA. However, the CLA
content in kefir decreased when 0.5% LA was
used (Table 1). Some researchers revealed similar
results, indicating that the CLA content was not
affected by storage time (Rodriguez-Alcald and
Fontecha, 2007; Shantha et al., 1995). Although
the CLA values differed slightly, this was not
statistically significantly (P >0.05), except in
samples containing 0.5% LA. Campbell et al.
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(2003) enriched skim milk with CLA, stored the
sample for three wecks under refrigerated
conditions, and found reduced CLA content,
which they attributed microbial growth causing
microbial lipase activity. Serafeimidou et al. (2013)
demonstrated a decreased level of CLA in cow
milk yoghurt but increased CLA levels in sheep
milk yoghurt during 14 days of storage. In
contrast, Shantha et al. (1995) found that storage
time did not affect the CLA content. Domagata

et al. (2009) observed decreased CLA levels in
fermented cream during storage. In current study,
the lowest CLA content was measured in the kefir
sample containing 2% LA after 21 days of storage.
This decrease can be related to microbial cultures
as suggested by Sieber et al. (2004) or oxidative
reactions in dairy products (Serafeimidou et al.,
2013; Shantha et al., 1995), or even lipase activity
(Campbell et al., 2003).

Table 1. The content of CLA in kefir (mg/g)

Storage Percentage of Linoleic Acid (LA)

time

(days) 0% 0.5% 1% 2%
0 0.77%0.0391 0.83£0.0311= 0.7310.076'ab 0.6410.1091>
2 0.76%0.001" 0.7810.04812 0.68%0.0331!ab 0.64+0.110'
7 0.79%0.017' 0.79%0.05012 0.73£0.098!= 0.68%0.106'
14 0.74%0.048!2> 0.78%0.046'2 0.71£0.114!ab 0.67+0.114'
21 0.731£0.054! 0.74£0.057% 0.74%0.0531 0.63£0.101"=

a—b: means (£SE, n = 3) within same row with different superscripts differ significantly (P < 0.05)
1-2: means (xSE, n = 3) within same column with different superscripts differ significantly (P < 0.05)

CONCLUSION

In the present study, the CLA level of kefir
containing 0, 0.5, 1 and 2% LA was evaluated
during 21 days of storage at 4 °C. The LA content
above 0.5% reduced the CLA level of the samples
due to the inhibitory effect of LA on LAB
producing CLA. Nevertheless, storage time did
not have a significant effect on the CLA amount
of the kefirs samples containing 0, 1 and 2% LA
(p > 0.05). On the other hand, the CLA level of
samples with 0.5% LA was reduced during
storage (p < 0.05) due to oxidative reaction. The
CLA level may also have been reduced by lipase
activity, but this is considered to be less likely.
Since LA could lead to the inhibition of the
growth of microbial cultures, kefir containing
0.5% LA is a good source of CLA.
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ABSTRACT

The effect of HO» oxidation stress on carotenoid production in C. reinhardtii and its antioxidant properties
were investigated in this study. For this purpose, the amount of carotenoids determined by HPLC-DAD,
total of phenolic contents and antioxidant capacities determined by Folin and CHROMAC methods
respectively, in different oxidative stress conditions were studied. When the concentration of HxO» was
increased during the incubation period, total of phenolic content and antioxidant capacity value were
decreased. In the same incubation period, HPLC-PDA results showed highest amounts of carotenoids in
microalgae exposed to 1 pM H>O» oxidative stress and it was thought that toxic dose might be in 20 uM
oxidation media for microalgae. Thus, when the oxidative stress conditions were changed, the amounts of
carotenoids and the structure of carotenoids could be changed. This study is important that the relationship
between carotenoid and the power of oxidation stress in microalgae system.

Keywords: Antioxidant, Chlamydomonas reinhardsii, ultrasonic-assisted extraction, HPLC, carotenoid,
oxidative stress.

H,0, OKSIDASYON STRESININ CHLAMYDOMONAS REINHARDTIT
MIKROALGININ KAROTENOID URETIMIi VE ANTIOKSIDAN AKTIiVIiTESI
UZERINE ETKISI

oz

Bu calismada C. reinhardtii mikroalginin karotenoid iretimi ve antioksidan Szellikleri tizerine H2O»
molekiliinin oksidasyon etkisi incelenmistir. Bu amagla karotenoid miktarlart HPLC-DAD cihazt ile,
toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite miktarlari sirastyla Folin ve CHROMAC y6ntemleri ile
tayin edilmistir. Oksidatif stress siiresi arttikca karotenoid miktarlarinda da artma goérilmistiir.
Inkiibasyon siiresi boyunca H»O, konsantrasyonu arttirldiginda, toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasite degeri azalmistir. Ayni inkibasyon stresi boyunca HPLC-DAD sonuglarina
gore, 1 pM H2O: oksidatif strese maruz kalan mikroalglerde en ylksek miktarda karotenoid
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sentezlendigi ve mikroalgler icin toksik dozun 20 uM oksidasyon ortaminda olabilecegi anlasilmigtir.
Boylece, oksidatif stres kosullart degistiginde, karotenoidlerin miktarlari ve karotenoidlerin yapist
degistirilebilir. Bu ¢alisma, mikroalg sisteminde, karotenoid sentezi ile oksidasyon stresi arasindaki

iliskinin aciklanmasi acisindan énemlidir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Chlamydomonas reinbardtii, ultrasonik destekli ekstraksiyon, HPLC,

karotenoid, oksidatif stres

INTRODUCTION

Microalgae are unicellular microscopic and
photosynthetic microorganisms. Due to their
photosynthetic properties, they can take H>O and
COz into their structures and transform them into
organic compounds in different forms with the
help of sunlight (Guedes et al., 2011; Olaschinde
et al., 2017). These microorganisms can be found
everywhere in the aquatic media (Minhas et al.,
2016). Microalgae are known to contain bioactive
components such as protein, fat, carbohydrates,
amino acids and carotenoids. Microalgae show
that antioxidant properties because of they
contain carotenoids (Abd El Baky et al., 2013).
The most important microalgae are Chlorella,
Chlamydomonas, — Dunaliella, — Muriellopsis  and
Haematococeus spp (Erdogan et al., 2015).

Chlamydomonas reinbardtii belongs to the Chlorophyta
group, also called green algae. It is an organism
with an oval cell shape, usually 10 um in size and
3 um in width. It can live in many different
environments such as fresh water, moist soil, sea
and Because of the ability of
photosynthetic properties and the presence of
whips, they are regarded as the predecessors of
both plants and animals (Erdogan et al., 2015;
Rochaix 1995; Cakmak et al., 2015).

SNOwW.

Carotenoids are natural compounds that can be
synthesized in all photosynthetic organisms and
also synthesized by some non-photosynthetic
bacteria, yeasts and fungi (Rao et al., 2007; Moran
et al., 2010; Cazzonelli 2011). The antioxidant
properties of carotenoids due to increasing
disease  (Alzheimer, cancer, cardiovascular
disease, heart diseases, etc.) in recent years have
become the focus of many studies. There are
more than 600 carotenoids in the sources and
many researchers have identified carotenoids
using fruits, vegetables and microorganisms
(algae, bacteria, fungi). The most common
carotenoids are phytophthora, lycopene, y-

carotene, f-carotene, a-carotene, &-carotene, [3-
cryptoxanthin,  a-cryptoxanthin,  zeaxanthin,
lutein, violaxanthin and astaxanthin in vegetables
and fruits. Some diseases are tried to be prevented
by taking carotenoids through food or medicines
(Olasehinde et al.,, 2017). For this reason, the
assignment of carotenoids becomes important.

Free radicals are formed in an unstable structure
due to chemical reactions or external factors in
our body. In order to become stable, these
molecules attack cell components such as lipids,
proteins and DNA and damage.
Antioxidant defense mechanisms exist in
organisms to control the formation of free
radicals and to prevent harmful effects of
molecules. Antioxidants are molecules that
prevent chain reactions that can cause many
diseases by neutralizing free radicals that damage
the cells. In some cases, however, the antioxidant
defense mechanism of the body doesn’t
completely prevent the effect of free radicals, and
the condition called oxidative stress occuts. For
this reason, external antioxidant supplementation
is required (El-Bahr 2013).

causc

Recent studies have examined the effects of
oxidative stress-inducing factors such as light, pH,
and nutrient stress on carotenoids in order to
increase antioxidant content in microalgae.
Phaceodactylum  tricornutum, Tetraselmis  suecica and
Chlorella vulgaris were selected as target microalgae
and antioxidant activity, total phenolic content,
amount of carotenoid, vitamins E and C were
compared in the presence of nitrogen and
phosphorus to optimize antioxidant production
in microalgae (Goiris et al., 2015). Compared to
the control group for all three target microalgae,
antioxidant activity, total phenol content, and
total carotenoid content were reduced in
microalgae exposed to nitrogen stress (Goiris et
al.,, 2015). There are several research about
regulation of carotenoid biosynthesis and
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accumulation that conducted on a limited number
of microalgal species such as J-carotene
accumulation in the Dunaliella salina. (Nikulina et
al., 2016). There are few studies about carotenoid
biosynthesis and accumulation of C. reinbardtii in
the literature (Nikulina et al., 2010).

In this study, carotenoid biosynthesis and
accumulation of C.reinbardtii were investigated
under  H>O»  oxidation  with  different
concentrations and time. The carotenoids of
C.reinhardtii microalgae produced under different
oxidative stress environments were analyzed by
HPLC-DAD.  Total phenolic content and
antioxidant  capacity of  Cureimbardtii  were
determined by Folin-Ciocalteu method and

CHROMAC  method, respectively under
oxidative stress.
MATERIAL AND METHODS

Chemicals

Ethanol, acetone, dichloromethane, ter-butyl
methyl ether and methanol were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). Folin-Ciocalteau
reagent, trolox [(£)-6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic  acid], — gallic
acid, neoxanthin, beta-carotene and alpha-
carotene were purchased from Sigma Aldrich (St
Louis, USA). Lutein and beta cryptoxanthin were
purchased  from  Extrasynthese  (France),
astaxanthin and zeaxanthin were purchased from
Dr.Ehrenstorfer GmbH (UK). The other
chemicals used were of analytical grade.

Isolation, identification, and cultivation

Chlamydomonas reinhardtii sp TMCCS8 was isolated
from Lake Nemrut, located in the Nemrut
stratovolcano in Bitlis Province, Turkey (N
42°15'25"- 42°24" 48" and E 38° 31'11"-
38°36'12"). The strain was first morphologically
identified via microscopic observation according
to Kessler (1976). The species also
characterized via sequencing of the 185 rRNA
gene. Accordingly, the genomic DNA fragment
was amplified by PCR, sequenced, and analyzed
following Hoham et al. (2002). Sequence
comparison of the 185 rRNA genes was
performed using the NCBI databases with
BLASTN search (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

was

Blast.cgl) and BioEdit-graphical biological
sequence editor v7.0.9 and submitted to NCBI
gene bank with an accession number, KP259886.
For experiments, C. reinhardtii was cultured in
500 ml of TAP medium (Rippka et al., 1979,
Cakmak et al., 2015) in 1 liter Erlenmeyer flasks
under continuous light (150 PAR) on an orbital
shaker at 120 rpm and 25°C. The authors adhered
and confirmed that ethical statement as noted on
the journal's author guidelines page. The
Directive 2010/63/EU standard was followed for
this study.

H:>0: oxidation of C. reinhardtii

In order to count the algae at different times, an
amount of 4-day microalgae culture was allowed
to incubate in the control medium. After sowing
in the sterile chamber, the newly cultivated
samples were cultured in a shaking incubator at
120°C at 23° C under continuous light at 100
umol photon m=2 s intensity. The growth of
microalgae grown in 250 mL erlene containing
100 mL liquid growth culture was divided into
four groups with three replicates when they
reached the absorbance value of 1.0 (A=680 nm).
In addition to the control group, the cultures were
treated with H,O» at a concentration of 1 mM, 5
mM and 20 mM and were harvested at 2, 8, 24
and 72 h after application. The concentration of
H>Osin sample was determined according to the
literature (Cakmak et al., 2015).

Ultrasonic-assisted extraction

C. reinhardtii samples were lyophilized for an hour
(freezing at -86°C, followed by drying at 0,1
mbar). Then the Iyophilized samples were
extracted with ethanol (2 mL) and mixed by
vortex. The samples were placed in ultrasonic
cleaning bath at 40°C for 2 hours. Ultrasonic-
assisted extraction was performed in a
temperature-controlled ultrasonic cleaner bath
(40 kHz and 200 W) and also the temperature was
monitored using a thermometer. Then, the extract
was filtered and the filtrate was used for
spectroscopic and chromatographic analysis.

Folin-Ciocalteu method
Determination of total phenolic content using the

Folin—Ciocalteu  method  was  performed
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according to literatures (Giigli et al., 2006; Sahin
et al,, 2013). 0.2 mL of sample was taken, 1.8 mL
of distilled water and 2.5 mL of Lowry C solution
(50 mL Lowry A +1 mL Lowry B) were added in
a test tube. After vortexed samples, 0.25 mL of
Folin-Ciocalteu reagent was added a tube and the
blue color was allowed to stabilize under darkness
for about 30 min. The absorbance was measured
at 750 nm by UV-VIS spectrophotometry (Varian
Cary-50 UV/vis, in Melbourne, Australia)
equipped with 10 mm quartz cuvettes. The results
were expressed as mg gallic acid equivalent (GAE)
of per gram of sample.

CHROMAC method

Antioxidant capacities of microalgae samples
under oxidative stress were determined using the
CHROMAC method was performed according to
literatures (Istk et al., 2013; Nasir et al., 2017). 0.2
mL of sample and 0.3 mL of distilled water were
added in a test tube. After vortexed samples, 3.5
mL of freshly prepared pH 2.8 phosphate buffer
and 0.5 mL of K>Cr20O7 (50 mg L) were added in
a tube. After incubation for 1 min, 0.5 mL of 1,5-
diphenylcarbazide (3.4 X 10-mol L) was added
and stirred. The test tube was waited in the dark
for 50 min to complete the reaction. The
absorbance was measured at 540 nm by UV-VIS
spectrophotometry. The results were expressed as
mg Trolox equivalent (TE) of per gram of sample.

HPLC- PDA analysis

The carotenoids analyzed by high
performance liquid chromatography. An Agilent
1200 HPLC- PDA system (Waldbronn,
Germany), consisting of a vacuum degasser,
binary pump, autosampler, and a diode aray
dedector, was used. Carotenoid separation was
carried out on an YMC C30 carotenoid column
(4.6 x 250 mm, 5 um id.) from Waters (USA).
Mobile phase consists of methanol: water (95:5,
% v/v, consists of % 0.05 triethylamine in watet,
solvent A) and ter-butyl methyl ether (solvent B).
Gradient conditions were as follows: 0-15 min 5%
B (95% A), 15-20 min 20% B (80% A), 20-30 min
30% B (70% A), 30-40 min 40% B (60% A), 40-
45 min 75% B (25% A), total run time is 45 min.
The flow rate was 1 mL/min, injection volume
was 20 puLL and the column temperature set to 25

were

°C. The eluent was detected at 450 nm using a
UV-visible detector.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with Minitab
17.0 for Windows (Minitan Inc., State College
PA). ANOVA was used for data comparing at 5%
significance level. Principal component analysis
(PCA) was used for visualizing the effect of
experiments (Total phenolic content, antioxidant
capacity, carotenoid amount). The data was
standardized for PCA analysis. With eigenvalues
of 73.55 (PC1) , 24.19 (PC2) and 3.98 (PC3) that
are estimated from the eigenvectors of the matrix
represent 70.05, 23.04 and 3.80% of the total
variance.

RESULTS AND DISCUSSION

Validation of analytical method

The linearity of the HPLC- PDA method was
investigated for the determination of carotenoids
at a concentration of 0.25-10 mg/L. Regression
coefficients for each of the calibration plots were
obtained using different carotenoid compounds.
As shown in Table 1, the limits of detection
(LOD, 3 s/m) and limits of quantification (LOQ,
10 s/m) of some catrotenoids (lutein, B-carotene,
o-carotene,  zeaxanthin,  neoxanthin)  in
C.reinhardtii microalgae were calculated. The peak
purity values, capacity (k') and selectivity factors
(o) of the carotenoids were also calculated. Based
on the obtained values, it has been shown that
carotenoids can be distinguished by HPLC- PDA
method successfully.

Identification of carotenoids under oxidative
stress

This study was taken up to understand the
influence of H»O, oxidation stress on
carotenogenesis. After the growth phase of C.
reinhardti, different concentration levels (1, 5 and
20uM) of H»O; were studied. The C. reinbardtii
cultures exposed to H»xO» for 72 h and
accumulated higher carotenoid production as
compared to control within 24 h (Figs. 1-5).
However, the decrease on carotenoid production
was observed at 72 h. When trials were conducted
using different concentration of HxOs, cell
rupturing and damage was observed at higher
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concentration (>20uM). Growing cells were
found to be more sensitive to higher
concentration of H»Oz compared to control
group. H>O,, which is non-toxic cellular
metabolite, can act as a signaling molecule that
mediates responses to various stimuli and
stresses, such as the regulation of the antioxidant

differences that detected in amount of
carotenoids among the samples depending on the
concentration of H»O, and oxidation time
(»<0.05). The amount of carotenoid was
decreased in control group except zeaxanthin and
a-carotene. At the beginning, the amounts of
carotenoids have similar decrease behavior at the

same concentration of H,O; and then increased
gradually after 24 h. The amounts of synthesized
carotenoid in the live culture medium under
oxidation condition are sensitive to some factors
such as concentration of oxidant in the
environment, enzyme concentration, etc (Cakmak
et al., 2015).

defense system (Mittler 2002; Neill et al., 2002;
Apel et al., 2004; Mittler et al., 2004). Carotenoids
are natural pigments synthesized from plants as
well as from algae and microorganisms.
Neoxanthin, lutein, zeaxanthin, a-carotene and B-
carotene were determined in C. reimbardtii under
H>O, oxidative stress.  The significant

Table 1. Analytical parameters for analysis of carotenoids by HPLC- PDA

LOD Peak - Capacity g1 ciivity
Carotenoids ~ Concentration (mg/L) y=mx+b R? LOQ (mg/L) purity factor Vi

(mg/L) o , factor (o)

) )
Lutein 0.25-10 y =71.224x - 1.9159 0.998  0.02 0.06 99.88 5.04 1.19
B-carotene 0.25-10 y = 154.46x-19.5 0.998 0.06 0.21 99.99  10.56 1.04
a-carotene 0.25-10 y = 118.09x -17.225 0.999  0.02 0.06 98.52 9.53 1.11
Zeaxanthin 0.25-10 y = 265.7x-23.055  0.998 0.04 0.12 99.50 6.00 1.06
Neoxanthin 0.25-10 y = 35.158x+2.4447 0.997  0.01 0.02 96.89 3.15 1.15
Carotenoids, which are specific for each Lutein, which is one of the oxygenated derivatives

microalgae, can be synthesized using necessary
enzymes. According to the biosynthesis diagram
of microalgae, a-carotene can be converted to
lutein, B-carotene can be converted to zeaxanthin
and neoxantin from these carotenoids (Cordero et
al., 2011; Butnariu 2016). In this study, the
amounts of lutein and neoxanthin were found to
be high in HPLC analysis when oxidative stress
was applied. Because it was thought that «-
carotene converted to lutein and B-carotene
converted to neoxantin after oxidative stress
according to the biosynthesis diagram of
microalgae.

Neoxanthin has shown an increase of 2 and 3-fold
than control group under 1 pM H>O» oxidation
stress at first 24 h (Fig. 1). And also, the amount
of nexoanthin was approximately 1.5-fold higher
than control group under 5 and 20 uM H2O»
oxidation stress. Because of oxidation of
carotenoid and damaging of algae cell, the amount
of neoxanthin was decreased during 72 h.

of carotenes, has the highest amount (5.75 mg/g
sample under 1 uM H>O; oxidation stress) in C.
reinhardtii under HoOs oxidative stress (Fig. 2). The
amount of lutein that found in human tissues was
decreased in that order: 2 h> 24 h> 8 h> 72 h. It
was seen that the amount of carotenoid depends
on the several factors such as HO;
concentration, time, temperature and also
presence of other antioxidants. And also, these
factors can attract the redox properties of
carotenoids.

Zeaxanthin has the more ability to scavenge
reactive oxygen species than lutein (Woodall et al.,
1997). It has shown an increase 4 and 5-fold than
control group under 1 pM H»O» oxidation stress
at first 24 h (Fig. 3). Its reactivity to reactive
oxygen species is higher than that of lutein in the
Fenton based system (Siems et al., 2005). Because
of this reason the increase at the amount of
zeaxanthin is higher than that of lutein within 24
h under 1 uM H>O: oxidation stress.
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Fig. 1. Effect of H2O; on the amount of neoxanthin in C. reinhardtii. Different uppercase letters (A-D)

indicate significant differences between applied H>O: concentrations at same time (p<<0.05), different
lowercase letters (a-d) indicate significant differences between times at the same H>O» concentration

(»<0.05).
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Fig. 2. Effect of H2O: on the amount of lutein in C. reinhardtii. Different uppercase letters (A-D)
indicate significant differences between applied H2O: concentrations at same time (p<<0.05), different
lowercase letters (a-d) indicate significant differences between times at the same H>O» concentration

(»p<0.05).
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Fig. 3. Effect of H2O» on the amount of zeaxanthin in C. reinhardtii. Different uppercase letters (A-D)
indicate significant differences between applied H>O: concentrations at same time (p<<0.05), different
lowercase letters (a-d) indicate significant differences between times at the same H>O» concentration

(»<0.05).

B-carotene and a-carotene, that are pro-vitamin A
derivatives, have the same behavior under
oxidative stress. There was no w-carotene
detection under 5 pM H>O; oxidation stress after
72 h in Fig. 4. When comparing with 3-carotene,
0.06 mg B-carotene was quantified by HPLC-
PDA in Fig. 5. As a result, the quenching activity
of a-carotene is bigger than that of B-carotene.
The amounts of these carotenoids were decreased
in that order: 2 h> 24 h> 8 h> 72 h without
control group.

While little is known about carotenogenosis
pathways in algae, some suggestion pathways are
presented based on carotenoid structures
(Takaichi, 2011). Carotenoids protect organisms
from photodegradation by damping the
photodegradation created by singlet oxygen and
triplet chlorophyll (Cl) species that can participate
in redox reactions. Carotenoids help keep the
membrane structutre stable (Loht et al., 2005). In
case of formation of damaging reactive oxygen
types, it is seen that some unstable and
photoreactive species are formed during Cl
biosynthesis. Therefore, carotenoid and Cl

biosynthesis occur in chloroplasts and the
formation of all enzymes in vascular plants is
encoded by nuclear genes and synthesized in
cytoplasm cells. A sudden increase in total
carotenoid levels is observed in the medium of
over pressure on the phytoene syntase genes
(Lohr et al., 2005). In this study, the amount of
carotenoids changed depending on the H>O»
concentration in the environment. In C. reinhardtii
microalgae, « and B carotene are formed from
lycopene carotenoid as a result of catalysis of the
enzymes lycopene e-cyclase (LCYe) and lycopene
B-cyclase (LCYD). Lutein and zeaxanthin are then
hydroxylated in « and § carotene. The enzymes
involved here are P450 hydroxylases (P450b-
CHY for « and f carotene, P450e-CHY for o-
carotene). Neoxanthin can then be formed from
zeaxanthin. This reaction can also be catalyzed by
neoxanthin synthase (NSY) enzyme (Cordero et
al., 2011). However, it is not known exactly how
these enzymes are affected in oxidative stress
environment and how they affect carotenoid
biosynthesis in the literature. Under oxidative
stress the carotenoids and their oxidation
products have not studied yet in biological
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samples such microalgae. The knowledge in  reinbardtii has been selected as the most valuable
similar study seems to be important to put forth ~ microalgae for production of carotenoids as a
the relationship between the amount of  source of natural pigment when grown under
carotenoid and the power of oxidation stress. C. defined conditions.
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Control 1 uM 5 uM 20 pM
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Fig. 4. Effect of H2O: on the amount of a-carotene in C. reinhardtii. Ditferent uppercase letters (A-D)
indicate significant differences between applied H>O: concentrations at same time (p<<0.05), different
lowercase letters (a-d) indicate significant differences between times at the same H2O» concentration

(p<0.05).
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Fig. 5. Effect of H2O; on the amount of B-carotene in C. reznbardti. Different uppercase letters (A-D)
indicate significant differences between applied H2O: concentrations at same time (p<<0.05), different
lowercase letters (a-d) indicate significant differences between times at the same H2O» concentration

(p<0.05).
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Total phenolic contents and antioxidant
capacity of samples under oxidative stress

Antioxidant capacities and total phenolic contents
of C. reinhardtii samples were determined by
CHROMAC and Folin-Ciocalteu methods,
respectively (Table 2). The correlation coefficient
between total phenolic contents and antioxidant
capacities is 0.57. This indicates that the results
are compatible. When the concentration H>O»

was increased, the antioxidant capacity and total
phenolic content of extract decreased at the same
time. The highest amounts were obtained from
extracts that were exposed to 1 pM HO»
oxidative stress for 72 hours. This shows that the
carotenoids are more abundant in the
environment because of cell destruction at the
end of 72 hours.

Table 2. The total of phenolic content and antioxidant capacity value in microalgae samples of
Chlamydomonas reinhardtii exposed to different oxidative stresses

Antioxidant capacity

Total phenolic content

Time Samples (mg TE/g sample) (mg GAE/g sample)
Control 6.861 +0.096 0.33410.004
ok 1uM H>O» 7.550£0.400 0.456%0.005
5uM H20O: 6.954%0.057 0.3231+0.004
20uM H20O: 5.474%0.589 0.301%0.002
Control 7.037£0.396 0.344%0.011
Sh 1uM H>O» 7.569%0.020 0.411%0.010
5uM H20O: 7.189%0.002 0.398%0.002
20uM H20O: 7.044£0.220 0.38210.006
Control 6.759%0.374 0.35610.021
o4k 1uM H>O» 7.07310.244 0.408%0.010
5uM H>O» 6.934%0.113 0.372%0.003
20uM H2O; 6.581%0.051 0.353%0.003
Control 7.490£0.053 0.342%0.005
1 1uM H>O» 9.174%0.162 0.469%0.016
5uM H>O» 8.517£0.596 0.348%0.010
20uM H2O; 7.48710.068 0.307%0.002
Principal component analysis 2
Many factors are correlated with each other and
their contributions to the variation have been
major or minor. The two outliers (total phenolic
content and antioxidant capacity) have seen in the —_ 14
loading plot of microalgae extract on PC1-PC2 §
(Fig. 6). These outliers were distinguished from Q
other factors by significantly. The amounts of g’ o ‘
carotenoid (neoxanthin, lutein, zeaxanthin, o- ~
carotene and B-carotene) were correlated in each & T TE ¢ L
other. ¢&| @ ABTS
PC1(70.05%)

Fig. 6. The loadings plot of Chlamydomonas
reinhardtii extracts on PC1-PC2 (TF: total
phenolic content, ABTS: antioxidant capacity).

911



912

C. Yiksel, S. Sahin, T. Cakmak

CONCLUSIONS

The effect of H>O» oxidation stress on carotenoid
production in C. reinbardtii for 72 h was
investigated in this study. And after oxidative
stress, total phenolic contents and antioxidant
capacities of remaining samples were determined.
The amounts of lutein and neoxanthin werte
found to be higher when determined by HPLC-
PDA under oxidative stress. The five carotenoids’
quantities were rapidly increased under 1 uM
H»O; oxidation stress. However, the highest total
phenolic contents and antioxidant capacities were
taken under 1 uM H>O» oxidation stress for 72 h.
The carotenoids are predominant antioxidants
that effects on these results because of higher
increase on their amount in that media. This study
is important that the relationship between the
amount of carotenoid and the power of oxidation
stress was put forth successfully. Later, the
oxidation products of these carotenoids can study
to reveal anti- or pro-oxidant effects and
biological potentials of carotenoids.
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oz

Bu calismanin amaci, Izmir’in Tire ilcesinde geleneksel olarak tiretimi gergeklestirilen “Tire Camur peyniri’nin
bazi fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerinin belirlenmesidir. Bu ¢alisma kapsaminda analizleri gerceklestirilen
Tire Camur peyniri Ornekleri arasinda bilesim bakimindan énemli farkliiklar oldugu saptanmistir. Gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) vasttasiyla gerceklestirilen kromatografik analizlerde toplam 29
adet ugucu bilesen tespit edilmistir. Duyusal degerlendirmeler sonucunda ise pismis, peynir alti suyu,
kremamst, fermente ve siitiimsii yogun olarak algilanan aromatikler olarak belirlenmistir. Flde edilen veriler
kapsaminda, tGriiniin endiistriyel boyutlarda tiretim standardizasyonunun saglanmastyla birlikte tiiketiciler
icin triiniin kaynagint gosteren cografi isaret alinmasinin; treticiye, tretildigi bélgeye ve tilkemize 6nemli
ekonomik katki: ve katma deger saglama potansiyeline sahip olacag diisintlmistiir.

Anahtar kelimeler: Tire Camur peyniri, ucucu bilesenler, duyusal 6zellikler

SOME PHYSCOCHEMICAL AND SENSORY CHARACTERISTICS OF TIRE
CAMUR CHEESE

ABSTRACT

The putrpose of this study is to determine some physicochemical and sensory characteristics of "Tire
Camur Cheese" traditionally produced in Tire, Izmir. Within the scope of this study, it has been
determined that general composition of Tire Camur cheese shows significantly differences between
the samples. In total, 29 volatile compounds were detected in chromatographic analyzes performed
by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). As a result of sensory characteristics of cheeses;
cooked, whey, creamy, fermented and milky has been found as most detected aromatics. Within the
scope of the obtained data, ensuring of the standardization of Tire Camur cheese production on
industrial scale and combining with taking geographical indication which show to consumers about
the origin of the product will have the potential to provide significant economic contribution to the
producer, region and the country.
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Tire Camur peynirinin bazi 6zellikleri

GIRIS
Ham maddesi olan siite gére daha uzun siire
muhafaza edilebilmesinin yant sira, yitksek
kalitede protein, yag, vitamin, kalsiyum, fosfor
gibi zengin besin igerigine sahip olmasindan
dolay1 olduke¢a 6nemli bir besin Ggesi olan peynir,
geleneksel iretimlerden dolayt kiltirel zenginligin
de bir isareti olarak gorilmektedir (Saygit vd.,
2020; Ayar vd., 2006). Cografi konumu itibatiyle
farklt kilttirlerin bir araya geldigi ve geleneksel
lezzetlerin sentezlendigi tlkemizde peynirin siit
trtinleri icerisinde genis bir tirin yelpazesine sahip
oldugu bilinmektedir  (Saygilt  vd., 2020).
Gunumizde farkli isleme ve olgunlastirma
tekniklerine bagl olarak, cok farkli karakteristik
ozelliklere sahip peynirlerin tretimi
gerceklestirilmektedir. Tirkiye’de peynir tretimi
ve tlketiminde son yillarda 6nemli artiglar
meydana gelmistir. Bu artista en Onemli
ctkenlerden biri geleneksel olarak iretimleri
gerceklestirilen pek ¢ok peynir ¢esidinin tiretim
yerleri disinda buytksehirlerde de aranir hale
gelmesidir. Bu durum geleneksel olarak bazt
yorelerimizde veya illerimizde tiretilen peynirlerin
endustriyel Olcekte Uretimlerinin  baglamasina
neden olmustur (Hayaloglu, 2008). Ulkemizde her
cesidin kendine 6zgl bilesim, lezzet, tekstiir ve
goriinime sahip oldugu 130’dan fazla y6resel ve
bélgesel peynir tird oldugu bilinmektedir
(Tekinsen ve Elmali, 2000). Tire Camur peyniri,
Izmir’in Tire ilgesinde geleneksel olarak tiretimi
gerceklestirilen, genellikle yore halki tarafindan
kahvaltida tiiketilen, stiriilebilir yapida bir peynir
gesididir. Tire Camur peynitinin dretiminde
giniimiizde daha cok inek stitiinden yararlanilsa
da onceleri keci ve koyun sitlerinden de
yararlamldig belirtilmektedir. Peynirin
tretiminde, 6ncelikle beyaz peynir veya Izmir
Tulum peyniri yapimi sirasinda agiga ¢tkan peynir
altt suyuna 1si islem uygulanmakta ve olusan
pthtunin stiztlmesi ile lor eldesi saglanmaktadir
(Keskin ve Dag, 2020; Erdogmus, 2020). Elde
edilen lor peyniri, sogutulmus peynir altt suyu ile
karistirilmakta ve tuz ilavesi sonrasinda titketime
hazir hale getirilmektedir. Uretim yéntemine baglt
olarak, Giretim sirasinda belirli bir miktar krema ile
de karngtirlabildigi yerel {Ureticiler tarafindan
belirtilmektedir. Tire Camur peyniri Gretimine ait
akis semast Sekil 1’de g6sterilmistir. Bu ¢alismanin

amaci, Izmirin Tire ilgesinde yaygin olarak ve
geleneksel yontemlerle tretimi gergeklestirilen
Tire Camur peynirinin bazt fizikokimyasal ve
duyusal 6zelliklerinin belirlenmesidit.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bu calisma kapsaminda arastirma materyali olarak
Izmir'in Tire ilgesinde bulunan ve geleneksel
olarak Tire Camur peyniri Uretimi gerceklestiren
yerel ureticilerden farkli zamanlarda toplamda 8
adet peynir Ornegi temin edilmistir. 2020 yilinin
Ocak ve Temmuz aylarinda temin edilip
laboratuvar ortamima getirilen peynirler analiz
edilinceye kadar uygun kosullar altinda (+4 +1 °C
ve/veya -18%1 °C) cam kavanozlarda muhafaza
edilmistir.

Yontem

Fizikokimyasal analizler

Tire Camur peyniri 6rneklerinde pH (Bradley vd.
1992), titrasyon asitligi (% laktik asit) (Metin,
2006), % toplam kurumadde (TS, 1989), yag (TS,
1978) ve toplam protein tayini (AOAC, 1990)
gerceklestirilmistir.

Ugucu bilesenlerin belirlenmesi

Orneklerdeki ucucu bilesenlerin  kalitatif ve
kantitatif olarak tespiti gaz kromatografi kiitle
spektrometresi (GC-MS) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Ucucu bilesenler katt faz
mikroekstraksiyon ~ (SPME)  prosediri  ile
ekstrakte edilmistir. Ucucu bilesenlerin SPME
fiber (2 cm to 50/ 30 um DVB/Carboxen /PDMS)
tzerine toplatilmast amaciyla 2 gram peynir 6rnegi
40 mL kapasiteli ve amber renkli viallere tartilarak
tzerine 1 g NaCl ilave edilmis ve kapatilan vial 40
°C sicakligindaki su banyosunda 20 dakika
bekletilmistir. Daha sonra SPME fiber viale
daldirlarak 20 dakika stiresince tepe boslugunda
toplanan bilesenlerin ekstraksiyonu saglanmustir.
Bilesenlerin ayrimi icin DB-5MS (60m x 0.25mm
ID, 0.25 pm) kapiler kolon kullandmistir.
Kolondaki akis hizt 1.5 ml/dakika olacak sekilde
ayarlanmistir. GC-MS cihazina ait firin sicakhk
programi ve bekleme stireleti 40 °C’den 250 °C’ye
kadar sirastyla; 40 °C’de 1 dakika bekleme stiresi,
180 °C’ ye wulasincaya kadar dakikada 8°C
(8°C/dk) artis ile 15 dakika bekleme stiresi ve 250
°C’ye ulasincaya kadar dakikada 5°C (5°C/dk)
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artts ile 15 dakika bekleme siiresi olacak sekilde

ayarlanmigtir.

Peynir altt suyu (PAS) / Whey

=

Isitma (84 °C) / Heating

=

Lor Eldesi / Curd

Loru Alinmis PAS / Whey
after curding

-

Stzme / Straining

4

-

Sogutma / Cooling

Soguk Depolama /Cold storage

-

4

Krema / Cream

Karistirma / Mixing

Sogutulmug Peynir Suyu /
Cooled whey

-

Tuz llavesi / Salting

-

Ambalajlama / Packaging

Sekil 1. Tire Camur Peyniri Uretim Akis Semast
Figure 1. Production chart of Tire Camur cheese

Duyusal analizler

Tire Camur peyniri Orneklerinde  gesitli
aromatikler ve temel tatlarin belirlenebilmesi
amactyla; Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,
Gida muhendisligi bolimii 6gretim Uyeleri ve
lisansiistli 6grencilerinden olusan toplam 7 kisilik
panelist grup tarafindan tamimlayict duyusal
analizler gerceklestirilmistir. Panelistlerin egitimi
ve duyusal degerlendirmeler amaciyla Spectrum™

metodu  kullandmistir  (Meilgaard vd., 2006).
Duyusal degerlendirmelerde 10 puanl skala
kullanilmis  olup skalanin en solu belirtilen
Ozelligin olmadigini en sagt ise ¢ok fazla oldugunu
ifade etmektedir. Duyusal analizler kapsaminda

degerlendirilen terimler ve referanslari Cizelge
1°de belirtilmistir (Karagtil Yiceer vd., 2007).
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Cizelge 1. Duyusal analizler kapsaminda degerlendirilen terimler ve referanslart
Table 1. Terms evaluated within the scope of sensory analysis and their references

Terimler / Terms Referanslar / References

Referanslatin hazitlama/ Preparation

of references

Pigtnis / Cooked associated with cooked

Peyniraltt suyu/

Whey associated with whey

Kremamst / Creamy

Hayvanst / Animal-like

Depo/ Storage panclists

Pismis ile iliskilendirilmis aromatikler/ Aromatics
PAS ile iligkilendirilmis aromatikler/ Aromatics

St kremast ile iliskilendirilmis aromatikler/
Aromatics associated with milk cream

Ahir kokusu ile iliskilendirilmis aromatikler/
Aromatics associated with the smell of barn

Heated milk at 85°C 30 min
%5’lik PAS tozu /
%5 whey powder

Krema /Cream

%5 Na-Caseinate solution

Panelistler tarafindan tarif edilmistir / Described by

Fermente stt trtnleri ile iliskilendirilmis

Fermente / Fermented
products

Haslanmis yumurta ile iliskilendirilmis aromatikler
[ Aromatics associated with boiled egg

Sulfur / Sulphur

aromatikler /Aromatics associated with fermented milk

Taze yogurt /
Fresh yoghurt

Haslanmis yumurta /
Boiled egg

Panelistler tarafindan tarif edilmistir/

Siitiimsi / Mitky Described by panelists

Kaf-Maya/ Mold-Y cast Described by panelists
Tatlt / Sweet Sakkaroz/Saccharose
Tuzlu /Salty NaCl/NaC/

Eksi / Sour Sitrik asit / Citric acid

Umami / Umawi

Monosodyum glutamat/ Monosodium glutamate

Panelistler tarafindan tarif edilmistir/

%2lik sakkaroz soliisyonu /
%2 Saccharose solution

%00.5 NaCl solisyonu /
%0.5 NaCl solution

0.08 sitrik asit solisyonu /
%0.08 citric acid solution
%71’lik MSG solusyonu /
%1 MSG solution

85°C’ de 30 dakika 1sitilmis stit /

%5’likNa-Kazeinat solisyonu /

PAS: Peynir altt suyu/whey, MSG: Monosodyum glutamat

Istatistiksel analizler

Tire ¢amur peynirlerine ait; fizikokimyasal,
kromatografik ve duyusal bazt &zelliklerin ve
farklidiklarin istatistiksel olarak ortaya
konulabilmesi amaciyla SPSS (Windows v21)
istatistik programi vasitastyla tanimlayict ve ¢ok
boyutlu 6lgeklendirme (Multidimensional Scaling-
MDS) analizleri gerceklestirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Fizikokimyasal Analiz Bulgular1

Tire Camur peyniri 6rneklerine ait asitlik ve
bilesim analizi sonuglart  Cizelge 2’ de
gosterilmistir. Peynir 6rneklerinde gergeklestirilen
asitlik ve bilesim analizi sonuglarina gére ortalama
degerler (Ortalama * Standart sapma); pH

5.50%0.63, titrasyon asitligi 0.22+0.07, toplam
kurumadde 31.20%06.45, protein 10.95£1.58, yag
16.40+6.17 ve kurumaddede yag 51.31+11.28
olarak tespit edilmistir. Gergeklestirilen analizler
sonucunda  6rneklerin - toplam  kurumadde
iceriklerinin  %22.76-40.81 araliginda degistigi
belirlenmistir. Toplam kurumadde igerigindeki bu
farkliligin - olusmasindaki en temel bilesenin
%8.25-24.50 araliginda degiskenlik gGsteren yag
oranlarindan kaynaklandigi gbriilmektedir. Farkls
yag iceriklerinin, toplam kurumadde tizerindeki
etkisi kurumaddede % yag oranlari incelendiginde
de  gorilebilmektedir.  Protein  igerikleri
bakimindan 6rnekler belirli farkliliklar icerse de,
bu farkliliklarin toplam kurumadde tzerinde yag
icerigi kadar belitleyici olmadigy ifade edilebilir.
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Cizelge 2. Tire Camur peynitlerinin asitlik 6l¢timleri ve bilegimi
Table 2. Acidity measurements and composition of Tire Camur cheeses

. I Titrasyon Kurumadde Protein (%) Yag Kurumaddede
Ornek/ p asitligi (%)/ %)/ Dry oteln () (o) /Far  yag %)/ Fat in
Sample Titratable acidity — Matter (%) (%) Dry matter (%)
B-1 621 +0.09 0.16+0.00 23124070 1091#0.16  825%0.35  35.71+2.60
B-2 6.29%0.00 0.150.00 22764039 10.06+0.48  850+0.00  37.35+0.65
B-3 5.1040.01 0.360.04 26524125 11463045 14002000  54.97+1.19
K-1 6.0740.01 0.17+0.00 34374197 7774036 24004028  (9.91+3.20
K-2 4.81+0.03 0.25+0.02 32.64+0.76  11.814028  155+0.70  47.47+1.06
H-1 5.7240.06 0.27+0.01 3328+1.38  1049+0.04 17.5+141  52.53+2.05
H-2 4.90+0.08 0.200.00 36134002 12254035 194565  5257+15.62
S 4.9420.01 0.2340.01 40814130 12914019 2454070  60.02+0.19
En diigik/ 4.81 0.15 22.76 7.77 8.25 35.71
Minimum
En yiksek/ 6.29 0.36 40.81 12,91 24.5 69.91
Maxcimum
Ortalama=®SS

5.5040.63 0.22+0.07 31204645 10.95+1.58 16404617  51.31+11.28

(Mean £5D)

SS: Standart hata SD: Standart deviation

Tire camur peyniri 6rneklerine ait asitlik ve
bilesim analizi sonuglari gbz 6niine alindiginda
ornekler arasinda farkliliklar oldugu belirlenmistir.
Bu durum, dretim teknolojisinin ve
bilesiminin  standardize  edilemediginin  bir
gOstergesi olarak degerlendirilmistir. Erdogmus
(2020), geleneksel Tire Camur peynirinde pH
Olcimlerinin 5.15-6.77, % laktik asit cinsinden
titrasyon  asitliginin = 0.08-0.10, %  toplam
kurumaddenin  27.33-30.35 araliginda tespit
edildigini bildirmistir. Bu ¢alisma kapsaminda pH
degerleri 4.81-6.29 araliginda tespit edilmis olup
Erdogmus (2020) tarafindan gerceklestirilen
calisma ile benzerlik gdstermektedir. Ancak,
Gizelge 2’de de goriilebildigi gibi analiz edilen tim
orneklerin titrasyon asitligi, pek cok 6rnegin ise %
toplam  kurumadde  oranlart  bakimindan
Erdogmus’un (2020) gerceklestirdigi calismaya
gore daha yiksek miktarlarda tespit edildigi
gorilebilmektedir. Peynir 6rnekleri arasindaki bu
bilesim farklliginin sebebi isletmeler arasinda
tretim yéntemleri, kullanilan lor, peyniralti suyu
ve kremanin bilesimi ve oranlart bakimindan

urun

farkliliklardan  kaynaklandigr  disinilmektedir.
Literatirde Tire c¢amur peyniri Ozelinde
gerceklestirilmis sinirlt sayida calisma

bulundugundan peynir altt suyundan Uretimleri
gerceklestirilmis gesitli peynirlerin = asitlik ve
bilesim analizi sonuclart incelenmistir. Simsek ve

Sagdic (2000), Isparta ve yoresinde peynir altt
suyundan iretilen Dolaz peynirinde kurumadde,
yag, titrasyon asitligi (% laktik asit), pH,
yag/kurumadde, toplam protein iceriklerini
sirastyla; %52.04%5.70, 9%17.7015.49,
%1.62£0.45, 4.58%0.31, 34.52%10.78,
15.21£2.31 olarak tespit edildigini bildirmislerdir.
Kavaz vd. (2012) tarafindan bir bagka peynir altt
suyu peynir ¢esidi olan lor peynirinde
gerceklestirilen ¢alismada toplam kurumadde, yag,
titrasyon asitligi, pH ve yag/kurumadde oranlari
sirastyla; 36.60, 15.94, 0.20, 4.87 ve 43.63 olarak
tespit edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda analizleri
gerceklestirilen Tire ¢camur peynirlerinin ortalama
toplam  kurumadde, titrasyon asitligi, pH,
yag/kurumadde icerikleri bakimindan Kavaz vd.
(2012) tarafindan gerceklestirilen calisma ile
benzerlikler g6sterdigi tespit edilmistir. Simsek ve
Sagdic (2000) tarafindan gerceklestirilen galisma
g6z Oniine alindiginda ise Tire ¢amur peyniri
orneklerinin yag icerigi bakimindan benzerlikler
gosterdigi, kurumadde, titrasyon asitligi (%olaktik
asit) ve toplam protein iceriklerinin ise Dolaz
peynirine gére daha disik degerlerde oldugu
tespit edilmistir. Dolaz peynirinin kurumadde
igeriginin Tire Camur peynirine kiyasla daha
yiksek olmasinin, Gretim asamasinda peynir altt
suyuna siizme yogurt ya da yaglt siit ilavest ile,
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sizme, kurutma gibi islem farkliiklarindan
kaynakli olabilecegi distinilmustiir.

Dért farkli firmadan farkli zamanlarda tretimleri
gerceklestirilmis  sekiz adet Ornegin  bazt
tizikokimyasal 6zellikleri (pH, laktik asit cinsinden
titrasyon asitligi, % protein, % yag, % kurumadde
ve % kurumaddede yag) bakimindan farkhilhk ve
benzerliklerinin  belitlenebilmesi amactyla ¢ok
boyutlu 6l¢eklendirme (Multidimensional scaling-
ALSCAL) analizi gerceklestirilmistir. Bu calisma

kapsaminda degerlendirilen 6rnekler, geleneksel
olarak bu peyniri ireten firmalardan farkli
zamanlarda temin edilmistir. Bu baglamda, ayni
reticiden farkli zamanlarda temin edilen 6rnekler
arasinda varsa farkliliklarin  ortaya konmast
amactyla c¢ok boyutlu 6lceklendirme haritast
kullandmistir. Fizikokimyasal analiz sonuglarina
bagli olarak elde edilen iki boyutlu dl¢eklendirme
haritast ve kullanilan model ile ne kadar iyi ifade
edilebildigini gosteren stres (S) degeri Sekil 2’de
gOsterilmistir.
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Sekil 2. Tire camur peyniri 6rneklerinin asitlik ve bilesim analizi sonuclarina gére ¢ok boyutlu
Olceklendirme haritast.

Figure 2. Multidimensional scaling map according to acidity and composition analysis results of Tire Camnr cheese
(VAR: Her bir peynir 6rnegini temsil etmektedir. Sirastyla (VAR1-VARS); B1, B2, B3, K1, K2, H1, H2,
S 6rneklerini temsil etmektedir). S-stress=0.004 R2=0.99
(VAR: Represents each cheese sample. (VART-1"ARS) respectively represents; B1, B2, B3, K1, K2, H1, H2, §). §-
stress=0.004 R?=0.99

Cok boyutlu 6leeklendirme haritast
incelendiginde B1 ve B2 6rneklerinin birbitlerine
yakin sonuglar gosterdigi tespit edilmistir. B3 ve
K1 6rneklerinin diger 6rneklere kiyasla asitlik ve
bilesim icerigi bakimindan O6nemli 6Slciide
farkldiklar gOsterdigi, basta yag oranlart olmak
lzere toplam kurumadde igeriklerinin  bu
farklligin  olusmasindaki temel faktér oldugu
belirlenmistir (Cizelge 2). K2, H1, H2 ve §

orneklerinin  asitlik  ve  bilesim  icerikleri
bakimindan benzerlikler gosterdikleri
gorilmektedir. Bunlar arasinda § Orneginin

kurumadde igeriginin diger orneklerden (VARS)
farklilik  gOsterdigi  tespit edilmistir. Sekil 2
incelendiginde, farkli firmalardan temin edilen
Tire Camur peynitlerinin asitlik ve bilesim analizi
sonugclarinin birbirlerinden basta % yag ve toplam
kurumadde icerikleri bakimindan 6nemli derecede

919



0. Karaalioglu, E. Glinay, Y. Karagul Yiceer

farkldiklar gosterdikleri belirflenmistir. Yag ve
toplam kurumadde icerigindeki bu farkliligin
peynirin dretim sirecinde elde edilen lora farkls
miktatlarda krema ve sogutulmus peynir alt1 suyu
ilavesinden kaynakli olabilecegi distintilmektedir.
Bu durum farkli firmalardan temin edilen Tire

Camur peyniti 6rneklerinde tretim
standardizasyonunun iyi bir sekilde
gerceklestirilemediginin - bir  gOstergesi olarak
degerlendirilmistir.

Ugucu Bilegen Analizi Bulgular:

Tire camur peyniri  Orneklerinin  ugucu
bilesenlerinin  belirlenebilmesi  amaciyla  gaz

kromatografisi-kiitle spektrometresinden (GC-

MS) yararlanilmustir. Elde edilen verilere gore Tire
Camur peyniri 6rneklerinde aldehit, keton, ester,
terpen, alkol, asit ve diger kimyasal gruplara dahil
toplam 29 ugucu bilesen oldugu saptanmustir.
Limonen, oktanoik asit ve butanoik asit tum
peynir orneklerinde belirlenen ucucu
bilesenlerdir. Okaliptol, 2-undekanon, nonanal,
dietil fitalat, 2-etil hekzanol, 2-metil butanoik asit,
3-metil blitanoik asit, 2-nonanon ve oktanoik asit
etil esteri 6rneklerde yaygin olarak tespit edilen
o6nemli diger ucucu bilesenlerdir. Tire Camur
peyniri 6rneklerinde tespit edilen tim ugucu
bilesenler ve miktarlari Cizelge 3’te yer almaktadir.

Gizelge 3. Tire Camur peynitlerinde belirlenen ucgucu bilesenler (n=8)
Table 3. Volatile compounds identified in Tire Camur Cheeses (n=8)

Ucgucu Peynitler/ Cheeses (ug/kg) Ortalamat SS/Mean+SD

Bilesenler/

Volatile RI Bl B2 B3 K1 K2 H1 H2 S
compounds

d-Limonen 1027 129%75  48%46 21.8%3.6 15801200  16./=7.8  39.8138.8 20.1¥2.4  283*2.1
Oktanoik asit 1153 7.241.9 6.9+6.0 52.9+42.0 4.4+0.6 5934259  343+151 154401  9.740.0
Bitanoikasit 791 39.6+2.8  0.4+0.0 193440 20584413 12244336 9.9+47  114+19.8 103.1429.3
Okkaliptol 1032 47409 - 340141583 44106 2646T161.7 181+21.0  57+05  13.9+0.0
2-undekanon 1280 02400  0.6+0.0 : 47404 71427 01401  3.5+0.1 42402
Nonanal 1096 - - 42.8425.7 4142.0 3414110 66166 51407 8.2+0.4
Dietil fitalat 1577 . . 21.5+21.1 1.940.3 17.947.2 51454 47405  123%18
2 etil hekzanol 1018 : : 71.0+48.1 B 4.4+0.6 20949.8 5500  23.8+3.2
g}':;m“mk S1181 62852 62420 - 17.6%2.5 - 3.5%1.4 - 3.5£0.0
S-medl 861  71.6+9.5 12054356 - . 8.55.8 1.2940.6 . .
Bitanoik asit

2-nonanon 1081 . . - 19.00.9 3.6+1.4 . 43425  17.9+0.0
Asetofenon 1064 0.2+0.3 - - - - 1.3+1.9 1.5+1.1 1.7+0.3
Zmedl 868  153+13 274497 - 13.246.9 - . . .
Bitanoik asit

g};k/““mk 1378 07t06  0.620.1 - 2.9%1.0 - 2.6£2.1 - -
Kamfor 1152 . . 64.2+45.1 . 1.5+1.3 . . 3.7+0.1
Dekanoik asit 1340 1.1+1.0 0.91+0.1 - - - - - 2.7%+0.7
ii“mmk 979 262475  18.619.0 - . - 3214226 . .
Fenol 1492 0.6%0.1 1.040.4 - . - 0.4+0.6 . .
Helzanolk 987 15268  0.6+0.9 - 11.7£1.8 - - - -

asit EE

Heptan

2-2-4-6-6 984 . 0.2+0.1 - 106.1+35.4 - 2.8+0.4 . .
pentametil

Biitanediol 792 . . - . - 39.9+8.8 . 126.9+7.1
Asetoin 713 234478  50.1+13.8 - . - . . .
Fzobiitl 1138 05:00 2305 - - . - - -
hekzanoat

Feniletilalkol 1110 0.7+0.6 1.442.0 - . - . . .
Karvakrol 1288 - - - . 3354287 05403 . .
m-simen 1022 . . 634252 . 53.7+25.0 : . -
Linalool 1091 - - 22.8410.7 . - . . .
Asetik asit 652 . . - 80.240.8 - . . .
Alfa terpinen 1340 - - 19.3£8.9 - -

EE: Edl ester/ E#hy/ ester, SS: Standart sapma / Standart deviation, RI: Retention ind

detected

cks/ Retention index;, -: Tespit edilemedi/Noz
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Her peynirin kendine has lezzet Ozellikleri;
karbonhidrat, protein ve yaglarin karmasik
biyokimyasal yollar vasitastyla hidrolizi sonucu
olusan ugucu bilesenlerden kaynaklanmaktadir
(McSweeney ve Sousa, 2000). Peynirlerde hem
lezzet bilesenlerinin hem de tekstiirel 6zelliklerin
olusumunun olgunlasma sirasinda gerceklesen
proteoliz olayindan o6nemli Slgiide etkilendigi
belirtilmektedir (Ertekin vd. 2009). Bu duyusal
Ozelliklerin -~ olusmasinda  kilit rol oynayan
aminoasit katabolizmast temelde aminoasidin
transaminasyonu, dekarboksilasyonu ve
dehidrojenasyonu olmak Uzere t¢ asamayl
kapsamakta ve asitler, esterler, ketonlar, alkoller,
aldehitler gibi duyusal &zellikler tzerinde etkili
ucucu bilesenleri iceren kimyasal gruplarin
olusumlart meydana gelmektedir (Styger vd.,
2013).

Tire Camur peyniri Orneklerinin  tamaminda
belirlenen biitanoik ve oktanoik asidin stt ve sit
trtinlerinde yaygin olarak yitksek miktarlarda
tespit edildigi literatiirdeki cesitli caligmalar
incelendiginde gorilebilmektedir (Vagenas ve
Roussis, 2012; Nalbant ve Karagiil Yiiceer, 2020).
Bunun yani sira; 2-metil biitanoik asit, 3-metil
blutanoik asit, asetik asit, dekanoik asit ve
hekzanoik asit gibi cesitli asitler de bu ¢alisma
kapsaminda Tire Camur peynirlerinde tespit
edilmistit.

Orneklerin tamaminda terpenler grubuna dahil
ucuculardan d-limonen belirlenmistir.
Terpenlerin olusumunun; hayvanlarin otlatildig:
alanlarda tiikettikleri yemler ile iligkili oldugu ve
bu bilesenlerin keci ve koyun sttlerinden tretilen
peynirlerde siklikla tespit edildigi belirtilmektedir
(Oztiirkoglu-Budak vd., 2016). K1 6érneginde d-
limonen diger O6rneklere kiyasla ¢ok yiiksek
konsantrasyonda tespit edildiginden bu peynirin
dretiminde kegi veya koyun = sitlerinden
yararlanilmis olabilecegi dustunilmustar.
Orneklerin pek ¢ogunda taze nane aromast olarak
bilinen ve bir monoterpenoid olan Skaliptol de
tespit edilmistir. Bunlarn  yani  swa  terpen
grubundan; kamfor, karvakrol, m-simen, linalool
ve alfa terpinen de bu calisgma kapsaminda Tire
camur peynirinde tespit edilen diger ugucu
bilesenlerdir.

Kisa zincirli yag asitlerinin esterlesmesi sonucu
meydana gelen esterlerin distik algllama esik
degerlerinden dolayt peynir aromast tzerinde
oldukea etkili oldugu belirtilmektedir. Cigeksi ve
meyvemsi bir aromaya sahip olan estetler, yag
asitlerinin sebep oldugu keskin tat ile aminoasit
kaynakli aciligin azaltilmasina katkida
bulunmaktadir (Oztiirkoglu-Budak vd., 2016). Bu
calisma kapsaminda ester grubuna ait bagsta dietil
fitalat olmak Uzere hekzanoik asit etil esteri,
dekanoik asit etil esteri, oktanoik asit etil esteri gibi
ucucu bilesenler bazt 6rneklerde belirlenmistit.

Okur ve Giizel Seydim (2011) tarafindan, peynir
altt suyundan uretilen bir peynir ¢esidi olan Dolaz
peynirinde gerceklestirilen ugucu bilesen analizleri
sonucunda; asetaldehit, aseton, etanol, asetik asit,
diasetii ve  1-butanolun  tespit edildigi
bildirilmigtir. Faccia vd. (2018), peynir alt
suyundan dretilen Ricotto peynirinin  ugucu
bilesenlerini tespit ettikleri calisma kapsaminda
peynirde; estetler, asitler, alkoller, ketonlar,
fenoller, pirazinler ve diger g¢esitli ucucu
bilesenlerden olusan toplam 76 ugucu bilesen
tamimlamuglardir. En yaygin olarak tespit ettikleri
asitlerin sirastyla; butanoik, hekzanoik, asetik ve
propiyonik  asit  oldugunu  bildirmislerdir.
Ketonlardan;  2-bitanon,  2-nonanon,  2-
undekanon, esterlerden; etil asetat, etil propanoat,
propil asetat gibi bilesenleri gerceklestirdikleri
calisma kapsaminda tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Peynir altt suyundan elde edilen
Dolaz ve Ricotto peynitlerinde tespit edilen ugucu
bilesenlerin, bu ¢alisma kapsaminda tespit edilen
bilesenlerle benzerlikler gésterdigi belirlenmistir.
Tire Camur peyniri 6rneklerinde de 2-undekanon,
butanoik asit, 2-nonanon, hekzanoik asit ve
hekzanoik asit etil esteri tespit edilmistir. Bunun
yant stra, d-limonen, oktanoik asit, oktanoik asit
etil esteri, Okaliptol, nonanal, dietil fitalat, 2-etil
hekzanol gibi bilesenlerin bu ¢alisma kapsaminda
peynir altt suyundan Uretimi gerceklestirilen
Camur peynirinde yitksek miktarlarda tespit
edildigi ve peynirin aromast tizerinde etkili oldugu
belitlenmistir.  Gin  vd.  (2019), c¢oOkelek
peynirindeki ugucu  bilesenleri  belirledikleri
calismada, bu calisma kapsaminda da tespit edilen
bitanoik ve hekzanoik asitle birlikte aldehit,
keton, ester, lakton ve sulfur bilesiklerinden
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olusan toplamda 19 adet ucucu maddenin tespit
edildigini bildirmislerdir (Gin vd. 2019).

Duyusal Analiz Bulgular1

Tanimlayict duyusal analiz teknigi kullanilarak
Gamur peyniri  Orneklerinde  gerceklestirilen
degerlendirmeler sonucunda ‘pismis’, ‘peyniraltt
suyw’, ‘kremamsr’, ‘fermente’ ve ‘stitimsii’ yogun

olarak algillanan aromatik terimler olarak
belitlenmistit. Temel tat 6zelliklerinden basta
‘tuzlu’ olmak tizere bazi 6rneklerde ‘eksi’ tadin da
baskin oldugu saptanmistir. Tanimlayict duyusal
analizler kapsaminda panelistler tarafindan onluk
skala kullanilarak verilen ortalama puanlar Cizelge
4’te sunulmustur.

Cizelge 4. Tanumlayict Duyusal degerlendirme skorlari (Ortalama=®SS)
Table 4. Descriptive sensory evaluation scores (MeantS5D)

Tanimlayicilar/

Desoipion B-1 B2 B3 K-1 K2 H-1 H2 S
Pismis/ Cooked 4852040 464019 3164070 346055  3.08+0.11 4032004 291+0.12  2.95+0.06
Peyniralts suyu/Whey 5284019 5324025 2334046 5851020 291+035 478060 2534053  237+0.17
Kremamst / Cream 4852000 4781030  3.49+0.94  7.46%0.76  3.2840.17  635%0.80  3.24+0.58  5.1620.00
Hayvanst/ Animal-like - 0174024  0.85+0.43 - 0.37+0.05 - 1084059  0.79%0.29
Depo/ Storage - 0.25%0.35 - 0324045  0.08£0.00 0284040  1.28+0.88  0.49+0.47
Fermente/ Fermented 05910.02  0.64+0.04 5662023  0.85£0.09 3.58+223 0984042 4502070  5.66+0.23
Siitiimsii/ Milky 3924020 3494040 0502035 3494040  045+0.64  3.74+0.14 1244047  0.54+0.76
Siilfiir/ Sulphur - - 0.62+0.05 - 0.45+0.17 - 0754035  1.12+0.88
I;ifj‘iMWa/ Mould- - - 0.29+0.41 - 0.79+0.05 - 0.74+023  2.040.05
Tatl/ Sweet 1.64£0.09 1574009 1162023  1.74+0.04 1794065 1.64+0.00 1.87+0.05  1.58+0.35
Tuzla/ Salty 4424000  4.67£0.65 2664070 5712080 5504070  474%0.04  3.95+3.00  2.91%0.12
Eksi/ Sonr 1214009 1354000 3.16£047  146+0.15 3584059  1.64+0.50 3.25+035  3.58+0.11
Umami/ Unmami 0214000 0214000  0.874029  0.14+0.00  0.89+0.02  035+0.09  1.00+0.00  0.95+0.17

SS: standatd sapma/SD: Standard deviation

Faccia vd. (2018), Tire ¢camur peyniri gibi peynir
altt suyundan Uretilen bir peynir c¢esidi olan
Ricotto peynirinde gerceklestirdikleri  duyusal
degerlendirmeler kapsaminda tim &rneklerde
ransit, kremamsi ve fermente O6zellikleri tespit
etmiglerdir. Gun vd. (2019) tarafindan Cokelek
peynirinde gerceklestirilen ¢alisma kapsaminda
ise; pismis, peyniraltt suyu, kremamst, fermente,
mayamst aromatikleri ile eksi, tuzlu, tatlt ve umami
temel tatlarinin tanumlandigt  bildirilmistir.
Degetlendirilen Camur peyniri  Srneklerinde
pismis, peyniralti suyu, kremamsi, fermente ve
stitimsii aromatiklerinin algilandigt panelistler
tarafindan  bildirilmistir.  Kremams:  6zellik
bakimindan K1 ve H1 O6rneklerinin ortalamaya
gore oldukea yliksek bir degerde oldugu, bu
durumun Tire ¢amur peyniri Gretiminde Gretim
metoduna  baglt  olarak  krema  ilavesi
yapilmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Gin vd. (2019) tarafindan yapilan calismaya
paralel olarak tuzlu, tatls, eksi ve umami tatlar tim
orneklerde  tespit edilmistir. Bl ve B2
Orneklerinde diger Orneklere kiyasla ‘pismis’
teriminin daha yogun algilandigi belirlenmistir.
Bazt 6rneklerde hayvansi aroma tespit edilmis
olup bu durumun peynire islenecek olan siitin
uygun  olmayan  kosullarda  Gretimi  ve
depolanmasindan kaynakli olabilecegi
dustnulmustiir. Sutin Gretimi sirasinda  ahir
havast ya da yogun kokulu yemlerin bulundugu
ortamda uzun siire muhafaza edilmesi sonucu
sttte istenmeyen ahir ya da yem kaynakli koku
olusumu meydana gelebilmekte ve siitin
islenmesi sirasinda peynire de gegebilmektedir.
Bunun yami sira, uygun olmayan uretim ve
depolama kosullart cesitli mikroorganizmalarin
gelisimi icin elverisli bir ortam sagladigindan,
mikrobiyal kaynakli istenmeyen ¢esitli aromatikler
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de olusabilmektedir. Bu baglamda, duyusal
degerlendirmeler sonucunda algilanan mayamst
lezzetin, uygun olmayan uretim ve depolama
kosullarina bagl olarak gesitli mayalarin bulagmast
sonucunda olusabilecegi dustintlmistiir.

SONUC

Izmir’in Tire ilgesinde geleneksel olarak iiretimi
gerceklestirilen Tire Camur peyniri, ckmege
strtlebilir yapida olan ve yore halki tarafindan
sevilerek tiiketilen bir peynir cesididir. Tiurk
kiltirinde kahvaltnin yeri ve insanlarin ¢ok
cesitli peynirleri kahvaltinin vazgecilmezi olarak
gormelerine paralel olarak belirli bir bélgede
tretilen peynitlere olan talepte giin gectikge artis
gorilmektedir. Bu baglamda gelencksel olarak
tretimi gerceklestirilen Tire Camur peynirinin
hem taninirhginimn arttiridmast hem de ekonomik
faydalar elde edilebilmesi amactyla endistriyel
boyutlarda  retilmesinin  yararli  olabilecegi
distinilmistir. Bunun yani sira, geleneksel olarak
tretimi gerceklestirilen Tire Camur peynirine,
tiketiciler icin Griintin kaynagini gosteren cografi
isaret alinmasinin; Ureticiye, Uretildigi bolgeye ve
tlkemize 6nemli ekonomik katki ve katma deger
saglama  potansiyeline  sahip  olabilecegi
distnilmektedir. Ancak, bu ¢alisma kapsaminda
elde edilen veriler 1siginda, farkli firmalardan
temin edilen Orneklerin; tespit edilen ugucu
bilesenler bakimindan benzerlikler gésterseler de
kimyasal bilesim ve duyusal degerlendirmelerinde

onemli derecede farkliliklarinin oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle, Uriiniin endistriyel
boyutlarda tretiminde tretim
standardizasyonunun saglanmasinin  yararlt

olabilecegi diisintlmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazatlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile cikar
catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

OK, 6rneklerin temini, makalenin metodolojisi,
verilerin elde edilmesi, bicimsel analiz, makalenin
yazimi ve gorsellestirilmesine katkida
bulunmustur. EG, verilerin elde edilmesi ve

makalenin diizenlenmesi konusunda katkida
bulunmustur. YKY, makalenin metodolojisi,
dizenleme ve danisman olarak  katkida

bulunmustur. Katkida bulunan tim yazarlar
makalenin son halini okudugunu ve onayladigint
kabul etmektedir.

TESEKKUR

Calisma kapsaminda analizleri gerceklestirilen
orneklerin temini konusunda verdikleri destekten
dolay1 Tire Ticaret Odast’na tesekkiir edetiz.
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oz

Sekerler; duyusal olarak tatl tada sahip, suda ¢éziintrliigi yiksek ve molekiil agirliklar diigiik karbonhidratlar
olarak tanimlanabilir. Dogada yiiksek miktarda bulunan seketler yaygin sekerler ve diisik miktarda bulunan
seketler ise nadir seketler olarak adlandilirlar. Nadir bir seker olan D-alliloz, D-fruktozun 3. karbondan
epimerik izomeridir. D-alliiloz aynt zamanda D-glikoza esdeger tath tada, oldukea diisiik enerji ierigine ve
glisemik indeks degerine sahip olmasi gibi 6zellikleri ile de gida teknolojisinde kullanim potansiyeline sahip
bir bilesendir. D-allilozun diger endustriyel seketlere alternatif bir bilesen olarak kullamimi icin dogal
kaynaklari yetersizdir. Bu nedenle D-alltilozun diger yaygin heksoz sekerlerden tiretilmesi gerekmektedir. D-
alliilozun en genel Gretim yontemi; D-fruktozun, D-tagatoz 3-epimeraz veya D-allilloz 3-epimeraz enzimleri
ile D-alltloza dénustirilmesidir. Bu calismada; D-alliilozun bazt 6zellikleri, saglik tizerine etkileri, Giretim
yontemleri ve gidalarda kullanim potansiyeli derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Scker, nadir seker, D-alliloz, D-psikoz, D-tagatoz 3-epimeraz

D-ALLULOSE, A RARE SUGAR, AND ITS USAGE POSSIBILITIES IN
NUTRITION AND PRODUCTION METHODS

ABSTRACT

Sugars are defined as carbohydrates with a sweet taste, high water solubility, and low molecular
weight. Sugars found in high amounts in nature are classified as common sugars, sugars found in low
amounts are classified as rare sugars. D-allulose, a rare sugar, is the C-3 epimeric isomer of D-
fructose. D-allulose is also an ingredient having the potential for usage in food technology with its
properties such as sweet taste equivalent to D-glucose, very low energy content and glycemic index
value. Natural resources are insufficient for D-allulose to be used as an alternative ingredient to other
industrial sugars. Therefore, D-allulose must be produced from other common hexose sugars. The
most common production method of D-allulose is the conversion of D-fructose to D-allulose by D-
tagatose 3-epimerase or D-allulose 3-epimerase enzymes. In this study; some properties, effects on
health, production methods and potential usage in foods of D-allulose are reviewed.

Keywords: Sugar, rare sugar, D-allulose, D-psicose, D-tagatose 3-epimerase
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GIRIS
Karbonhidratlar, temel olarak karbon basina bir
molekill suyun baglanmasiyla olusan organik
hidratlardir. Ayrica karbonhidratlar polihidroksi
alkollerin aldehit veya keton tirevleri olan
bilesiklerin ~ monomerik, oligomerik  veya
polimerik formlar olarak da tanimlanabilir. Insan
beslenmesinde  temel enerji  kaynagi olan
karbonhidratlar,  glikanlar  veya  sakkaritler
isimleriyle de bilinitler (Gil-Campos vd., 2015).

Seketler ise; cogunlukla 3 ila 6 arasinda karbon
atomuna sahip trioz, tetroz, pentoz ve heksoz
grubu monosakkaritlerden veya bu
monosakkaritlerin birkacinin glikozidik bag ile
birbirlerine baglanmasi sonucu ortaya ¢ikan
oligosakkaritlerden olusan tatli karbonhidratlar
grubuna verilen genel bir isimdir. Ayrica sekerler
duyusal olarak tatli tada sahip, suda ¢éztunurligi
yiksek  ve  molekil  agihklarn  dastk
karbonhidratlar olarak da tanimlanabilir.

Dogada bulunan 36 adet pentoz ve heksoz
formundaki monosakkaritlerden; D-glikoz, D-
galaktoz, D-mannoz, D-fruktoz, D-ksiloz, D-
riboz ve L-arabinoz dogal kaynaklarda yiiksek
miktarlarda  bulunmalari  nedeniyle  yaygin
monosakkaritler olarak adlandirilirken, digerleri
ise dogada olduk¢a az miktarlarda bulunmalart
nedeniyle nadir monosakkaritler veya seketler
olarak adlandirilmaktadirlar.

Nadir seketler, Uluslararast Nadir Sekerler
Dernegi  (ISRS) tarafindan, dogada yaygin
olmayan ve az miktarda bulunan monosakkaritler
veya tlrevleri olarak tamimlanmaktadir (Zhang
vd., 2017). Dogada iz miktarda bulunan D-alloz,
D-alltloz, D-tagatoz, L-fruktoz ve L-sorboz gibi
monosakkaritler en cok bilinen nadir seketlerken
bazi kaynaklar izomaltoz, izomaltuloz, trehaloz ve
kojibioz gibi disakkaritleri de nadir sekerler
arasinda smiflandirmaktadir (Van Laar vd., 2020).

Seketler gida endistrisinde gida maddelerinin
tatlandirilmasi, donma veya erime noktalarinin
degistirilmesi, renklendirilmesi ve korunmasi icin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak son yillarda
Ozellikle islenmis gidalar ile asirt seker titketiminin
obezite ve diyabet gibi hastaliklara neden

oldugunun anlagilmast ile birlikte sekerlerin
tiketimlerinin azaltlmasi veya ikame edilmesi
yoniinde arastirmalara ihtiya¢ duyulmustur (Gil-
Campos vd., 2015). Nadir sckerler glikoz ve
fruktoz gibi yaygin seketler kadar duyusal tatliliga
sahip olmalarina ragmen enerji icerikleri yaygin
sekerlere kiyasla oldukga digik ve fizyolojik
faydalari da yiiksektir. Bu nedenlerle nadir sekerler
gida sektoriinde kullanilan yaygin sekerlere ikame
bilesenler olarak kabul edilmeye ve kullanidmaya
baslanmustir. Nadir seker dogal kaynaklarinin
yetersiz olmasi nedeniyle nadir seketlerin ticati
Uretimleri icin ¢esitli kimyasal, enzimatik ve
mikrobiyolojik yéntemler kullanidmakta ve nadir
sckerlerin  Uretimi  hakkinda  gerceklestirilen
calismalar gittik¢e artmaktadir (Mu vd., 2018).

Bu calismada nadir sekerlerden biti olan alliilozun;
genel  Ozellikleri, metabolizasyonu,
fizyolojik faydalari, gidalarda kullanim potansiyeli
ve Uretim yontemleri detlenmistit.

viucutta

ALLULOZ BIYOKIMYASAL
OZELLIKLERI

Alliloz, C¢Hi206 kapalt formiline sahip bir
ketoheksozdur. Eski adiyla psikoz olarak da
bilinen  D-alliloz, D-fruktozun  karbon-3
epimeridir. CAS Numarast 551-68-8 ve molekdl
agithipt 180.156 g/mol olan D-alliloz; beyaz,
kristal, katt formda ve kokusuz bir bilesiktir.
Sakkarozun %70 esdeger tatliliginda olan allilloz,
indirgen bir monosakkarit oldugu i¢in gidalarda
enzimatik olmayan esmetlesme reaksiyonlarina
katilabilmektedir (Patel vd., 2016; O’Charoen vd.,
2015).

VE

Uluslararast Nadir Seketler Dernegi tarafindan
2014 yiinda dizenlenen Nadir Sekerler
Sempozyumu'nda kimyasal adt D-ribo-2-hekstiloz
olan bu ketoheksozun, D-allozun izomeri olmast
ve D-allitoliin bir oksit trtinii olmast nedeniyle
isimlendirmede D-psikoz yerine D-alliiloz isminin
tercih edilmesi 6nerilmistir (Yoshihara vd., 2017).
Yine 2014 yilinda allilloz, Gida ve Tlag Idaresi
(Food and Drug Administration, FDA) tarafindan
Genel Olarak Giivenilir (GRAS) kategorisinde
kabul edilmis ve bir gida bileseni veya gida
takviyesi olarak kullanilmast onaylanmistir (FDA,
2017).
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ALLULOZUN BULUNDUGU
KAYNAKLAR

Allilloz dogal bir bilesen olarak yalnizca Izea
cinsine ait bitki tlrlerinde ve az miktarda
bugdayda tespit edilmistir (Oshima vd., 2000).
Zeng vd., (2015) gerceklestirdikleri bir ¢alismada
Itea virginica bitkisinin taze yapraklarinda 82.3
mg/g D-alliloz  ve 21.2 mg/g allitol
bulundugunu, Ifea oblonga Hand.-Mazz. ve Ifea
yunnanensis  Franch  bitkilerinin  ise  yaprak
ekstraktlarinda sirasiyla 38.4 mg/g ve 12.2 mg/g
D-alliloz  oldugunu  bildirmislerdir.  Yine
Japonya'da Zuina ismiyle bilinen Ifea japonica
Oliver bitkisi de dogal bir bilesen olarak alliiloz
icerip, tretebilmekte ve bu nedenle Zuina bitkisi,
Japonya’da “Nadir Seker Agact” olarak da
isimlendirilmektedir (Hashii vd., 2015).

Alliloz Ifea cinsine ait bitkilerin yant sira seker
pancart melasi ile islenmis seker kamiginda, esmer
sckerde, akcaaga¢  surubunda, kurutulmus
meyvelerde ve meyve sularinda bulunabilmektedir
(Oshima vd., 2000).

Sakkarozun  hidrolizinden  veya  glikozun
izomerizasyonundan elde edilen ticari D-glikoz ve
D-fruktoz karigimlarinda da D-alliloz  az
miktarlarda bulunabilmektedir (Han vd., 2018).

Worcester sos/Worcester sauce
Karamel sos/Caramel sauce
Kahverengi seker kurabiyesi/Brown sugar cookie
Kahverengi seker/Brown sugar
Akgaagac surubu/Maple syrup
Mistr gerezi/Corn snacks
Ketgap/Ketchup

Kuru iiziim/Dried grape
Kola/Coke

Kuru incir/Dried fig

Meyve suyu/Juice

Kurutulmus kivi/Dried kiwi

Mandalina ve portakal konservesi/Canned..

Domates suyu/Tomato juice
Konserve seftali/Canned peach
Kahve/Coffee

o

D-alliiloz igeren nadir seker surubu, fonksiyonel
bir tatlandirict olarak kabul edilmekte ve
endustriyel Glcekte yiiksek fruktozlu —musir
surubunun alkali izometizasyonu ile
uretilmektedir. Nadir seker surubu, %5 oraninda
D-alltiloz icermekte ve bu surubun anti-obezite ve
anti-diyabetik etkilere sahip oldugu bilinmektedir
(Shintani vd., 2017).

Sekil 1'de verilen bazi gida Urtnlerinin ihtiva
ettikleri alliloz miktarlari (FDA, 2017; Oshima
vd., 2000) incelendiginde sicaklik uygulamasinin
drinlerin alliloz igerigi Uzerinde etkili oldugu
anlasilmaktadir.  Islenmis gida iiriinlerindeki
alliloz miktarinin, gidanin baslangictaki fruktoz
veya hidrolize ugrayan sakkaroz
konsantrasyonuyla ve gidanin islenmesi esnasinda
uygulanan 1s1l islem stre ve sicakligi ile yakindan
iliskili oldugu bilinmektedir. Gida Urlnlerinin
icerdigi fruktoz uzun siireli sicaklik uygulamasi ile
alliloza epimerize olabilmektedir. Seker kamisi
suyu tzerinde yapilmis olan bir ¢calismada 4 saatlik
bir 1s1l islem sonrast seker kamisi suyunun D-
alltiloz iceriginin 0.1 mg/100 mL miktarindan 2.9
mg/100 mL miktarina ytkseldigi bildirilmistir
(Oshima vd., 2000).

20 40 60 80 100 120 140

Sekil 1. Bazi gida trtinlerinin icerdigi alltloz miktart (mg/100 g)
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ALLULOZUN METABOLIZASYONU VE
TOKSISITESI

D-alliloz olduk¢a disik kalori igerigine (<0.2
kcal/g) ve glisemik indeks degerine sahip oldugu
icin, ideal bir sakkaroz ikamesi olarak gidalarda
kullanilma potansiyeline sahiptir (Wee vd., 2018).

Iida vd, (2010) 1insanlarda  allilozun
metabolizmasi  Uzerine yaptiklari  ¢alismada,
bireylerde allilozun %70 kadarnin  ince
bagirsaktan absortbe edilip kan dolasimina

gectigini ve daha sonra metabolize edilmeden
idrar ile uzaklastirildigini belirlemislerdir. Ince
bagirsak tarafindan absorbe edilmeyen kisminin
ise kalin bagirsakta, bagirsak bakterileri tarafindan
ihmal edilebilecek kadar dusiik miktarda fermente
edildigini ve kalan allilozun ise digki ile
uzaklastigini tespit etmislerdir.

Matsuo vd.,, (2002) gerceklestirdikleri  bir
calismada farelere 14 giin boyunca tek doz halinde
8, 11, 14, 17 ve 20 g/kg vicut agihg
miktarlarinda D-alliloz uygulamiglar ve tim
farelerde bu dozlarin diyareye neden oldugunu ve
yiiksek dozda allilloz aliminin bagirsak sistemi icin
zararll  olabilecegini  bildirmislerdir.  Fareler
tzerinde yapilan bir bagka calismada ise 10 hafta
uygulanmis bir diyette glinlik 2 g/kg viicut agitligt
kadar alltiloz uygulamasinin, alltiloz
uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla fareler
tzerinde olumsuz bir etki gdstermedigi
belitlenmistir (Kim vd., 2019).

Fruktoz icin 14.7 ve eritritol icin ise 15.3 g/kg
olan LDso degeri, D-alliiloz icin fare deneyleriyle
16.3 g/kg olarak belitlenmistir (Matsuo vd., 2002).
FDA’nin toksisite derecelendirme ¢izelgesine
gore, en digik toksisite derecesi olan nispeten
zararsiz kategorisinde olmasi nedeniyle D-alltloz
gida Urlnlerine sakkaroz ikamesi olarak farklt
miktarlarda eklenebilmektedir (Bilal vd., 2018).

FDA 2019 yilinda D-alltllozu; kalori iceriginin ¢ok
distk olmasi, insan vicudunda metabolize
edilememesi ve glisemik indeks degerinin dusiik
olmast nedenleriyle diger sekerlerden farkli oldugu
icin gida etiketlerinde sekerler kategorisinde
siniflandirilmayacagint agiklamistur (FDA, 2019).

ALLULOZUN  SAGLIK  UZERINE
ETKILERI

D-fruktozun 3. karbonundan epimeri olan D-
alliloz, saglik Gzerinde olumlu etkileri olan bir
monosakkarittir. D-alliloz kan seker dizeyini
yukseltmemesinin yant sira disirtict bir etkiye de
sahiptir (Iwasaki vd., 2018). D-allilozun kan
sekeri dizeyini distriici etkisi iki mekanizma ile
aciklanabilmektedir. Birinci mekanizmaya gére; in
vitro ve in vivo calismalarla gbsterilmistir ki D-
alliloz ince bagirsakta a-glikozidazin aktivitesini
inhibe ederek, glikoz emiliminin azalmasint
saglamaktadir. Tkinci mekanizmaya gore ise;
kandaki  glikozun  karacigerdeki  glikojene
dontsimiini tesvik eden glikokinaz enziminin
faaliyetini destekleyerek kan seker seviyesini
distirmektedir (Shintani vd., 2017).
Gergeklestirilen bir arastirmada 8 hafta boyunca
D-allilozla beslenen farelerde, D-allilozun
karaciger glikojenini arttirdit tespit edilmistir.
Ayni zamanda allillozla beslenen farelerin, kontrol
grubuna kiyasla kan sekeri diizeylerinin disik
oldugu ve insiilin konsantrasyonunun ise allilozla
beslenen farelerde anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu bildirilmistir (Matsuo ve Izumori, 20006).

Ayrica D-allillozun, yapt benzerligi nedeniyle D-
glikoz ve D-fruktozun sindirim kanalinda
tasinmasinda rol alan proteinlere baglanarak
onlarin emilimini indirekt olarak azaltic1 bir etkiye
sahip oldugu ve bu yolla da insan viicudunda
glisemik indeksin azalmasina katkida bulundugu
rapor edilmistir (Hossain vd., 2015). Baz
aragtirmalarda da D-alliillozun diger
karbonhidratlara kiyasla besin alimini baskilayici
etkide oldugu ve viicutta yag birikimini azalttif
bildirilmistir (Kimura vd., 2017; Matsuo ve
Izumori, 2000).

Cesitli calismalar D-allilozun anti-hiperlipidemik
aktiviteye sahip oldugunu dogrulamstir. D-
allilozun lipid metabolizmasi tzerine etkilerinin
belirlendigi bir ¢alismada fareler 4 hafta boyunca
6gun miktarinin %34 kadar D-alliloz iceren ve
icermeyen musir nisastast ile beslenmistir. Calisma
ile D-alliloz diyetinin lipogenezde rol alan
karaciger enzimi aktivitesini baskiladigi, yag asidi
oksidasyonunu ve 24 saatlik enerji harcamasini ise
arturdigt  tespit edildiginden kilo ySnetimini
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kontrol etmede uygun oldugu bildirilmistir
(Nagata vd., 2015). Yine farelerde yapilan bir
calismada 16 hafta boyunca uygulanan yiiksek
yagl diyette sakkaroza ikame olarak Gglinde
agirlikea %5 D-alliloz takviyesinin ince bagirsakta
yag emilimini azalttig1 ve yag kullanimini artirdigs
belitlenmistir (Han vd., 2016).

D-alltloz takviyesinin, ylksek yaglt bir diyetin
lipid metabolizmast tizerindeki etkilerini hafifletip
hafifletmedigini belitlemek tzere yapilan bir
arastirmada, 8 hafta boyunca farelere D-alliloz
takviyesi olan ve olmayan diyetler uygulanmistr.
Alliloz iceren diyet grubunun vicut yag
dokusunun, karaciger agirliklarinin ve aglik kan
glikoz seviyesinin kontrol grubuna gbre daha
dustik dizeyde oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar D-alliilozun genel lipid metabolizmasini
gelistirebildigini  ve viicutta yag birikmesini
onlemek icin fonksiyonel bir gida bileseni olarak
kullanilabilecegini géstermistir (Do vd., 2019).

Alltlozun gidalarla  tiiketiminin insan saghgt
tzerine etkileri hakkinda 121 yetiskin bireye
yapilan bir ¢alismada ise 12 hafta boyunca gliinde
2 6gtn uygulanan diyette 4 ve 7 g alliiloz aliminin
deneklerde anormal bir etkiye veya klinik bir
soruna neden olmadig tespit edilmigtir (Han vd.,
2018). Ozgiir ve Ugar, (2019) tarafindan
karbonhidrat ve yag metabolizmasinin bozuldugu
bazi endokrin hastaliklarinda alternatif bir tedavi
secenegi olarak diyette D-alltlozun
kullanilabilecegi ve bu nedenle de D-alliiloz igeren
gida  Urlnlerinin  gelistirilerek,  tiiketime
sunulmasinin yararlt olacagi bildirilmistir.

ALLULOZUN GIDALARDA KULLANIMI
D-alltloz genel olarak firincilik triinleri, alkolsiiz
icecekler, dondurma, yogurt, corba ve soslarda
kullanilmasinin yant sira kivam arttirict ve stabilize
edici bir ajan olarak islenmis et triinlerinde ve
tibbi ilaglarda da kullanidmaktadir (FDA, 2017,
Jiang vd., 2020). Tath tads, disik kalorisi, yiiksek
higroskopisitesi, cok distik glisemik indeksi, anti-
karyojenik etkisi ve diyareye neden olmayisi gibi
Ozellikleriyle  D-alliloz  ¢esitli  sekerleme
drinlerine de ilave edilebilmektedir (Barkalow
vd., 2018).

D-allilozun gida endistrisinde kullanimi tzerine
yapilmis cesitli calismalarda, ilave edildigi gidada
retrogradasyonu geciktirici ve jel olusumunu
destekleyici etkide bulundugu ve 1sil islem gbren
gidalarda D-fruktoz ve D-glikoza gére Maillard
reaksiyonuna daha distik diizeyde katildigs tespit
edilmistit (Hossain vd., 2015; Ilhan vd., 2020).
Alliloz, puding gibi jel gidalara ilave edildiginde
gidanin viskoelastik yapisint ve kirilma direncini
gelistirip, jelde proteinlerin ¢apraz baglanmasint
tesvik etmektedir (Hadipernata vd., 2017).

Tavuk sosisine %2.5 oraninda sakkaroz ikamesi
olarak ilave edilen allilozun, kontrol 6rnegine
gore;  sosis  viskozitesini %10  arttirdigy,
dondurulup  ¢Oziilmils  sosislerin  reolojik
Ozelliklerinin %19 daha iyi oldugu ve trinin su
tutma kapasitesini ve elastikiyetini korudugu
belirlenmistir (Hadipernata vd., 2016). Alltlozun
dondurulup ¢6ziilmiis sosislerdeki hasar énleyici
bu etkileri dondurulmus gidalara uygulanmasinin
faydali olabilecegini g&stermektedir.

Ayrica alliiloz bitki koruma alaninda da bakteriyel
yanma gibi ekin hastaliklarina kars1 direng saglayict
olarak kullanilabilmektedir (Mao vd., 2020;
Yoshihara vd., 2017).

ALLULOZUN URETIMI

Alliilozun Kimyasal Uretimi

Allilloz dogada nadir bulunan bir seker olmas:
nedeniyle kimyasal olarak yaygin bulunan
sekerlerden allilozun  Uretilmesi icin  farklt
yontemler gelistirilmistir. Bu yéntemlerden biri;
D-fruktozu molibdat iyonlarinin katalitik etkisi
altinda asidik ¢ozeltide D-alliloza epimerize
etmektir (Bilik ve Tihlarik, 1973). McDonald
(1967) tarafindan gerceklestirilen bagka bir
yontemde ise; 3 kimyasal asamada 1,2:4,5-di-O-
isopropiliden-B-D-fruktopiranozdan alliloz
sentezlenmistir. Diger bir kimyasal tretimde ise;
D-fruktoz, etanol ve trietilamin icerisinde
kaynatiarak D-alliloz elde edilmistir (Doner,
1979). Fakat tim bu tretim y6ntemlerinin
karmastk saflastirma  asamalari  gerektirmesi,
kimyasal attk ve yan drin olusumu gibi
dezavantajlarinin olmasi nedenleriyle D-allilozun
buytik Slcekli tretimi maliyetli ve distik verimli
olmaktadir.
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Allilozun Mikrobiyolojik ve Enzimatik
Utretimi

Son zamanlarda alliiloz gibi nadir sekerlerin
fizyolojik etkileri ve faydalarina dair yapilan
calismalar artmis ve bu durum dogada az miktarda
rastlanan bu sekerlerin seri Giretim yontemlerinin
arastirilmasina yol acmistir. Allilozun
mikrobiyolojik yontemler kullanilarak tiretiminin,
kimyasal sentez yontemlerine goére daha cevre
dostu oldugu ve kullanidan enzimatik tekniklerin
orta yogunlukta reaksiyon sartlari, yiksek
verimlilik, spesifiklik ve stirdtrtlebilirlik gibi
bircok avantaj sagladigi tespit edilmistir (Zhang
vd., 2017).

Nadir sekerlerin dretimi icin gelistirilmis bir
yontem ile uygun biyokatalizérler kullanilarak D-

CH,0H
G=0
HO-C-H

Ketoz 3-epimeraz/
Ketose 3-epimerase _

glikoz ve D-fruktoz gibi dogal ve ucuz
heksozlardan, diger tim heksozlarin eldesi
gerceklestirilebilmektedir. Izumoring Stratejisi adt
verilen bu yontem, 6zellikle alltlozun da dahil
oldugu  nadir  ketoheksozlarin  enzimatik
tretiminde 6ncl bir yontem haline gelmistir. Bu
yontemde kullanilan biyokatalizérlerden ketoz 3-
epimeraz enzim gruplari, serbest halde bulunan
ketoheksozlarin 3. karbonunun geri déntstimli
epimerizasyonunu  katalize = etmekte  ve
ketoheksozlarin enzimatik dontistiminde oldukca
kritik bir role sahip olmaktadir (Li vd., 2015; Mu
vd., 2015). D-allilozun, D-fruktozdan ketoz 3-
epimeraz enzimleri araciligr ile déntstimii Sekil
2'de verilmistir.

CH,OH
I
c=0
H-C—OH

H—C-OH
H—C—OH
CH,OH

D-fruktoz/D-fructose

" H-C-OH
H-C—-OH
CH,OH

D-alkiloz/D-allulose

Sekil 2. D-fruktoz ve D-alltlozun yapilart ve enzimatik déniigimleri

D-fruktozun  D-alliloza  epimerizasyonunu
katalize edebilen D-tagatoz 3-epimeraz (DTEaz,
EC 5.1.3.31) ve D-alliloz 3-epimeraz (DAEaz,

EC 5.1.3.30) enzimleri cesitli
mikroorganizmalardan kismen veya tamamen
saflastirilmis, rekombinant veya immobilize

formda izole edilmistir. 1993 yilinda D-fruktozun
C-3 konumunda D-alliloza epimerizasyonunu
gerceklestirebilen bir ketoz 3-epimeraz enzimi
Psendomonas  cichorii  ST-24  susu  kullanilarak
karakterize edilmis ve ilk defa rapor edilen bu
enzimin secici substratt D-tagatoz oldugu icin D-
tagatoz 3-epimeraz olarak isimlendirilmistir (Itoh
vd.,1994). Daha sonra Rhodobacter sphaeroides (Qi
vd., 2017), Caballeronia fortuita (Li vd.,2019) ve
Sinorbizobinm sp. (Zhu vd., 2019) gibi cesitli

mikroorganizmalarda da  DTEaz  enzimi
belitlenmistir.
D-fruktozdan ~ D-alliloz  epimerizasyonunu

katalize edebilen bir baska enzim olan D-alliloz
3-cpimeraz ise ilk defa Agrobacterium tumefaciens
mikroorganizmasindan elde edilip, tanimlanmis
ve bu enzimin segici substratt D-alliiloz oldugu
icin D-tagatoz 3-epimeraz yerine D-alliloz 3-
epimeraz olarak isimlendirilmigtir (Kim vd.,
20006). Devam eden arastirmalarda ise; Clostridinm
cellutolyticnm (Mu vd., 2011), Ruminococcus sp. (Zhu
vd., 2012), Clostridium scindens (Zhang vd., 2013a),
Desmospora sp. (Zhang vd., 2013b), Clostridum sp.
Mu vd., 2013), Clostridium boltae (Jia vd., 2014),
Treponema primitia (Lhang vd., 2016), Flavonifractor
plantii (Park vd., 2016), _Arthrobacter globiformis
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(Yoshihara vd., 2017), Agrobacterinm sp. (Tseng
vd., 2018), Dorea sp. (Zhang vd., 2015; Zhang vd.,
2018), Sinorhizobium sp. (Zhu vd.2019) gibi
mikroorganizmalardan da  DAEaz  enzimi
karakterize edilip, taumlanmistir. D-fruktozdan

D-alliloz

enzimlerinin
karsilastirmali olarak Cizelge 1'de verilmistir.

uretiminde
edilerek kullanilan bazt
biyokimyasal

farkll

suslardan
DTEaz ve DAEaz

izole

ozellikleri

Cizelge 1. Allilloz iretiminde kullandan enzimlerin biyokimyasal 6zelliklerinin karsilastirilmast

. Optimum Optimum L Denge
Ketoz 3-epimeraz Sicaklik (°C) pH Aktivator orant Referanslar
Agrobacterium sp. DAFaz 55-60 7.5-8.0 Co*? 30:70 gi%r)lg v
Agrobacterium tumefaciens o _ (Kim vd.,
DAEaz 50 8.0 Mn 33:67 2006)
Clostridium bolteae DAEaz 55 7.0 Co™2 32:68 (Jia vd., 2014)
Clostridium cellulolyticum o _
DAEaz 55 8.0 Co 32:68 (Mu vd., 2011)
. ) (Zhang vd.,
Clostridinm scindens DAEaz 60 7.5 Mn+2 28:72
2013a)
Clostridium sp. DAEaz 65 8.0 Co™2 28:72 (Mu vd., 2013)
Zhang vd.
2 . ( g va.,
Desmospora sp. DAEaz 60 7.5 Co 30:70 2013b)
(Zhang vd.,
2 .
Dorea sp. DAEaz 70 6.0 Co* 30:70 2015)
Ruminococens sp. DAEaz 60 7.5-8.0 Mn+2 28:72 ;%T;)Vd“
Treponema primitia DAFaz 70 8.0 Co+2 28:72 %?g;lg vd,
Caballeronia fortuita DTEaz 60 7.5 Co+*2 37.5:62.5 (Livd., 2019)
Pseudomonas cichorii D'TEaz 60 7.5 - 20:80 ?;SZ)VCL’
Rhodobacter sphaeroides ) _ (Zhang vd.,
DTEaz 40 9.0 Mn* 23:77 2009)

aStrastyla D-allitloz ve D-fruktoz oranlart

Alliloz uretiminde kullanilan enzimlerin D-
alliloz ve D-fruktoz arasindaki denge oranlari,
endistriyel epimerizasyon uygulamast
bakimindan olduke¢a 6nemli bir parametre olup bu
denge orani kullanilan enzimlere goére farkhihik
gostermektedir (Jia vd., 2014; Kim vd., 2006; Li
vd., 2019; Mu vd., 2011). DTEaz ve DAEaz
enzimlerinin genel olarak aktivite g&sterdikleri
optimum  stcakliklar 50-70°C ve optimum pH

degerleri  7.0-9.0  arasinda  degismektedir.
Enzimlerin ~ molekiler  agirhklarinin  ise;

monomerik yapidaki enzimler icin yaklasik 33

kDa, dimerik enzimler icin yaklastk 64 kDa ve

tetramerik enzimler icin ise 130-139 kDa arasinda
oldugu bildirilmistir (Jia vd., 2014; Li vd., 2019;
Mu vd., 2013; Zhang vd., 2018). Cizelge 1'de
verilen DAFaz enzimlerinin tamami D-alliloz
icin en iyi substrat seciciligi gosterirken, P. cichorii
DTEaz ve C. fortuita DTEaz D-tagatoz igin ve R.
sphaeroides DTEaz ise D-fruktoz icin en yiksek
substrat seciciligini géstermektedir (Itoh vd.,
1994; Li vd., 2019; Zhang vd., 2009).
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D-fruktozun  D-alliloza  izomerizasyonunda
DTEaz ve DAEaz enzimlerinin aktivitesi Co*2 ve
Mn*2 gibi metal iyonlarnin varliginda 6nemli
derecede artmaktadir. D-fruktozdan D-alliloz
eldesinde A. tumefaciens DAEaz ve R. sphaeroides
DTEaz enzimleri sistemde metal iyonu olmadan
aktivite gOsterebilirken, sisteme Mn*2 iyonu ilave
edildiginde enzimlerin aktiviteleri kayda deger
sekilde artmaktadir (Kim vd., 2006; Zhang vd.,
2009). C. cellulolyticum DAFEazve C. scindens DTEaz
ortamda sirastyla Co*2 ve Mn*2 iyonu olmadan
aktivite gésterememektedir (Mu vd., 2011; Zhang
vd., 2013a). P. cichorirden elde edilen DTEaz
enzimi ise aktivite i¢in herhangi bir metal iyonuna
ihtiya¢ duymamaktadir (Itoh vd., 1994).

D-alltloz eldesinde dogal mikrobiyal
kaynaklardan izole edilen enzim, enzimin
yartlanma Omriniin kisa olmasi, diisiik stabiliteye
sahip olmasi, uygulama sonrast enzim geri
kazaniminin zor olmast ve yeniden kullaniminda
aktivite kaybt gbzlenmesi gibi nedenlerle
endiistriyel uygulama igin yeterli olmamaktadir
(Dedania vd., 2020; Ran vd., 2019). Bu nedenle
aragtirmalar ¢ogunlukla DTEaz enzim ailesinin
tanimlanip, izole edildigi dogal suslar yerine gen
ckspresyonu ile elde edilen rekombinant suslar ile
yapilmustir. Takeshita vd., (2000) P. cchori?den
DTEaz enzimini kodlayan genin farkli bir konak
olan rekombinant Escherichia coli'ye eksprese
edilmesi yoluyla tretip, saflastirdiklarr DTEaz
enzimini D-fruktozdan D-alliloz tretiminde
immobilize sekilde kullanarak 60 giin sonunda 20
kg saf D-alliloz urettiklerini bildirmislerdir.
Ayrica rekombinant E. o/ tarafindan iretilen
enzim miktarinin, P. cchorii ST-24'ten elde edilen
enzim miktariin  yaklastk 100 katt oldugu
belirlenmistir.

Son zamanlarda D-alliloz tretiminde DTEaz
enzimlerini eksprese etmek ic¢in E. c/i yerine
Bacillus subtilis veya gesitli mayalarin kullanimi
arastirdmustir (Chen vd., 2016; Yang vd., 2018).
Yang vd., (2018) A. tumefaciens DAEaz genini
Kinyveromyces  marxianus’a  eksprese  ederek
gerceklestirdikleri arastirmada 55°C sicaklikta 12
saatte 750 g/L. D-fruktozdan, 190 g/L D-alliloz
elde etmislerdir. Zhang vd., (2020) Rbodopirelinia
baltica SH 1 susundan klonladiklart DTEaz

kodlayan geni, B. subtilise eksprese ederek elde
ettikleri DTEaz enzimi ile D-fruktozdan %56.26
orantyla D-alliloz tretmislerdir. Aynt zamanda
rekombinant DTEaz enzimi, elma posast
hidrolizatina  uygulanarak  agithkea  %25.86
doniigiim orant ile D-alliiloz eldesi saglanmistr.
Rekombinant DTEaz ve DAEaz enzimleri ile D-
alliloz uretiminde hammadde olarak meyve-sebze
atiklar1 kullanilabilecegi gibi seker pancari melast
veya  musir  gibi  gida  maddeleri  de
kullanilabilmektedir (Juneja vd., 2019; Patel vd.,
2016; Patel vd., 2018; Song vd., 2017a; Song vd.,
2017b)

Enzimlerin immobilizasyon ile kullanilmasi;
enzimlerin tekrar kullanimi, stabilitesi ve aktivitesi
acisindan serbest olarak kullanimlarina gore ¢ok
daha etkili bir yontemdir (Dedania vd., 2017).
Rekombinant A. tumefaciens DAEaz enziminin
sertbest halde kullanimi ile D-allilozun D-
fruktozdan tretiminde elde edilen D-alliiloz ve D-
fruktoz denge orant strasiyla 33:67 iken, A.
tumefaciens DAFEaz enzimi titanyum dioksit
yluzeyinde immobilize halde kullanildiginda bu
oran 30:64 olarak belitlenmis ve enzimin
yartlanma  Omrintn ise immobilize halde
kullanildiginda arttigr bildirilmistir (Dedania vd.,
2020; Kim vd., 20006).

Izumoring Stratejisine gére D-alliloz dogrudan
D-glikoz ¢ozeltisine DTEaz enzimi ve D-glikoz
izomeraz (DGlaz, EC 5.3.1.5) enziminin
birlestirilerek uygulanmast ile ara basamak ile
olusturulan D-fruktoz kullandarak da
tretilebilmektedir (Li vd., 2015). Chen vd., (2017)
gerceklestirdikleri bir ¢alismada DGlaz ve A
tumefaciens DAEaz genlerini E. coli MG1665
susuna ecksprese ederek elde ettikleri enzimi 40°C
sicaklikta 24.5 g/L D-glikoz iceren seltloz
hidrolizatina ve 26.4 g/L. D-glikoz iceren
mikroalg hidrolizatina uygulamuglar ve sirasiyla
1.42 ve 1.69 g/L konsantrasyonlarinda D-alliiloz
tretimi gerceklestirmislerdir.

ALLULOZUN SAFLASTIRILMASI

Yapilan ¢alismalarda D-alliilozun izolasyonu ve
saflastirlmast icin genellikle iki farkli yontem
kullandmistir. Bu yontemlerden biri olan iyon
degistirici recine matrisi ve simile edilmis
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hareketli yatak kromatografisi kullanimi tretim
verimliligi ylksek olmasina ragmen, maliyetli bir
yontem olmast ve karmastk ekipman gerektirmesi
gibi dezavantajlart bulunan bir teknolojidir. Li vd.,
(2018b) yaptiklart bir calismada rekombinant
DAEFEaz enziminin kataliz6rligtinde elde edilen D-
fruktoz ve D-alluloz karisimint simule edilmis

hareketli yatak kromatografisinden gecirerek
9%98.5 saflik oraninda D-alliloz  iretimi
saglamiglardir.  Gergeklestirilen  bir  baska

calismada ise D-alluloz ve D-fruktoz c¢ozeltisi,
glikoz oksidaz ve glikoz izomeraz enzimlerini
iceren surekli karistirmalt bir reakt6re alinarak D-
fruktoz glukonik aside dénistirilmils ve anyon
degisim recinesi kullanilarak da glukonik asit
uzaklagtirilmis ve %91.2 saflikta D-alliloz elde
edilmistir (Li vd., 2018a).

D-allilozun izolasyonu ve saflastirilmast icin
kullanilan ikinci yontem ise D-fruktoz ve D-
allilozun karistm halinde bulundugu  sisteme
maya ilavesi ile fruktozun etanole dénistirilip,
buharlastirilarak  ortamdan  uzaklastirilmasidir.
Takeshita vd., (2000) D-alliloz ve D-fruktozdan
olugan karisimi aerobik sartlarda firinct mayasi ile

fermantasyona  tabi  tutarak  D-fruktozun
tiketimini etanol Uretimi ile saglamislardir.
Fermantasyon sonucu olusan etanol

buharlastirma islemi ile uzaklastirildiktan sonra
elde edilen surup, tekrar etanolle kaynatilarak D-
allilozun kristal olarak ayrilmast saglanmistir. Bu
saflastirma  isleminin  zaman ve maliyet
bakimindan 6nemli avantajlari olmasinin yani sira
suruptan D-alliloz dretim veriminin %85 oldugu
bildirilmistir. Bu yontemin avantajlart arasinda
distik hammadde maliyeti, attk olusumunun
azaltilmast, enetji tiketiminin dustrilmesi, seker
veriminin iyilestirilmesi ve iyon degisim recinesi
uygulamasina gore daha ¢evre dostu bir uygulama
olmast sayilabilir.

SONUC

Dinyada kisitht bir miktarda tretilen ve tGzerinde
az sayida arastirma yapilmis olan D-allilozun
tlkemizde Uretimi olmayip, Uzerinde yapilan
arastirmalar ise olduk¢a smirhidir. Ginumuzde
enzimatik yéntemlerle tretilmekte olan D-alliiloz,
uretiminde kullanilan enzimlerin yetersiz aktivitesi
ve geri kazaniminin zor olmast gibi nedenlerle

tretim maliyeti yliksek, verimliligi ise oldukc¢a
dusuk bir nadir sekerdir. Bu nedenlerle D-
allilozun endustriyel tretiminin gelistirilmesi icin
yeni fiziksel, kimyasal, biyokimyasal ve
mikrobiyolojik  yOntemlerin  arastirilmast  ve
mevcut  Uretimde  kullanllan  yOntemlerin
gelistirilerek  optimize  edilmesine  yOnelik
aragtirmalarin yapilmast 6nemlidir.

Bu calisma ile; D-allilozun distk enerji igerigine
ve vicutta olumlu fizyolojik etkilere sahip oldugu
ve bu yonleriyle de yaygin seker ve yapay
tatlandiricilara 6nemli bir alternatif olusturdugu
ortaya konmustur. Bu nedenle de gida ve ilag
endustrisinde disik enerji igerikleri ve olumlu
fizyolojik  etkileriyle yiiksek  bir  kullanim
potansiyeline sahip olan nadir sekerlerin ve
Ozellikle de D-allilozun tretim ve kullanimina

yonelik  aragtirmalarin  artirtlmasi  gerektigi
sonucuna varimistir.
CIKAR CATISMASI BEYANI

Bu makale ile ilgili olarak yazarlarin, baska kisiler

ve/veya  kurumlar ile  c¢kar  catigmast
bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

Tum yazarlar makalenin yapilmasinda,
yazilmasinda ve yaymnlanmasinda esit katks

saglamiglardir. Makalenin hazirlanmasinda bagka
kisi ve/veya kurumlarin katkist yoktur.
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Meyvelerin fizikokimyasal 6zellikleri tizerine genotip farklihiklarimin yanisira yetisdigi bolgeye gore degisen
iklim ve toprak kosullart da 6nemli derecede etkili olmaktadir. Bu ¢alisma ile Corum ydresinde dogal olarak
yetisen 7 ali¢ 6rneginin bazt morfometrik 6zellikleri (en: 14.5-20.2 mm, boy: 15.6-25.2 mm, meyve agihgt:
2.1-8.0 g, meyve eti:gekirdek orant: 3.3-7.9, CIE renk degerleri (L*: 48.2-74.6, a*: 7.5-44.9 ve b*:30.3-59.5)
ile pH (3.6-4.0), toplam asitlik (%0.9-1.7), kuru madde (%20.8-27.9), suda ¢6ziintir kuru madde miktarlari
(12.6-17.7°Bx) gibi fizikokimyasal 6zellikleri beliflenmistir. Ali¢ rneklerinin toplam fenolik madde (155.2-
490.3 mg GAE/100 g), toplam flavonoid (78.7-272.6 mg CE/100 g), proantosiyanidin miktatlar1 (64.2-132.3
mg CE/100 g) ve antioksidan kapasiteleri (14.6-44.9 pmol TEAC/g) termosonikasyon ile ekstrakte
edildikten sonra spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Arastirlan 6zellikler agisindan dnemli bir kaynak
oldugu belitlenen aliglarin, organik Gretim pazarmna sunulmasi, gida katkist veya galenik olarak
degerlendirilmesinin tilke ekonomisine katki saglayacagi dustinilmektedir. Ayrica elde edilen verilerin genetik
cesitliligin korunmast acisindan da 6nemli oldugu diistinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alig, flavonoid, termosonikasyon, ekstraksiyon, antioksidan aktivite

HAWTHORN: EXTRACTION OF BIOACTIVE COMPOUNDS BY
THERMOSONICATION AND EVALUATION OF PHYSICO-CHEMICAL
PROPERTIES

ABSTRACT

The climate and soil condition as well as genetic diversity affect the physicochemical properties of
fruits. In this study, 7 wild Hawthorn samples were obtained from different locations of the Corum
province and some physical properties (diameter: 14.5-20.2 mm, length:15.6-25.2 mm, fruit weight:
2.1-8.0 g, flesh:seed ratio: 3.3-7.9), CIE colour values (L*: 48.2-74.6, a*: 7.5-44.9 ve b*:30.3-59.5) and
physicochemical properties pH (3.6-4.0), acidity (0.9-1.7%) dry matter (20.8-27.9%), soluble solids
(12.6-17.7°Bx) were determined. Total phenolics (155.2-490.3 mg GAE /100 g), total flavonoid (78.7-
272.6 mg CE/100 g), proanthocyanidin contents (64.2-132.3 mg CE/100 g) and antioxidant capacity
(14.6-44.9 umol TEAC/g) extracted by thermosonication and measured by spectrophotometrically.
These fruits are good source of aforementioned properties. The native fruit population might have
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an economic potential as value added product such as organic production, food additive, or medicinal
purposes. Also, results might be useful to preserve genetic diversty.
Keywords: Hawthorn, flavonoid, thermosonication, extraction, antioxidant activity.

GIRIS

Guniimiizde oksidatif strese baglt olusan akut ve
kronik hastaliklara yakalanma riskinin azaltilmast
veya Onlenmesinde antioksidanlarca zengin bir
diyetle beslenmenin 6nemi vurgulanmaktadir
(Celep vd., 2012). Meyveler iceriklerindeki fenolik
bilesenler ve askorbik asit gibi biyoaktif bilesenler
nedeniyle 6nemli antioksidan kaynaklari olarak
nitelendirilmekteditler (Pantelidis vd., 2007). Son
zamanlarda ise gida sekt6rii yeni antioksidan
kaynaklart arayisina girmis ve daha az bilinen,
direk titketimi yaygin olmayan ama kendine has
flavorlart  ve igerdigi nutrasotiklerle saglik
acisindan dikkat ¢eken meyveler tercih edilmeye
baslanmustir  (Hassanpour vd., 2011). Nitekim
antik caglardan beri galenik olarak pek cok
hastaligin  tedavisinde kullanlan  alig, son
zamanlarda icerdigi biyoaktif bilesenler ve artan
saglik bilincinin etkisiyle yaygin tiketim icin
yeniden Onem kazanmistir. Bunun yani sira,
kozmetik amaglar ve buruk tad: saglamada dogal
tatlandirict  olarak  kullanim  potansiyeli  de
bulunmaktadir (Dinda vd., 2016). Meyvelerdeki
buruk tat, tanenler olarak siniflandirilan suda
¢O6zinen  ikincil  bitki ~ metabolitlerinden
kaynaklanmaktadir ~ (Ozdemir  vd.,  2020).
Tanenlerin, serbest radikalleri stpiiriicii etkileri,
metal baglayict etkileri, lipit peroksidasyonlart
dahil hiicreyi oksidatif strese karst koruma
etkilerinin bulunmast nedeniyle 6nemli derecede
antioksidan etkiye sahip bilesenler olarak
degerlendirilmektedir.  Tanenler  antioksidan
etkilerine ilaveten antikarsinojen, antibakteriyel,
antiviral ve iltihap Onleyici etkilere sahip olmalart

nedeniyle de  6nemli  bilesikler  olarak
degerlendirilmektedir (Chung vd., 1998).
Tanenler, kondense tanenler

(proantosiyanidinler), hidrolize tanenler ve tanen
tiirevi bilesikleri kapsamaktadir (Beecher, 2003).
Hidrolize olabilen tanenler elajik asit (elajt
tanenler) ve gallik asit (gallo tanenler) esterleridir
(Yang ve Liu, 2014). Kondense tanenlerin baslica

yapt tagt (+)-katesin ve (-)-epikatesin olan
monomerik flavan-3-ol tnitelerinden
olugsmaktadir (Ling vd., 2005). Monomerik

uniteleri bitlestiren baglar, acilik ve burukluk gibi
iki duyusal Ozellik tzerine etkili olmaktadirlar
(Peleg  vd,, 1999). Proantosiyanidinler
hidroksilasyon diizenlerine gbre gesitli alt gruplara
ayrilmaktadir. Proantosiyanidin gruplari icerisinde
en yaygin olarak  bulunan grup ise
prosiyanidinlerdir (Xie vd., 2005). Prosiyanidinler,
genellikle C4—C8 ve/veya C4—C6 baglart ile bir
araya gelen (+)-katesin ve/veya (-)-epikatesin
tnitelerinden olusan oligomer veya polimerlerdir
(Gu vd.,, 2002). Alicin saglk tzerine olumlu
etkileri icerdigi biyoaktif bilesenlerden, &zellikle
baskin  fenolik  grubu  olarak  belirlenen
proantosiyanidinlerden kaynaklanmaktadur.
Aliglarda, prosiyanidinlerin disinda bulunan diger
biyoaktif ~bilesenler ise flavanol glikozitler,
antosiyaninler ve fenolik asitlerdir (Liu vd., 2010;
Liu vd., 2011).

Son yirmi yilda kanser tedavileri i¢in kullanilmakta
olan ilaglarin %60’indan fazlast ve bulasict
hastaliklar icin kullamilan ilaglarin %751 dogal
kaynaklidir (Dubey vd., 2004). Dogal kaynaklarin
etkin bir sekilde kullanimina olan ilginin giderek
arttugl ve alicin gida olarak kullaniminin yani sira
saglik sektoriindeki hammadde potansiyeli gbz
ontine alindiginda, alic meyvesinden etkin bir
sckilde  faydalamlamadigi  diginilmektedir.
Meyve ve sebzelerin fizikokimyasal Ozellikleri
ceside, yetistigi bolgeye ve hasat sonrast iglemlere
baglt olarak degisebilmektedir. Yapilan bu
calismada, Corum ilinde dogal olarak yetisen alig
meyvelerinin boyut ve renk gibi morfometrik
Ozelliklerinin yant sira kuru madde miktari, suda
¢ozinir kuru madde miktari, pH, toplam asitlik,
toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid
igerikleri,  proantosiyanidin ~ miktarlart  ve
antioksidan kapasiteleri gibi 6nemli pek ¢ok
tizikokimyasal 6zelligi belitlenmistir. Bu calisma,
Corum ilinde dogal olarak yetisen bu degerli
meyvenin fizikokimyasal Ozellikleri  detaylica
ortaya konularak, tilkemiz 6z kaynaklarinin daha
verimli degerlendirilebilmesi amactyla
gerceklestirilmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calisma kapsaminda, Corum’da dogal olarak
yetisen 7 farkli kaynaktan temin edilen alig
Ornekleri tesadiifi olarak secilmistir. 2’ser kg
meyve  toplanarak  gerekli 6n  islemler
uygulandiktan sonra bir kistm Ornek fiziksel
analizler icin ayrilirken bir kistm 6rnek ise
kimyasal analizler icin c¢ekirdekleri ctkartilarak
homojenizatérde pulp haline getirildikten sonra -
20°C’de muhafaza edilmistir. Kullanidan tim
kimyasallar analitik saflikta olup katesin, troloks,
gallik asit, ABTS, Folin-Ciocalteu’s fenol ¢ozeltisi
gibi tim fenolik standart ve ayraglart Sigma (St.
Louis, MO, USA), diger tim kimyasallar Merck
(Darmstad, Germany) firmalarindan saglanmustr.

Yéntem

Fiziksel analizler

Fiziksel analizlerin yurltilmesinde her bir
tekerriir igin rastgele 100’er adet meyve secilerek
Ol¢timler yapdmistir (Demir ve Kalyoncu 2003).
Aliclarin en ve boylart 0.01 mm hassasiyetle dijital
kumpas yardimiyla Slciilerek  belirlenmistir.
Meyve eti ve ¢ekirdek oranlari ise 100g meyvenin
cekirdekleri ¢ikartildiktan sonra meyve eti ve
cekirdek miktarinin  tartilmast  ve birbirine
oranlanmastyla  hesaplanmistir.  Orneklerin
reflektans renk degerlerinin belirlenmesi igin
Minolta CM-3600d model renk 6l¢iim cihazt
kullandmustir. Spektrofotometre, beyaz seramik
plakaya karsy her kullanimdan énce standardize
edilmistir. Orneklerin renklerinin 6lciimiinde CIE
L*a*b* sistemi kullanilarak L* (100, beyaz; 0,
siyah), a* (+, kirmuzs; -, yesjl), b* (+, sart; -, mavi)
degerleri belirlenmistir.

Kimyasal Analizler

Alig o6rneklerinin kuru madde (KM) igerikleri
AOAC (2005) tarafindan 6nerilen yénteme gore
yapilmustir. Suda ¢6ztintr kuru madde (SCKM)
icerikleri Abbe refraktometresi (Atago, Japonya)
ile belirlenmistir. Toplam asitlik (TA) ve pH
degetleri pH metre (Adwa AD1000 pH/mV &
Temperature Meter) yardimiyla belirlenmistir.
Toplam asitligin belitlenmesinde AOAC 2000 (#
942.15) tarafindan Onerilen yontem kullanilarak
sonugclar malik asit esdegeri olarak hesaplanmustir.

Biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu

Pulp halindeki ali¢ ornekleri %70’lik  (v/v)
metanol:su  karisimindan  olusan  ekstraksiyon
cozeltisiyle 1:20 oraninda seyreltilerek 60+2°C’de
35 dakika stiresince ultrases (Elmasonic P, Elma
Schmidbauer GmbH, Gottlieb-Daimler, Singen,
Germany, 37 kHz) yardimiyla ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon kogullart farklt sicaklik (20, 60°C)
methanol  konsantrasyonlart ~ (0-100%)  ve
frekanslarda (37, 80 kHz) yapilan 6n denemeler
sonucu belitlenmistir. Ekstraktlar 4°C’de 8000 g
de 10 dakika santrifiijlenmigtir (Sigma 3K30,
Germany) daha sonra filtre edilerek biyoaktif
bilesen analizlerine hazir hale getirilmistir.

Toplam fenolik bilegiklerin tayini

Orneklerin toplam fenolik madde miktarlarinin
belirlenmesi amaciyla Singleton vd. (1999)
tarafindan  6nerilen Polin-Ciocalteu  yéntemi
minor diizeyde modifiye edilerek kullandmustir.
Bu amacla 50 pL ekstrakt alinarak tizerine 2.2 mL
0.2 N Folin-Ciocalteu’s fenol ¢ozeltisi eklenmis,
karistirilan ve 5 dak bekletilen 6rneklere 1.6 ml. 2
M NaxCO; ilave edilmisgir. Iyice karistirilan
Ornekler karanlkta 1 saat bekletildikten sonra
absorbans degerleri spektrofotometrik olarak 760
nm dalga boyunda él¢iilmistir (Shimadzu UV-
1800, Japonya). Orneklerde bulunan toplam
fenolik madde miktart, daha Once farkli
konsantrasyonlarda  hazirlanan  gallik  asit
¢ozeltilerinin absorbans degerlerinden elde edilen
standart egti (R2=0.9981) yardimiyla hesaplanmis,
sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak
verilmistir.

Toplam flavonoid tayini

Alic  6rneklerindeki  toplam  flavonoid analizi
Zhishen vd. (1999) tarafindan Snerilen yonteme
gore kolorimetrik olarak spektrofotometre (510
nm) yapilan Sl¢iim ile belirlenmistir. Bu amacgla
500 pLL ekstrakt alinarak, tizerine 500 uL saf su ve
100 pLL %5’lik NaNOj3 eklenmis, ve karistirilarak 6
dak. beklenmis, ardindan 100 pL. %10’luk AICls
eklenmisgir. Tekrar karistirma ve 6 dak bekleme
sonrasinda 1 ml. 1.0 M NaOH eklenmis ve hacim
saf su ile 2.5 mL.’ye tamamlanmispir. Orneklerde
bulunan toplam flavonoid miktari, daha 6nce
farklt konsantrasyonlarda hazirlanan katesin
¢ozeltilerinin absorbans degerlerinden elde edilen
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standart egri (R?=0.999) yardimiyla hesaplanmis,
sonuglar katesjn esdegeri (CE) olarak verilmistir.

Antioksidan aktivite tayini

Orneklerin antoksidan kapasite icerikleri, ABTS
[2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid)] yontemi kullanilarak
belirlenmistir (Arts vd., 2001). ABTS y6nteminin
temeli, stabil olarak olusturulan ABTS** radikal
katyonunun  antioksidan madde tarafindan
sontimlendirilmesi sonucunda 734 nm dalga
boyunda gerceklesen absorbans (mavi-yesjl renk)
azalmasinin (% inhibisyon) 6lciilmesidir. Uygun
sckilde seyreltilmis ekstraktlardan 20 pL 6rnek,
980 pL seyreltilmis ABTS** radikal ¢ozeltisi ile
karispirilmis ve 734 nm  dalgaboyunda 6 dak
sonunda  absorbans  degeri  Sl¢Ulmustiir.
Reaksiyon sonucu harcanan ABTS* miktar
sentetik bir antioksidan olan troloks (R2=0.9965)
esdegeri (TEAC) olarak hesaplanmis ve pmol/g
olarak verilmistir.

Proantosiyanin (Kondense Tanen) Tayini
Kondense tanen miktart vanilin  yontemiyle
spektrofotometrik olarak 500 nm de yapilan
Olctimlerle belitlenmistir (Tanner ve Brunner,
1979). Sonuglar katesin standart egrisine (50-200
mg/L) gore hesaplanmustir.

Istatistiksel analiz

Alic  Orneklerine uygulanan tim analizler 2
tekerriirli ve 2 paralel olarak yurttilmustiir.
Verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmelerinde ~ SPSS paket
programindan yararlanilmistir.

20.0

SONUC ve TARTISMA

Corum’un farkli noktalaridan temin edilmis alig
orneklerinin morfometrik 6lctimleri ve reflektans
renk Ozelliklerine iliskin elde edilen sonuclar
Cizelge 1’de verilmektedir. Yapilan Ol¢timler
sonucunda alic  S6rneklerinin morfometrik
olgiimlerinde belirlenen en yitksek degerler 20.2
mm (en) ve 25.2 mm (boy) dir. Meyve agirhigt ise
genis bir aralikta (2.1-8.0 g) degismekte olup
meyve et:icekirdek orant ortalama 5.6 olarak
hesaplanmistir.  Ozcan vd. (2005) tarafindan
yapilan calismada ali¢ 6rneklerinin en, boy ve
agitlik  Sleimleri  strastyla 19.34£0.18  mm,

14.39+0.12 mm ve 3.03X0.06 g olarak
bulunmugtur. Yapilan diger bir calismada ise ali¢
orneklerinin olgunlasmalari stiresince
morfometrik él¢timleri yapilmis, en ve boylarinda
%20 oraninda artis goérilmistir. Olgunlasma
sonrast ise 6rneklerin enlerinin 22.5mm’den 28.8
mm’ye ve boylarinin ise 21.7 mm’den 26.1 mm’ye
degistigi  belirlenmistir. Meyve agirliginin  ise
5.7°den 14.9%a arttig1 belirlenmistir (Li vd., 2015).

Calismamizda alic 6rneklerinin renk Slctimleri de
yapilarak L* (100, beyaz; 0, siyah), a* (+, kirmizy
-, yesi) ve b* (+, sar; -, mavi) degerleri
belirlenmistir. L* degerinin 48.2 ile 74.6 arasinda
degistigi belirlenirken a* degerinin 7.5-44.9, b*
degerinin 30.3-59.5 arasinda degistigi
belirflenmistir. Alig meyvelerinin  olgunlasmast
strecinde renklerindeki degisim Li vd. (2015)
tarafindan  yapilan  calismada  incelenmis,
olgunlasma sonunda L* degeri 54.65, a* degeri
17.25 ve b* degeri ise 21.54 olarak belirlenmistir.
Fiziksel gortniis titketici begenisinin olustugu ilk
basamak oldugundan meyvenin rengi kalitenin
belirlenmesinde ve Uriiniin  pazar degerinde
O6nemli parametrelerden birisi olarak
degerlendirilmektedir.

Orneklerin suda ¢oziiniir kuru madde miktarlart,
kuru madde miktarlari, toplam asitlik ve pH
degerleri  Cizelge 2’de  sunulmustur. Alig
orneklerinin suda ¢6zuniir kuru madde miktarlart,
kuru madde miktarlari, pH ve toplam asitlik
degerleri ise strastyla 12.6-17.7 °Bx, %20.8-27.9,
3.6-4.0, 0.9-1.7 g/100g araliginda degismektedir.
Farkli alic genotipleri ile yapidan baska bir
calismada da benzer sonuclara ulasimis, ali¢
orneklerinin  pH degerleri 3.2-4.2 araliginda,
asitlikleri malik asit cinsinden %0.9-1.9 araliginda,
SCKM miktarlart ise %716.3-21.8 araliginda
bulunmustur (Bahri-Sahloul vd. 2009). Li vd.
(2015)  tarafindan  yapilan caligmada alic
orneklerinin % ortalama nem, suda ¢ozuntr kuru
madde ve asitlik degerleri sirasiyla 72.810.4,
11.6510.27 ve 2.9310.08 olarak belitlenmistir.
Elde edilen sonuglar literatiir  verileriyle
kiyaslandiginda, ali¢ 6rneklerinin briks, pH ve
toplam asitlik degerleri genel olarak literatir ile
uyumlu bulunmustur. Ulkemizin sahip oldugu
cesitli iklim ve toprak 6zelligi nedeniyle oldukca
genis ve zengin bir floraya sahip oldugu
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bilinmektedir. {laveten genetik cesitlilik ve hasat kimyasal Ozellikleri Gzerine etkili olabilmektedir
sonrast islemlerde meyvelerin hem fiziksel hem (Hassanpour vd., 2011).

Cizelge 1. Alig 6rneklerinin morfometrik dl¢timleri ve renk 6zellikleri
Table 1. Morphoplobical measurements and colour properpties of Hawthorn

Meyve Et CIE* renk degerleri
- En Boy A g
Ornek Width T enaht Agirhig Cekirdek Colour values
Sample mzrn "8 Fruit Weight ~ Flesh:seed
( ) (mm) ratio 1* a* b*
g
Al 16.5+0.24 20.7£0.4<d 4,1+0.2b 4.3+£0.0c  73.1+£2.3  7.5%£1.8 49.6%2.2
A2 18.5+0.2b 22.2+0.1b 4.840.1b 7.910.12  66.2£2.3 144423 50.5+£2.4
A3 16.1£0.24 20.5+0.14 4.440.2b 6.6£0.06  70.4+£3.0 21.5%6.1 59.5%24
A4 17.0£0.2cd 21.8%0.0bcd 4.940.0b 4.5%£0.0c  482+24 44.9+£2.3 30.3%1.5
A5 20.210.2a 25.240.4a 8.01+0.32 6.4+0.3>  71.6x3.5 19.2+4.5 57.5%2.5
A6 14.5£0.2¢ 15.6%0.2¢ 2.120.0¢ 3.3+0.0d 74.6x2.8 12.4%£5.6 53.1£2.8
A7 17.9£0.2bc 22.1%£0.6b¢ 5.0+0.2b 6.0x0.3>  67.5%x2.8 13.5£6.4 57.5%3.3
195, il 14.5 15.6 2.1 33 48.2 7.5 30.3
Min.
En yiiksek 20.2 25.2 8.0 7.9 74.6 44.9 59.5
Max.
Dl 17.2 1. 48 5.6 67.4 19.1 51.1
Mean

Degerler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. (I alues are expressed in mean * standard error.)
a-c aynt kolonda farkli degerler ¢esitler arasindaki farkin 6nemli oldugunu gosterir (P <0.05). (“~¢ Values with different
letters within a row indicate significant difference between processes.)

Cizelge 2. Ali¢ 6rneklerinin suda ¢6zintr kuru madde, kuru madde, pH, toplam asitlik degerleri
Table 2. Soluble solid, dry matter, pH, total acidity of Hawthorn samples

Ornek kodu Suda ¢6ziiniir kuru Kuru madde TA
Sample code madde Dry matter pH )
Soluble solid (Bx) (%)
Al 17.040.20 27.940.12 3.9+0.1a 1.440.0b
A2 12.620.0¢ 20.8+0.1¢ 3.6+0.0b 1.040.0¢
A3 15.320.5 23.6+0.1¢ 4.0+0.00 1.040.0¢
A4 14.320.2bc 23.5+0.0¢ 3.940.0: 1.240.0<d
A5 17.740.22 27.140.2> 4.040.04 1.3+0.0¢
A6 14.0+0.00¢ 26.320.2> 4.040.04 1.6+0.50
A7 13.0+1.2b¢ 22.4+0.14 4.0+0.00 1.240.04
En disiik 12.6 20.8 3.6 0.9
Min.
En yiiksel 17.7 27.9 4.0 1.7
Masx.
Ortalama 14.8 24.5 3.9 13
Mean

Degetler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. (I7alues are expressed in mean * standard error.)
a-c aynt kolonda farkli degerler cesitler arasindaki farkin 6nemli oldugunu gosterir (P <0.05). (“~¢ Values with different
letters within a row indicate significant difference between processes.)
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Fenolik maddeler biyoaktif 6zellige sahip temel
bilesenlerdir. Alic Orneklerinin toplam fenolik
madde miktarlart ise 100 g taze meyve baz
alindiginda 155.2 ile 490.3 mg gallik asit esdegeri
olarak bulunmustur (Sekil 1). Hem sart hem
kirmizt renkli alic genotiplerinin degerlendirildigi
bir calismada, kirmizt renkli ali¢ sularinin fenolik
miktatlarinin  (779.4-810.7mg/100 g FW) sart
renklilere kiyasla (498.5-530.3 mg/100 ¢ FW)
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Bahri-Sahloul
vd., 2009). Edwards vd. (2012) tarafindan yapilan

secilen aliclar c¢ogunlukla sart renkli olmakla
birlikte sonuglar literatiitle uyumlu bulunmustur.
Elde edilen sonuglar kiltire alinmamig
genotiplerin fenolik bilesenler agisindan iyi birer
kaynak oldugunu gostermektedir. Zhang vd.
(2001) tarafindan yapian c¢alismada aliclarin
fenolik bilesiminin agirliklt olarak epikatesin (178
mg/100 ¢ DW) ve klorejenik asitten (65 mg/100
@) olustugu belirlenmistir. Meyvelerin matrisinde
yer alan fenolik bilesenlerin kompozisyonlart ve
biyoyararhliklart farkli olsa da fenolik maddeler en

calismada ise aliclarda toplam fenolik madde onemli biyoaktif bilesenler olarak
miktarlarinin meyvede ¢esitten ¢eside degismekle degerlendirilmektedir.
bitlikte oldukga genis bir aralikta (1.85-248.8
mg/g) degistigi belitlenmistir. Materyal olarak
=
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TPC: Toplam fenolik miktar1 (total phenolic content), mg GAE/100 g; PA:
Proantosiyanidin miktar1 (proanthocyanidin content), mg CE/100 g; FL: Toplam
Flavonoid miktar: (total flavonoid content), mg CE/ 100 g

Sekil 1. Ali¢ 6rneklerinin fenolik bilesen konsantrasyonlart
Figure 1. Phenolic compounds concentration of Hawthorn

Fenolik  maddelerin  biyoaktif — Ozellikleri
bilesenlerin sahip olduklart cesitli pozisyonlardaki
hidroksil gruplar nedeniyle farkldik

gostermektedir. Flavonoidler bu 6zellikleri ile
fenolikler icerisinde 6nemli biyoaktif bilesenler

olarak nitelendirilmektedirler (Celep vd., 2012).
Alig Orneklerinde toplam flavonoid
konsantrasyonu 78.2 ile 272.6 mg/100 g FW
araliginda katesin esdegeri olarak belirlenmistir
(Sekil 1). Ebrahizadeh ve Bahramian (2009) ali¢
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orneklerinin toplam flavonoid miktarint 10.56-
23.98 mg/g kuersetin esderi olarak bulmustur.
Edwards vd. (2012) tarafindan derlenen ¢alismada
ise ali¢ 6rneklerinin toplam flavonoid igeriklerinin
meyvenin 1 graminda 4.46 ile 147.3 mg arasinda,
cicekte 0.45-1026.6 mg/g aralifinda,
yapraklarinda ise 1.10 ile 62.0 mg/g duzeyinde
oldugu rapor edilmistir. Flavanonidler bitkileri
cevresel strese karst ve patojenlere karst korumada
etkili olmakla bitlikte renkleri tzetine 6nemli
etkileri olan fenolik gruplardir (Kent vd., 2020).
Falavan-3-ol oligomer ve polimerleri olan
proantosiyaninler aliclarda yaygin olarak olarak
bulunan flavonoidlerdir. Calismamizda aliclarin
proantosiyanin miktarlarinin - 64.2-132.2 mg
CE/100 g arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil
1). Liu vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ise
aliclarda toplam proantosiyanin miktart 2.5-36.7
mg/g DW diizeyinde belitlenmistir. Sonug olarak,
aliclarda genetik gesitlilik ve endistriyel kalitenin
belitlenmesi agilarindan proantosiyanin ve toplam

flavonoid miktarinin énemli parametreler oldugu
gorulmustiir.

Alic meyvelerinin antioksidan kapasiteleri ABTS
yontemiyle belitlenmis olup troloks esdegeri
olarak hesaplanmistir (Sekil 2). Ali¢ 6rneklerinde
antioksidan kapasiteleri en az 14.6%£0.6 en ¢ok
44.9%0.2 pmol TEAC/g troloks esdegeri olarak
belirlenmistir. ~ Ruiz-Rodriguez  vd.  (2014)
tarafindan yapilan calismada da benzer sonuglara
ulasilmis, aliclarin antioksidan aktiviteleri 16.8 ile
61.2 pmol TEAC/g olarak bulunmustur. ABTS
yontemi antioksidan kapasitenin belirlenmesinde
siklikla kullanilan bir yéntem olmakla bitlikte
arastirictlar FRAP  yontemiyle de antioksidan
aktiviteyi belirlemiglerdir. Samec ve Piljac-Zegarac
(2011) tarafindan yapian c¢alismada aliclarin
antioksidan aktiviteleri FRAP (6.33+0.10 mmol
Fe2*/100g FW) ve ABTS (7.271£0.04 mmol
TEAC/100g FW) yontemiyle belitlenmistir.
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Sekil 2. Ali¢ 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri
Figure 2. Antioxidant activity of Hawthorn
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Calismamizda ayrica arastirlan gesitli parametler
arasindaki iliskiyi  belitflemek icin peatson
korelasyon katsayilari hesaplanmis, sonuclar

korelasyon matrisi seklinde sunulmustur (Cizlege

3).

Cizelge 3. Ali¢ 6rneklerinin gesitli 6zellikleri agisindan korelasyon matrisi
Table 3. Correlation matrix between some quality parameters of Hawthorn samples

[P)
] Q
E “é = E
; N § S\ % :Q\
o) Q < Q\ 7 :‘:\ [ * % M
& = o s O
SE g & e R " -
g = S <
p=| o = 8
= 9 ~
& F z
=
TPC 1 0,91 3% 0.903** 0,905%* -0,417 0,430 -0,370
FL 1 0,926%* 0,945%* -0,405 0,333 -0,222
PA 1 0,907 -0,180 0,243 -0,005
AOA 1 -0,185 0,086 -0,087
L* 1 -0,905* 0,860*
a* 1 -0,744*
b* 1

** korelasyon 0,01 duzeyinde anlamlidir (correlation is significant at the 0.01 level)
* korelasyon 0,05 diizeyinde anlamlidr (corvelation is significant at the 0.05 level)

Cizelge 3’deki veriler degerlendirildiginde alig
orneklerinin antioksidan kapasitesi ile toplam

fenolik madde miktar1 (r=0.905), toplam
flavonoid  konsantrasyonu  (t=0.945)  ve
proantosiyanin miktarlart  (r=0.907) arasinda

porzitif yonli ve ¢ok giicli korelasyon oldugu
gorilmektedir (P <0.01). Tlaveten aliglarin
flavonoid igerikleri ile meyve renginin patlaklik
oranini belirlemek icin kullamlan L* degeri (r=-
0,405) ve sarilik oranini belirleyen (+) b* degeri
(t=0,333) arasinda orta derecede korelasyon
belirlenmis olmakla birlikte aralarindaki iligki
istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (P
>0.05). Iklim ve cevresel faktérlerin gidalarda

bilesim  tzerine etkili  faktorler  oldugu
bilinmektedir. Bu anlamda  gerceklestirilen

aragtirma ile, Corum yo6resinde yabani olarak
yetismekte olan aliglarin hem genetik gesitliligin
devam edebilmesi hem de kalite parametrelerinin
ortaya konmast noktasinda 6nemli parametreler
elde edilmistir. Yapilan calismadan elde edilen
verilerin aliglarin organik uretim, gida, saglik ve

kozmetik sektdrleri icin katki Gretimi gibi
ekonomik  potansiyeli  yiksek  drtinlere
dontigtirilerek 6z  kaynaklarimizin  daha  iyi
degerlendirilmesine katk: saglayacagi
umulmaktadir.
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Bu calismada Canakkale bélgesinde belirlenen 9 farkli istasyondan toplanan 536 midye 6rneginin ve her
istasyondan alnan deniz suyunun mikrobiyolojik kalitesi belirlenmistir. Midye 6rneklerinin toplam mezofilik
aerobik bakteri yiikiiniin en yiiksek Merkez Iskele istasyonunda (3.56 log kob/g) oldugu belirlenmistir. En
yiksek E. co/i vatligr ise Gelibolu istasyonunda (1.99 log kob/g) saptanmustir. Midyelerin mikrobiyel
yuklerinin toplandiklart istasyonlar arasinda istatistiksel anlamda farkli olmadigi (P>0.05) gérilmustir.
Midyelerin toplam mezofilik aerobik bakteri sayisi ile toplandiklart deniz suyunun toplam mezofilik aerobik
bakteri sayist arasinda pozitif yonde korelasyon tespit edilmistic (P<0.05). Gelibolu ve Lapseki
istasyonlarindaki mikrobiyel yikiin diger istasyonlara gére daha yiiksek oldugu saptanmustir. Genel olarak
degerlendirildiginde Gelibolu ve Lapseki bolgesi haricinde Canakkale bogazinin farkli noktalarindan alinan
midyelerin mikrobiyel kalitesinin yasal sttlar icerisinde oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Midye, My#ilus galloprovincialis, deniz suyu

DETERMINATION OF THE MICROBIOLOGICAL QUALITY OF MUSSELS
AND SEAWATER SAMPLES RECEIVED FROM CANAKKALE REGION

ABSTRACT

In this study, the microbiological quality of 536 mussel samples collected from 9 different stations in
Canakkale region and the sea water taken from each station were determined. It was determined that
the highest total aerobic mesophilic bacterial count of mussel samples was at the Merkez Iskele
station (3.56 log cfu/g). However the highest E. co/i presence was detected at Gelibolu station (1.99
log cfu/g). It was determined that the microbial loads of mussels were not statistically different
between the stations where they were collected (P>0.05). A positive correlation was found between
the total bacterial count of mussels and the total bacterial count of seawater they were collected
(P<0.05). It was observed that the microbial load at Gelibolu and Lapseki stations was higher than
other stations. In general, it was determined that mussels taken from different points of Hellespont,
Canakkale except Gelibolu and Lapseki region was within the legal limits.

Keywords: Mussel, Myzilus galloprovincialis, seawater
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GIRIS
Deniz turtinleri ylksek oranda doymamus yag
asitleri, proteinler, vitaminler gibi sahip olduklar
zengin besin igerikleri nedeni ile degerli bir besin
kaynagidir. Balik trlnlerinden sonra en ¢ok
tiketilen deniz Grini midyedir (Glngorir ve
Bostan, 2019).

Midye (Mytilus galloprovincialis) Mytilae familyasina
ait Akdeniz tlkelerinde yetisen bir yumusakca
turidir (Bingol vd., 2008). Yetistiriciliginin kolay
olmast, hizli biylime orant ve yiksek yem
verimliligi ile diinya genelinde 6nem tagiyan ticari
bir kabuklu deniz triind olan midye, 6zellikle
Akdeniz tlkelerinde yil boyunca tiiketilmektedir
(Bejaoui vd., 2021). Midyeler denizlerde nébetci
tirler olarak anidmaktadir. Beslenmeleri sirasinda
¢ok miktarda su filtre eden midye gibi ¢ift kabuklu
yumusakealar, dokularinda bircok
mikroorganizmaytr ~ ve  cevresel  kirleticiyi
yogunlastirirlar - (Glingorir, ve Bostan, 2019;
Hamiroune  vd.,  2020).  Mikrobiyotalari,
yasadiklar1 ortamin gostergesidir (Matozzo vd.,
2018). Bu sebeple bircok patojenin rezervuart
olarak bilinmekteditler (Gingérir, Mehmet ve
Bostan, 2019; Hamiroune vd., 2020). Yasam
surelerince  ¢ift  kabuklularin  dokularinda
biriktirdikleri patojenler, bu triinlerin titketimi ile
insanlarda pek c¢ok hastaliga sebep olabilir.
Mikrobiyel kontaminasyonlarla ilgili olarak risk,
bu kabuklu deniz triinlerinin ¢ig veya nispeten az
pismis olarak tiketilmesi ile artmaktadir
(Hamiroune vd., 2020).

Insan ve/veya hayvan atiklart ile kirlenmis
sulardan kaynaklanan en 6nemli enterik patojenler
arasinda  Salmonella spp. ve Escherichia colfnin
patojenik tirleri yer almaktadir (Calixto vd.,
2012). Deniz ve deniz tGriinlerinde olasi patojenik

mikroorganizma vathiginin  belirlenmesi  icin
standart ve disik maliyetli yOntemlerin
bulunmamasindan dolay1 mikrobiyel

kontaminasyonu belitflemek icin E. coli gibi
termotolerant koliformlar ve Ewnterococcus spp.
indikatér mikroorganizma olarak kullanilmaktadir
(Dos Santos vd., 2018). Gunimiizde midyeler
Uzerine yapilan pek cok calisma midyelerde
bulunan bu bakterilerin belirlenmesi tzerine
odaklanmaktadir (Daczkowska-Kozen vd., 2010;

Musella vd., 2020). Son birka¢ yilda, yapilan
calismalarda  bu  indikatér —mikroorganizma
yaklasimi, 6zellikle ciftlikte yetistirilen kabuklu
deniz hayvanlarinin kalite kontroli i¢in potansiyel
bir ara¢ olarak Onerilmeye ve kullanilmaya
baslanmistir (Matozzo vd., 2018).

Arastirmamizda kullanilan midye tiirt olan My#i/us
galloprovincialis denizlerde  gruplar  halinde
kayaliklara tutunarak buytyen, Ttrkiye’de, Dogu
Akdeniz kiyilart haric Ege Denizi, Marmara
Denizi, Canakkale ve Istanbul Bogazlar ile
Karadeniz’de dogal yataklarda bol miktarda
bulunan ¢ift kabuklu yumusakc¢alardandir.
Akdeniz  midyesi olarak adlandirlan M.
galloprovincialis'ler “kirlilik gbstergesi” olarak kabul
edilmektedir. Bulunduklari ortamdaki suyu filtre
ederek beslendikleri icin fekal patojenleri,
bakterileri, toksin, agir metal ve radyoaktif
maddeleri binyelerinde yogunlastirarak
almaktadirlar (Kristan vd., 2014). En 6nemli gida
kaynakli enfeksiyon ve zehirlenmelerden bazilart
¢ig veya hafif pismis deniz tirinleri ve baliklar yolu
ile iletilmektedir (Jayme vd., 2016). Midye ve
istiridye gibi ¢ift kabuklu yumusakcalar gida
kaynakli hastaliklarda 6nemli bir yere sahiptirler.

Calismamizda Canakkale bolgesindeki midyelerin
ve toplandiklart deniz sularinin mikrobiyolojik

kalitesi ve birbiriyle iligkisinin  arastirilmast
amaclanmistir.
MATERYAL VE YONTEM

Midye ve deniz suyu 6rneklerinin toplanmasi:
Canakkale bogazinda belitlenen 9  farkh
istasyondaki dogal ortamlarindan (Sekil 1)
Haziran 2020-Mart 2021 arasinda dalarak elle
toplanan 536 adet midye steril torbalarda ve aym
istasyonlardan alinan 1.5 L deniz suyu Ornekleri
ise midyelerin toplandigt alandan plastik siselerde
alinmistir. ~ Ornekler  aseptik  olarak  buz
cantalarinda soguk kosullar altinda laboratuvara
getirilmis ve 24 saat icinde analize alinmistir.
Orneklerin alindiklart giin i¢in deniz suyu sicakligt
Olctlmustir.
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Figure 1. Stations where mussel and sea water samples are collected.

Orneklerin hazirlanmast:

Midyelerin kabuklari fir¢a yardimi ile temizlenmis
ve %70lik etil alkole daldirilip cikarimistir.
Ardindan steril bigaklar yardimi ile midyelerin
kabuklart acilmis ve etleri steril bir behere
ayrilmustir.

10 g midye 90 mL steril %0.5’lik peptonlu su
icerisinde stomacher cihazinda (Interscience
BagMixer® 400 P, Fransa) homojenize edilmistir
(Demitel, 1998). Elde edilen 10-"lik dilisyondan
desimal diliisyonlar hazirlanarak toplam mezofilik
acrobik bakteri, toplam koliform, Enterobactericeae,
E. coli, Staphylococcus spp., Bacillus spp., kif-maya
yuklerini belirlemek tizere ekimler yapilmistir. Her
Ornekten toplanan midye miktarina gbre en az 5
paralel 6rnekleme yapimistir.

Deniz suyu 6rnekleri laboratuvara 1.5 L'lik temiz
igme suyu pet siseleri ile getirilmis, analize
alinmadan 6nce alt Ust edilerek cokme
engellenmeye  calisimistir. Deniz suyu
orneklerinden 10 mL alinip 90 mL steril %00.5’lik

peptonlu  su icerisine aktarlarak  desimal
dilisyonlar hazirlanmis ve toplam mezofilik
aerobik bakteri, toplam koliform, Enferobactericeae,
E. coli, Staphylococcns spp., Bacillus spp., kif-maya
yuklerini belirlemek tzere ekimleri yapilmustir.
Her Ornekten 2 paralel ekim gergeklestirilmistir.
Deniz suyu 6rneklerinde bu analizlere ek olarak
100 mL ayrlarak  Ewnterococcus  spp.  yiku
belirlenmistit.

Mikrobiyolojik analizler

Midye ve deniz suyu Orneklerinde toplam
mezofilik aerobik bakteri yiklerinin belirlenmesi
amaciyla hazirlanan diliisyonlardan, Plate Count
Agar (PCA, Merck, Almanya) besiyerine ekimler
gerceklestirilmis ve petriler 37°C’de 24 saat
inktbasyona birakilmistir (Busta vd., 1984, Anon.,
2005). Toplam koliform ve E. co/i sayisinin
saptanmasinda Chromocult Tryptone Bile X-
glucuronide (TBX, Merck, Almanya) Agar
kullanilmis ve petriler 44°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistit (Kiling vd., 2018). S. aurens yikinin
belirlenmesi igin yumurta sarist ve potasyum
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telirit iceren Baird Parker Agar (BPA, Merck,
Almanya) besiyerine ekim yapilmis ve 37°C’de 24-
48 saat inkiibasyon sonunda temiz zon olusturan
1mm ¢apli siyah tipik koloniler sayilmistir (Kiling
vd., 2018). Bacillus spp. yukiunin saptanmast
amaciyla HiCrome Bacillus Agar (HiMedia,
Hindistan) besiyerine ekim yapilmis ve 37°C’de 24
saat inkiibasyon sonunda koloniler sayilmistir
(Aruwa ve Akinyosoye, 2015). Orneklerde maya-
kif yiukinin belirlenmesi amactyla hazirlanan
dilisyonlardan ~ Dichloran ~ Rose = Bengal
Chloramphenicol (DRBC, Merck, Almanya)
besiyerine ekim yapilmus, petriler 25°C°de 5-7 giin
inkiibe  edilmistir  (Tosun  vd.,  2018).
Enterobacteriaceae sayisinin belirlenmesi amaciyla
Violet Red Bile Dextrose (VRBD, Merck,
Almanya) besiyerine cift tabaka yontemine gére
ckim yapilmug, petriler 37°Cde 24  saat
inkiibasyona birakilmistir (Kisla ve Uzgiin, 2008).
Deniz  suyunda  Ewnferococcus  spp.  yukinin
belitlenmesi amaciyla membran filtrasyon teknigi
kullantlmistir. 100 mL deniz suyu 0.45 pm por
caplt seltiloz asetat (EMD Millipore Corporation,
ABD) filtreden gegirilmis ve filtre Slanetz-Bartley
Enterococcus  selective agar (Merck, Almanya)
besiyeri Gizerine yerlestirilmistir. 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyon sonunda filtre Uzerindeki koloniler
sayllmustir (Kalinowska vd., 2021).

Istatistiksel analizler

Midyelerin ~ ve  deniz  suyu  Orneklerinin
mikrobiyolojik yuklerinin toplandiklart
istasyonlara gore degiskenligi SPSS (23.0) paket
programinda One Way ANOVA analizi ile
degerlendirilmistir. Post-Hoc Tukey testi ile
dogrulanmustir.

SONUC VE TARTISMA

Bu calismada Canakkale Bogazi'min farkl
noktalarinda yer alan istasyonlardan toplanan
midyelerin mikrobiyolojik yiikleri Cizelge 1 ve
deniz suyu 6rneklerinin mikrobiyel ytikleri Cizelge
2’de gosterilmistir. Midye o6rneklerinin toplam
mezofilik aerobik bakteri yikintin <1.00-3.56 log
kob/g arasinda degistigi, en yluksek ytikiin Merkez
Iskele istasyonunda oldugu belirlenmistir. Suluca
ve Sarigay istasyonlarindan alinan midye ve deniz
suyu Orneklerinin mikrobiyel yikiiniin tespit
seviyesinin altinda oldugu goérilmistir. Bu

sonugclarin, bu bélgelerde tath su cikislarinin yakin
olmasindan kaynaklanmis olabilecegi
distntlmistir. Sener vd., (2013)’in ayni bdlgede
yaptigt calismada ise toplam mezofilik aerobik
bakteri yuki ortalama 5.4x10°> kob/g olarak

belitlenmistir. Arastirmacilarin belirledigi
mikrobiyel yikin bu calismada belirlenen

sayllardan daha vyitksek oldugu g6rilmistir.
Baska bir ¢alismada Yilmaz vd., (2005) Marmara
Denizi’nin  Gelibolu  Yarimadasi tarafindan
toplanan kara midyelerinde toplam mezofilik
aerobik bakteri sayisint 2.1x10* kob/g olarak
belitlemistir. Bizim c¢alismamizda ise Gelibolu
istasyonunda toplam mezofilik aerobik bakteri
yikii Merkez Iskele istasyonundan sonra en
yiksek yike sahip olup ortalama 3,47 log kob/g
dizeyindedir. Aynt bolgeden toplanan 6rneklerde
farkli  mikrobiyel yitke sahip  midyelerin
bulunmasinda 6rnek alinan yil, mevsim ve o
tarihlerde o bélgede olabilecek kirlilik degisimleri
onemli bir etkendir. Demirel (1999) Tzmir
kiyllarindan  t¢  istasyonda topladiklart  kara
midyelerinin toplam yikintn 2.1x103 ile 2.4x10¢
kob/g arasinda oldugunu belitlemiglerdir. Buna
karsin Kagar (2011) aym bolgedeki midyelerdeki
toplam yukin 1.7x103-6.7x10* kob/g arasinda
oldugunu belitlemistir. Izmir kérfezinden alinan
midyelerdeki sonuglarin bu ¢alisgmada belirlenen
toplam mezofilik aerobik bakteri yikiinden
oldukea yiiksek oldugu gorilmiistir. Gidalar igin
Uluslararast  Mikrobiyolojik  Spesifikasyonlar
Komisyonu (ICMSF) cift kabuklu
yumusakcalarda toplam mezofilik aerobik bakteri
limitini 5x105 kob/g olarak belirtmistir. Bu
standarda gore calismamizdaki tiim istasyonlardan
alinan midyeler toplam mezofilik acrobik bakteri
yiikdl acistndan limitler dahilindedir.

Toplam koliform, fekal koliform, E. c/i ve
Enterococcus gibi indikat6r bakteriler, su kalitesinin
degerlendirilmesi ve suyun mikrobiyel kirliliginin
tahmininde risk degerlendirmesi icin
kullanilmaktadir (Papastergiou vd., 2009). Su
driinlerinde bulunan fekal koliform grubu
bakterilerin  baglica bulasma kaynaklart suya
karisan attk sular, hatali foseptik sistemler,
tarimsal  alanlardan  ve  ylizey sularindan
akintilardir (Kacar, 2011). Fekal bakteriler ile
kontamine olmus su ve bu su ile kontamine olmus
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yiyecek icecek tiketimi ciddi saglik sorunlarina
(menenjit, salmonellozis, dizanteri) neden olan
tim dinyada 6nem tastyan bir konudur (Bighiu
vd., 2019).

Yaptigimiz ¢alismada analize alinan midye
orneklerinin -~ %50’sinde  koliform  bakteri
saptanmis olup, en yiksek deger Gelibolu
istasyonunda 3.11 log kob/g olarak belitlenmistir.
En yiksek E. e/l varhg ise yine Gelibolu
istasyonunda, toplam midye O&rneklerinin %
27.7’sinde saptanmis ve 1.99 log kob/g diizeyinde
bulunmustur. Lapseki istasyonunda ise E. e/
yiki 1.46 log kob/g diizeyinde bulunmustur.
Diger  istasyonlarn  hicbirinde  E.co/i'ye
rastlanilmamistir. Kérfez Tsbirligi Konseyi (Gulf
Cooperation Council, GCC) Standardizasyon
kurulusu  (GSO)  tarafindan  midyelerde
bulunmasina izin verilen E. co/i limiti 2.3x102 ile
7.0x102  kob/g arahigindadir (GSO, 2015).
Gelibolu istasyonundaki E. co/ varligi bu limitler
araligindayken, Lapseki istasyonu E. co/i yuki
acisindan daha iyi durumdadir. Tirk Gida
Kodeksi  Mikrobiyolojik  Kiriterler — Tebligi
(Anonim, 2011)’ ne goére ise, E. co/i midyelerde
bulunmamalidir. Bu standarda gére her iki
istasyondan da alinan midyeler tiiketime uygun
degildir. Sener vd., (2013) Canakkale bolgesinden
topladiklart midyelerde E. ¢/ yikini oldukca
yitksek (2.6x105 kob/g) diizeylerde saptamislardir.
Yilmaz vd., (2005) Marmara Denizi Gelibolu
Bolgesinden aldiklart midyelerde koliform grubu
bakteri sayisint 2.9x102 kob/g, E. coli sayisini 7.8
x10! kob/g olarak tespit etmislerdir. Bu degetler
calismamizda Gelibolu’da tespit edilen yitkten 1
log daha azdir. Colakoglu vd., (2010) Marmara
denizinin Sevketiye ve Kemer bélgelerinden
topladiklart beyaz kum midyelerinin FE. o/ ve fekal
koliform yikiinin yasal sirlarin  altinda
oldugunu ifade etmislerdir. Lhafi ve Kiihne,
(2007) ise, Almanya’nin Wadden Denizi’'nden
topladiklart 90 midye 6rnegi tizerinde calismuslar
ve 6rneklerin %4.4’inde E. co/7'ye rastlamiglardir.
Bu degerin ilkelerindeki standartlarin altinda
kaldigint ifade etmislerdir.

Sinop’ta  yapilan bir calismada ise midye
orneklerindeki fekal koliform ve fekal Streptococcus
sayllarinin  bazt istasyonlarda yasal sinirlarin

tzerinde oldugu belirtilmistir (Berber ve Avsar,
2014). 2007-2012 yillart arasinda Norveg’te
toplanan ¢ift kabuklularda E. /i ve Enterococcus
prevalansindaki zaman egilimi aragtirilmis ve
Enterococcus ve E. coli tespiti arasinda zayif
korelasyon bulunmustur (Lunestad vd., 2016).
Arastirmacilar, numune alma araliklarinda, aym
zamanda ciftlik hayvanlar1 veya insan kaynakli
diskiya olast maruziyet hakkindaki genel bilgileri,
yagls, verin topografyasi, gel-git ve su akintt
modellerinin  de degerlendirilmesi gerektigini
belirtmislerdir.

Kagar (2011) Tzmir korfezindeki istasyonlardan
topladigt midyelerdeki fekal koliform sayisinin
2.3x101 EMS/g ile 2.4x105 EMS/g arasinda
oldugunu, ayrica bazt 6rneklerde Salmonella spp.
tespit  ettiklerini  bildirmislerdir. ~ Canakkale
bogazinda yapilan bu calismada ise almnan midye
orneklerinde Enterobacteriaceae yiklerinin <1.00-
3.56 log kob/g arasinda oldugu en yiiksek yukiin
Gelibolu istasyonunda belirlendigi gériilmistiir.
Enterobacteriaceae sayilari, fekal koliform, E. coli ve
tekal Streptococcus sayilart ile birlikte fekal kaynakli
bakteriyel kirlenmenin bir gostergesi olarak
kullantlmaktadir. Dolayisiyla Salmonella ile aynt
kaynaktan gelen bu mikroorganizmalarin varligy,
Salmonella gibi fekal patojenlerin riskini ortaya
koymaktadir.

Calismamizda en yiksek kaf yikd (1.56 log
kob/g) Cardak istasyonundan alinan midyelerde
belirlenmistir. En yliksek maya sayist ise (3.61 log
kob/g) Merkez Iskele istasyondan elde edilmistir.
Merkez iskeleye yakin bolgeden kanalizasyon
ctkist olmasinin yant sira bu bolgede kiyt balikeiligi
olmast nedeniyle insan hareketliligi
bulunmaktadir. Ayrica baliklari ¢ekmek amaciyla
denize ckmek vb. atldigi da gézlenmistir.
Dolayistyla, bu bolgedeki maya sayisinin yitksek
olmasinin, belirtilen nedenlere baglt oldugu
dustinilmistiir. Tosun vd., (2018) Marmara
denizinden topladiklart midyelerde toplam kiif-
maya sayisint 6.30 log kob/g olarak belitlemisken,
bizim c¢alismamizda en ylksek toplam kiif-maya
sayist 4.16 log kob/g olarak daha disiik dizeyde
belirlenmistit.
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Gidalarda ylksek oranda B. cerens varligl, gida
zehirlenmesine sebep olan toksinlerin sentezi
sebebiyle tiiketici icin risk olusturmaktadir (Kisla
ve Uzgiin, 2008). Midye érneklerinde Bacillus spp.
yiukt (3.64 log kob/g) en fazla olan istasyon
Gelibolu olarak belirlenmistir. Saricay ve Suluca
disindaki tim istasyonlardan Bacillus spp. izole
edilmistir. Calismamizda kullanilan  besiyeri
kromojenik bir besiyeri olup, Bacillus cerens grubu
bakteriler mavi merkezli beyaz kenarli koloni
olusturmaktadir. Yapilan ekimlerde sar1 ve yesil
karisik koloniler tespit edilmis olup, mavi koloni
olusturan B. cerens’a rastlanilmamustir.

Gidalarin islenmesi sirasinda bulasma potansiyeli
olan S. aurens genellikle midye dolmada aranmigtir
(Ates vd., 2011; Kiling vd., 2018; Gungorir, ve
Bostan, 2019). Cig midyede S. aurens arastiran
calismalar sinirhdir. Ancak hem ¢ig tiketilebilen
hem de zayif 1s1l islem g6ren midyelerin S. awreus
yiikleri, isleme sirasinda da artis riski oldugu géz
6niinde bulunduruldugunda, hem gida giivenligi
hem de halk saglig1 acisindan olduk¢a 6nemlidir.
Calismamizda analize alinan istasyonlar arasinda
Staphylococens  spp. saptanan bélgeler Gelibolu
(0.81 log kob/g) ve Lapscki (0.83 log kob/g)
olmustur. Ancak bunlarin koagilaz pozitif S.
anrens  olmadiklart  tespit edilmistir. Diger
istasyonlardan ise  Staphylococcus  spp.  izole
edilmemistir. Yilmaz vd., (2005) Marmara Denizi
Gelibolu Bélgesindeki kara midyelerinde S. aurens
saywsint 3.1x102 kob/g olarak tespit etmiglerdir.
Sener vd., (2013) Canakkale bogazindan aldiklart
midyelerdeki S. aurens sayisii 2.2x105 kob/g
olarak belitlemiglerdir. Bu dizeyler bizim
calismamizdaki sonuglardan oldukea ytiksektit.

Ganakkale bogazinin farkli noktalarindan alinan
orneklerin  mikrobiyel yikleri arasinda farkldik
gbzlenmis olsa da bu farkin istatistiksel acidan
onemli olmadigt saptanmistr (P>0.05). Benzer
sekilde Akar (2009), Izmir korfezinde ve kiyt
sularinda midyelerde fekal koliform yiiklerinin
istasyonlara gore farklilasmadigini ifade etmistir.

Midye 6rneklerinin toplandigt bolgelerden alinan
deniz suyu Srneklerinin toplam mezofilik aerobik
bakteri sayilarinin 0.57-3.78 log kob/ml. arasinda
degistigi  belitlenmistir. ~ Midyelerin ~ toplam

mezofilik aerobik bakteri yiikleri ile toplandiklart
deniz suyundaki toplam mezofilik aerobik bakteri
yikleri arasindaki iliski 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Arastirilan diger bakteriyel yukler
actsindan ise O6nemli bir iliski bulunmamistir
(P>0.05). Analize alinan istasyonlar arasinda deniz
suyunda toplam mezofilik aerobik bakteri yiki
bakimindan en kirli istasyon sirasiyla Gelibolu
(3.78 log kob/mL), Lapseki (2.27 log kob/mL) ve
Kilitbahir  (2.13 log kob/mL) istasyonlar
olmustur. Yuzme Suyu Kalitesi Yonetmeligi
(Anon., 2019)’ne gore, kiy1 sularindaki E. co/7 yikii
2.5-5.0 kob/mlL arasinda ise mukemmel, iyi
kalitede ve yeterli olarak siniflandirilmistir. Bizim
calismamizda Lapseki bolgesinde E. o/ yukii 0.41
log kob/mlL bulundugundan yetersiz olarak
degerlendirilmistir. Diger istasyonlardan FE. co/i
izole edilmemistir. Enferococcus spp. ise sadece
Lapseki ve Merkezi istasyonlarinda sirastyla 1.49
log kob/100mL ve 1.19 log kob/100mL olarak
tespit edilmigtir. Lapseki istasyonundan alinan su
ornegindeki  Enterococcns  yukinin kiyt  sulart
yonetmeliginde belitlenen degerlerden yiiksek
oldugu gorulmistir. Benzer sekilde Sinop’ta
yaptlan bir ¢alismada (Berber ve Avsar, 2014),
deniz suyu 6rneklerindeki fekal koliform ve fekal
Streptococcus  sayilarinin, yasal sinir degetlerden
yiksek oldugu belirtilmistir. Yapilan istatistiksel
analizler, bu  calismadaki  deniz  suyu
orneklerindeki  Enterococens  spp.  yuklerinin
toplandiklart ~ bolgeye  gbre  degismedigini
gostermistir  (P>0.05). Ayrica deniz  suyu
orneklerinin E. co/i yikleri ile Enterococens spp.
yitkleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur
(P:0.020). Deniz suyu 6rneklerinde Bacillus spp.
sayllarinin - Gelibolu ve merkez ve Lapseki
istasyonlarinda yiksek oldugu gorilmis, bu
durum  bu istasyonlardan  alinan  midye
orneklerindeki  Bacillus  spp. sayilarinin
yuksekliginin nedeni olarak belirlenmistir.
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Cizelge 1. Midye 6rneklerinin ortalama mikrobiyel ytkleti (log kob/g)
Table 1. Average microbial loads of mussel samples (log ofir/ g)

5 RN N [
a 8= X% = I = N S §
RESYL 23 £3 = E E )
BEy €= g8 : :
_ 0.23£0.23/
Gelibolu 3.4710.29 3.11+0.31 1.99£0.51 3.56%0.06 3.64£0.09 0.81%+0.35
2.04+0.27
. 1.47+0.21/ -
Lapseki 3.07+0.25 2004017 1.99£0.49 1.46£0.54 2.97+0.08 2.50+0.58 0.83+0.42
Merkez 0.55%0.55/
; + + + +
fskele 3.56%0.22 3.6140.25 1.25+0.61 TE 2.29%0.60 3.51£0.24 TE
Sarigay TE TE TE TE 0.36+0.36 TE TE
+
Kilitbahir 1.59£0.03 0'52,;}2;52/ TE TE 0.65+0.65 1.69£0.68 TE
1.56+0.17/
+ 5 2 + + g
Cardak 0.82£0.82 0.654+0.65 TE TE 2.47£0.03 0.82£0.82 TE
Suluca TE TE TE TE TE TE TE
+
Camburnu 0.73£0.43 0'52,1?8'52/ TE TE 0.65%0.65 1.69%0.68 TE
Kepez 2.36£0.18 TE 1.71£0.48 TE 2.67£0.16 2.87%£0.22 TE
TE: Tespit edilmedi. Sonuglar Ortalama * Standart Hata olarak hesaplanmis ve logaritmalart alinmistir.
ND: Not Determined. Values are given as Mean £ Standard Error and logarithms are calculated.
Cizelge 2. Deniz suyu 6rneklerinin ortalama mikrobiyel yikleri (log kob/g)
Table 2. Average microbial loads of seawater samples (log cfu/g)
583 . g - g &
e2¥ST B2 gEs 5 3 § :
sS85 3§ E7 =38% S S < fa S
SN2 XN g &= © i 3 S 25 g
FESRE 22 F2E 3 3 § S
sy T S 5 = S &
Gelibolu 3,78%0.83 TE TE TE 3.69£0.82 4.04£0.12 TE TE
Lapseki 2.27£0.28 0.47£0.47  0.67%0.67 0.41£0.41 2.07£1.17 2.51£1.01 1.27+0.79 1.4910.84
Merkez 1.01£1.01 TE TE TE TE 3.18£0.04 TE 1,1910.05
Sarigay 0.57+0.57 TE TE TE 0.96+0.96 TE 1,94£0.02 TE
Kilitbahir 2.13+0.01 TE 2.2710.01 TE TE TE 2.16+0.03 TE
Cardak 1.39£0.01 TE TE TE 0.87+0.01 TE TE TE
Suluca 2.09£0.01 TE TE TE TE 1.531£0.01 TE TE
Camburnu 1,39+0.01 TE TE TE 1.87%0.01 TE TE TE
Kepez 1,54+1.54 TE 1.40£1.40 TE 1.63+1.63 1.68£1.68 TE TE

TE: Tespit edilmedi. Sonuglar Ortalama * Standart Hata olarak hesaplanmis ve logaritmalart alinmistir.
TE: Not Determined. V alues are given as Mean £ Standard Error and logarithms are calenlated.
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SONUC

Analize alinan istasyonlar arasinda istatistiksel bir
anlamlilik saptanmamasina karsin, istasyonlar tek
basina degerlendirildiginde hem Gelibolu hem
Lapseki istasyonunun diger istasyonlara gére daha
yuksek mikrobiyel yiikte oldugu gérilmistir. Bu
bélgedeki koprii  ingaatt  dolayistyla  yasanan
hareketliligin  mikrobiyel yiike de yansidigt
dustntlmistir. Tirk gida kodeksinde verilen
mikrobiyolojik kriterlere gbre her iki istasyondaki
E. coli yikt standarda uymamaktadir. Ancak bu
bolgede daha o6nceki yillarda alinan midye
orneklerine gore daha diisiik bir mikrobiyel yiik
tespit edilmis olmasiun altyap: calismalarinda
yapilan iyilestirmelerden kaynaklanmis olabilecegi
distnilmistir. Sonu¢ olarak deniz suyunun
mikrobiyel kalitesinin diizenli araliklarla test
edilmesi ve yeterli kalitedeki sulardan avlanan
midyelerin 1s1l islemden gecilerek tiketilmesi
onerilmektedir.
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oz

Bu ¢alismada, cemen otu (Trigonella foenum-graecum 1..) tohumundan saf su kullanilarak farklt sicakliklarda
mekanik karistirma ile fenolik ekstraktlar elde edilmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM), toplam
flavonoid (TFL) ve antioksidan kapasiteleri (AK) tizerine ekstraksiyon sicakligi (30-80°C), ekstraksiyon stiresi
(10-120 dakika) ve karistirma hizimin (3600-20000 rpm) etkileri incelenmistit. TFM, TFL ve AK’nin en
yiksek degetlere ulagabilmesi icin optimum islem kogsullart Merkezi Kompozit Tasarim kullanidarak
‘desirability’ fonksiyonu yaklasimi ile belirlenmistir. Optimizasyon sonuglarina gore, 45°C ekstraksiyon
sicakligt, 65 dakika ekstraksiyon siiresi ve 20000 rpm karstirma hizinda ekstraktlarm TFM icerigi
137.37£1.87 mg gallik asit/g kuru érnek, TFL igerigi 86.9611.44 mg kuersetin/g kuru 6rnek ve AK’si
18.11£0.55 mM Trolox/g kuru 6rnek olarak belitlenmistir. Cemen otu tohumu ekstraktlarinin, yiiksek
tenolik madde icerigi ve antioksidan kapasitesi ile farkl gida formiilasyonlarinda kullanim potansiyeline sahip
oldugu distuniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Cemen otu tohumu, mekanik karistirma, toplam fenolik madde, toplam flavonoid,
antioksidan kapasite, optimizasyon

AN OPTIMIZATION STUDY ON THE EXTRACTION OF PHENOLIC
COMPOUNDS FROM FENUGREEK SEEDS

ABSTRACT

In this study, phenolic compounds (PCs) were extracted from fenugreek seeds (Trigonella foenum-
graecum 1) by mechanical agitation using pure water at different temperatures. The effects of the
extraction temperature, extraction time, and agitation rate on the total PCs (TPCs), total flavonoids
(TFLs), and antioxidant capacities (ACs) of the extracts were investigated. Optimum conditions for
which TPCs, TFLs, and ACs reached their highest value were determined using the desirability
function of the central composite design. Optimization results at 45°C extraction temperature, 65
min extraction time, and 20000 rpm agitation rate showed that TPCs were 137.37 £ 1.87 mg gallic
acid/g dry sample, TFLs were 86.96 + 1.44 mg quetcetin/g dry sample, and ACs were 18.1110.55
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mM Trolox/g dry sample. The fenugreek seed extracts having high amounts of phenolic compounds
and high antioxidant capacity are believed to have the potential for use in different food formulations.
Keywords: Fenugreek seeds, mechanical agitation, total phenolic compounds, total flavonoid,

antioxidant capacity, optimization

GIRIS
Cemen otu tohumu sert késeli, ptrizli ve esmer
kirmizt gériintime sahip Trigonella foenumr-graecum L.
(Leguminosae) bitkisinin icerisinde yer alan bir
tohumdur. Kokusuz olan tohumunun égttiilmiis
hali 3-Hydroxy-4,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon
bilesigi sayesinde kuvvetli bir kokuya sahiptir
(Baytop, 1984). Cemen otu tohumu fenolik
maddeler, diyet lifi, protein, yag, azotlu bilesikler,
cesitli mineraller ve vitaminler bakimindan
oldukca zengin bilesime sahip bir driindir.
Zengin  bilesiminden dolayt  ¢emen
tohumunun insan sagh@ izerinde 6nemli ve
olumlu etkilere sahip oldugu bilinmektedir
(Stinivasan, 2006; Dixit vd., 2005).

otu

Gemen otu tohumunun ekstraksiyonu sonucu
elde edilen fenolik ekstraktlatin 6nemli oranda
antioksidan madde icerdikleri bilinmektedir.
Cemen otu tohumunda viteksin, trisin, narinjenin,
kuersetin ve luteolin gibi flavonoidlerin varhigt
yaptlan  cabigmalar  ile  tespit  edilmistir
(Khorshidian vd., 2016). Ayni zamanda yapilan
calismalar ile cemen otu tohumu fenolik
ekstraktlarinin, askorbik asit, glutatyon, B-karoten,
alfa tokoferol gibi antioksidan etkiye sahip
molekulleri icerdigi de bulgulanmustir (Kenny vd.,
2013; Yadav ve Chowdhury, 2017).

Zengin bilesime sahip ¢emen otu tohumu,
uluslararasi ticarette gida sanayinde kullandmak
tzere lezzet verici ve dogal antibakteriyel iriin
olarak kendine yer bulmaktadir. Bunlara ek olarak
bir¢ok formiilasyonunda  kullanim
potansiyeline sahiptir. Ayrica pastirma yapiminda
kullanilan kaplamanin da temel bilesenlerinden
biridir. Cemen otu tohumundan saglik alaninda
ise tahris giderici, bagirsak yumusatici, gaz
giderici, sindirimi kolaylastirici, stt artirict olarak
yararlanilmaktadir (Abdelgani vd., 1999; Dixit vd.,
2005; Gokge ve Efe, 2016).

urunun

Fenolik maddeler, bitkilerde aromatik aminoasit
metabolizmasi  sirasinda  sentezlenen  yan
bilesiklerden olusan ikincil metabolitlerdir ve

flavonoidler, lignanlar, stilbenler ve tanenler
olarak siiflandirilmaktadir (Atak ve Uslu, 2018).
Fenolik maddeler tat ve koku olusumundaki
etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari,
antimikrobiyal ve antioksidatif etki géstermeleri,
enzim inhibisyonuna neden olmalart sebebiyle
oldukca  6nemli gida  bilesenleri  olarak
degerlendirilirler (Hakkinen, 2000; Tenderis,
2010; Atak ve Uslu, 2018). Fenolik maddelerin alt

gruplarindan  biri  olan  flavonoidlerin  ise
tiketildiklerinde  6zellikle kanser ve kalp
rahatsizliklarinin - yaylma  hizlarini - azalttiklar

bilinmektedir (Ignat vd., 2011; Birman, 2012).
Saglik acisindan etkileri distinildigiinde, dogal
triinlerde bulunan fenolik bilesikler gibi biyoaktif
bilesenlerin yitksek verimde ekstraksiyonu tizerine
bircok arastirma yapilmaktadir. Cemen otu
tohumunun bilesimi g0z onunde
bulunduruldugunda ise ¢emen otu tohumundan
elde edilecek sulu ekstraktlarin fenolik bilesik
acisindan zengin olacagi ve bu ekstraktlarin farkls
gidalarda  kullanilabilecegi  distntilmektedir.
Dinyada ve Tiurkiye’nin ¢esitli bdlgelerinde
yetistiriciligi yapilan c¢emen otu tohumundan
fenolik madde ekstraksiyonu ile ilgili literatiirde
calismalar bulunmaktadir (Belguith-Hadriche vd.,
2013; Kenny vd., 2013; Al-Juhaimi vd., 2016).
Ancak yapilan literatiir arastirmasinda, gemen otu
tohumlarindan fenolik ekstrakt elde edilebilmesi
amaciyla farkli sicakliklarda karistirma isleminin
uygulandigl ve islem parametrelerinin ekstraktta
bulunan fenolik maddelerin miktari
etkilerinin incelenerek optimizasyonunun
gerceklestirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir.

uzerine

Fenolik maddeler gibi biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyon  kosullarindan  6nemli  oranda
etkilendigi  yapilan  ¢alismalar ile  ortaya
konulmustur. Ekstraksiyon verimini en fazla
etkileyen parametreler ¢6zgen ¢esidi, ¢Ozgen
konsantrasyonu, ekstraksiyon stiresi, ekstraksiyon
sicakhigt ve karistirma hizi olarak bildirilmistir
(Goli vd., 2005; Belguith-Hadriche vd., 2013;
Ballard vd., 2009; Zuotro vd., 2010). Literatiirde,
ekstraksiyon = sicakliginin  artmasi ile fenolik
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maddelerin  ekstraksiyon veriminin  arttigin
bildiren calismalar bulunmaktadir (Benmeziane
vd., 2014; Dorta vd., 2012). Yang vd. (2009),
gardenya  meyvesinden  fenolik ~ madde
ekstraksiyonunda  ekstraksiyon  sicakligindaki
artisin fenolik madde ekstraksiyonuna dogrusal
olarak etki ettigini bildirerek yaptiklari calismada
optimum ekstraksiyon sicakligini 73°C olarak
tespit etmislerdir. Mokrani ve Madani (2016),
seftali ile ilgili yaptiklar1 ekstraksiyon ¢alismasinda
ise farkli ekstraksiyon sicakliklarinin fenolik
madde ekstraksiyonunu 6nemli 6lciide etkiledigini
belirtmislerdir. Sicakhigin artmast ile birlikte
toplam fenolik madde veriminin dustigind,
bununla birlikte sicakhigin artisina baglt olarak
toplam flavonoid veriminin arttigin
gozlemlemislerdir.  Sicaklik, bitki dokusunun
yumusamasina ve fenol-protein ve fenol-
polisakarit etkilesimlerin zayiflamasina ve béylece
daha fazla polifenoliin ¢6ziiciiye gegmesine neden
olabilmektedir. Benzer sekilde genellikle glikozit
yapida olan ve bitki dokularinda bulunan
flavonoidlerin, ekstraksiyon sicakliginin belirli bir
diizeye kadar artiilmast ile ekstraksiyon
verimlerinin  arttig1  bildirilmistir  (Mokrani ve
Madani 2016). Bazi calismalarda ise sicaklik
artisinin belli bir noktadan sonra fenolik maddeler
tzerinde olumsuz etki yaparak azaltma egilimine
neden oldugu sonucuna varilmstir (Silva vd.,
2007; Sun vd., 2011; Yim vd., 2011; Ballard vd.,
2009).

Bu caligmanin amaci, ¢cemen otu tohumunda
bulunan fenolik maddelerin mekanik katistirma
islemi ile farkli sicakliklarda ve strelerde
ekstraksiyonunun saglanmasi ve en yiiksek fenolik
madde ckstraksiyonunun saglandigt optimum
islem kosullarinin tespit edilmesidir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada Tokat ilinde yetistirilmis ¢cemen otu
(Trigonella  foenum-graecum 1.) bitkisinin tohum
kisimlart kullandmustir. Tohumlar bir blender
(Sinbo SHB 3020, Ttirkiye) yardimu ile toz hale
getirilmis ve 630 um gozenek capina sahip elek
kullanilarak elek altinda kalan toz Ornekler
toplanmistir. Kullanima hazir hale getirilen toz
tohum Ornekleri analizler yapilincaya kadar oda
sicakliginda karanlik bir ortamda depolanmistir.

Ekstraksiyon iglemi ve Optimizasyon

Toz forma getirilmis c¢emen otu tohumu
orneklerinden fenolik maddelerin ekstraksiyonu
amact ile ¢Ozgen olarak yalnizca saf su
kullantlmigtir.  Yapilan 6n denemeler ile toz
ornek/saf su karisim orani 0.5 g/50 mL olarak
belitflenmis ve tiim kosullarda sabit tutulmustur.
Ekstraksiyon  islemi  icin  mekanik  bir
homojenizatér (IKA-Works, Ultra Turrax T-18
Basic, Almanya) kullandmis ve farklt karistirma
hizlart (3600, 11200 ve 20000 rpm) ve
sicakliklarda (30, 55 ve 80°C) ekstraksiyon
islemleri gerceklestirilmistir. En yiiksek toplam
fenolik madde (TFM), toplam flavonoid (TFL) ve
antioksidan kapasite (AK) degerlerini saglayacak
olan ekstraksiyon kogullarinin  optimizasyonu
‘Merkezi Kompozit Tasarim (Central Composite
Design)’ kullanilarak gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilan deneysel tasarim Cizelge
1’de g6sterilmistir. Ekstraksiyon islemlerinde
ekstraksiyon yontemine Ozgl islem
degiskenlerinin TFM, TFL ve AK tizerine etkisi
incelenerek en yiksek degerlere sahip ekstrakt
eldesini saglayacak  ekstraksiyon  islemi
‘desirability’ fonksiyon yaklasimina gbre optimize
edilmigtir. Olusturulan matematiksel modellere
gore ckstraksiyon verimi icin modeldeki anlamli
terimler varyans analizi ile belirlenmistir.
Ekstraksiyon islemleri sonucunda elde edilen
yamutlarin regresyon analizi i¢in Esitlik (1)’de
verilen model kullantlmistir.

£
TEM, TFL ve AK= B+ Z BX; +
i=1

£ k1l
z 5ix?+z z Xy k=12 1)
i=1

=1 j=itl
Egsitlikte 3, sabit katsaytys, B, {inci gézlemin
katsayisin, ﬁij Pinci gézlemin j’inci katsayisini, £
bagimsiz degisken sayisini, X; {inci bagimsiz
degiskeni, Xj; ise Iinci gbzlemin j’inci bagimsiz
degiskenini ifade etmektedir.

Ekstraksiyon islemleri gerceklestirildikten sonra
Orneklerin  analizlerde  kullanilabilir  hale
getirilebilmesi icin elde edilen siispansiyonlara
oncelikle 6000 rpm ve 5 dakika siire ile santrifij
islemi uygulanmustir (Hettich EBA 21, Almanya).
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Sonrasinda siipernatant faz kaba filtre kagid: ile
suzilerek toplanmis ve analizler siipernatant
fazlar kullanilarak gerceklestirilmistir.

Toplam fenolik madde tayini

Orneklerin  'TFM  miktarlart  Folin-Ciocalteau
yontemi ile belitflenmistir.  Folin-Ciocalteau
¢ozeltisi, Nap,COs3 ve 6rnekleti iceren karigimlar 25
dakika siire ile oda sicakliginda ve karanlikta
bekletildikten sonra 3800 rpm ve 10 dakika siire
ile santrifiij islemine tabi tutulmustur. Stipernatant
fazlarin 725 nm dalga boyunda absorbanslari
okunarak (P&G Instruments T80+, Birlesik
Krallik) TFM miktarlart gallik asit (Sigma-Aldrich,
Almanya) ekivalant (mg gallik asit /g kuru 6rnek)
cinsinden ifade edilmistir (Claus vd., 2015).

Toplam Flavonoid tayini

Orneklerin  ‘TFL. miktart aliiminyum klorir
yontemi kullanarak spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Orneklerin absorbans degerleri 510
nm’de okunarak TFL miktarlart kuersetin (BLD
Pharmatech Ltd., Cin) ekivalani (mg kuersetin/g
kuru 6rnek) cinsinden hesaplanmustir (Gaafar ve
Salama, 2013).

Antioksidan kapasite tayini

Orneklerin antioksidan kapasitesi 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal séndiiriict kapasite
yontemi ile belirlenmistir. DPPH (Sigma-Aldrich,
Almanya) c¢ozeltisi ile karstirlan 6rnekler 30
dakika sire ile oda sicakliginda karanlikta
bekletilerek 515 nm dalga boyunda absorbanslart
okunmustur. Antioksidan kapasite trolox (Sigma-
Aldrich, Almanya) cinsinden (mM Trolox/g kuru
ornek) ifade edilmistir (Brand-Williams vd., 1995).

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 ve Design Expert
7.0 paket programlart kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tahminlenen degerler ile
deneysel veriler arasinda fark olup olmadigint
belirlemeye yonelik tek 6rnek t-testi ve 6rnekler
arasindaki Pearson katsayilarinin hesaplanmast
SPSS 22.0 paket programi kullanidarak, islem
degiskenlerinin TFM, TFL ve AK tzerine etkisini
belirlemede  uygulanan  regresyon  analizi,
istatistiksel analizler, izohips grafikleri, yanit ylizey
grafikleri ve optimizasyon islemleri Design Expert

7.0 (Stat-Ease Inc.,, ABD) paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Deneysel tasarimda belirlenen tiim kosullar icin
uygulanan ekstraksiyon islemleri sonucunda elde
edilen sonuglar Cizelge 1’de verilmistir. Elde
edilen ekstraktlarin TFM degerleri 21.01-136.33
mg gallik asit/g kuru 6rnek, TFL degetleri 12.31-
88.26 mg kuersetin/g kuru 6rnek ve AK degetleri
2.69-17.67 mM Trolox/g kuru ornek araliginda
belirlenmistir. Cemen otu tohumu ile yapilan
ckstraksiyon calismalart incelendiginde, metanol,
etil asetat ve etanol gibi organik ¢6zgenler
kullanilarak 78.1-85.9 mg gallik asit/g kuru 6rnek
TEM igeren ekstraktlar elde edildigi gérulmistiir
(Belguith-Hadriche vd., 2013; Kenny vd., 2013).
Ayrica, literatiirde ¢emen otu tohumunun TFL
icerigini yalnizca saf su kullanarak belitleyen bir
calismada TFL degeri 17.49 mg kuersetin/g kuru
ornek olarak tespit edilmistir ve ¢emen otu
tohumunda TFM iceriginin yaklasik %37’sinin
TFL oldugu bildirilmigtir (Dixit vd., 2005). Farkl
bir calismada, ¢emen otu tohumunun yetistigi
bolgenin iklim kosullarina bagl olarak 100 mg/g
kuru 6rnek diizeyine kadar flavonoid igerebilecegi
belirtilmistir (Gupta ve Nair, 1999). Bu ¢alismada
ise 55°C ckstraksiyon sicakligi, 65 dakika
ekstraksiyon stiresi ve 20000 rpm karistirma
hizinda 8826 mg kuersetin/g kuru Ornek
dizeyinde TFL elde edilmistir. Tim kogullarda
orneklerin TFL icerigi TFM iceriginin ortalama
olarak yaklagik %60’1n1 olusturmaktadir.

Elde edilen sonuglara gore, 80°C’de yapilan
ekstraksiyon islemlerinde TFM, TFL ve AK
degerlerinin, 30 ve 55°C’de gerceklestirilen
ckstraksiyon islemlerine kiyasla daha dusik
oldugu bulgulanmustir (Cizelge 1). Bu durumun
yiksek sicakligin  bazi flavonoidler Uzerine
olumsuz etkisinden ileri geldigi diisintlmektedir.
Benzer sekilde Silva vd. (2007), Inga edulis
yapraklarindan fenolik madde ekstraksiyonu
gerceklestirdikleri calismada flavonoid veriminin
olumsuz etkilenmedigi en yiksek ekstraksiyon
stcakligini 62.5°C olarak belirlemislerdir.

Cizelge 1 incelendiginde, genel olarak 10 dakikalik
ekstraksiyon isleminin TFM, TFL ve AK
degerlerinin en yiiksek seviyede elde edilmesi icin
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yeterli olmadigi gorilmektedir. Buna karsin,
yiksek  karisttrma  hizinda 10 dakikalik
ckstraksiyon islemi ile TFM, TFL ve AK
degerlerinde artis oldugu gbzlenmistir. Yiksek
karistirma hizlarinda saglanan mekanik etki ile
fenolik bilesenlerin hiicre ¢eperinden ¢tkmasi
daha kolay olabilmekte ve boylece daha yiksek
TFM  igerigine  sahip  ckstraktlar  elde
edilebilmektedir. Cizelge 1’de en yitksek TEFM,
TFL ve AK degerlerinin en ytksek karistirma

hizinda (20000 tpm), 30-55°C ekstraksiyon
sicakliklarinda ve 65 dakikalik ekstraksiyon
siresinde  elde  edildigi = gorilmektedir.

Ekstraktlarin fenolik madde igerigine etki eden
parametrelerden ekstraksiyon siiresi,
optimizasyon islemleri icin biyilk 6nem tasir.
Elde edilen sonuglara gore, 30 ve 55°C’de
gerceklesen 120 dakikalik ekstraksiyon isleminin
65 dakikalik ekstraksiyon islemine oranla TFM,
TFL ve AK degerlerini dustiriici yonde etkisi
oldugu tespit edilmistir. Karstirma hizinin
artmasi ile ¢ézgen damlaciklarinin boyutu kiitiltir
ve kat1 faz ile ¢bzgen arasindaki temas yiizeyi artis
gOsterir. Ayrica, yiksek hizda mekanik karistirma
islemi hucresel yapilari bozan mekanik bir islem
olarak tanimlanir ve hicre icinde bulunan,
mekanik etki olmaksizin ¢bzgene gecmesi
mimkin olmayan hiicre bilesenlerinin (bazt
fenolik maddeler vb.) gecisini kolaylastirir (Zhu
vd., 2016; Javaldi, 2020). Bu dogrultuda, ¢calismada
uygulanan 20000 rpm karistirma hizinda en
yiksek TFM, TFL ve AK degetleri elde edilmistir.
Yapilan c¢alismada, TFM-TFL ve TFM-AK
degerleri arasinda porzitif bir korelasyon oldugu
gorilmektedir ve korelasyon katsayilart sirasiyla
0.997 ve 0.995 olarak hesaplanmistir (P <0.05).

Gergeklestirilen ekstraksiyonlarda islem
degiskenlerinin TFM, TFL ve AK degetleri
tzerine etkisi varyans analizi (ANOVA) cizelgesi
ile verilmistir (Cizelge 2). Her ig¢ analiz icin
olusturulan kuadratik modeller istatistiksel olarak
%99 seviyesinde anlamhdir (P <0.01) ve model
uygunsuzlugu %95 giiven seviyesinde istatistiksel
olarak anlamsizdir (P >0.05) (Cizelge 2).
Olusturulan modellerin deneysel verileri yiiksek
dogruluk ile aciklayabilmesi icin  gereken
kriterlerden biri, model uygunsuzlugu verilerinin
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmasidir (Myers

ve Montgomery, 1995) ve yapilan c¢alismada
model uygunsuzlugu verilerinin istatistiksel olarak
6nemsiz olmasi (P >0.05), TFM, TFL ve AK i¢in
olusturulan  ikinci  dereceden  polinomiyal
modellerin bagarisint ortaya koymaktadir.

Sonuglara gére, TEM, TFL ve AK i¢in olusturulan
modellerde her bir islem degiskeninin dogrusal ve
kuadratik etkileri %99 seviyesinde anlamhdir (P
<0.01) (Cizelge 2). Buna karsin ekstraksiyon
sicakhigi-karistirma hizt interaksiyonunun TEM,
TFL ve AK modelleri tizerinde istatistiksel olarak
anlamlt herhangi bir etkisi bulunmamaktadir (P
>0.05) (Cizelge 2).

Model uygunsuzlugu degerlerine ¢k olarak,
modelin deneysel verileri ne 6lgiide karsiladigt R2,
dizeltilmis R2? (Diz-R?), yeterli tahminleme,
tahminlenmis kalintt hata kareler toplamu
(PRESS) ve varyasyon katsayist C.V. (%) ile
belirlenmistir (Cizelge 3). Olusturulan modellerin
timi icin varyasyonun olduk¢a 6nemli bir kismi1
model tarafindan aciklanabilmistir (R2>0.99).
Buna karsin modele eklenebilecek yeni terimlerin
her zaman R? degerini artirma egiliminde olmast
nedeniyle, model uygunlugunun ifadesinde Diiz-
R? degetlerinin kullanilmast Onerilir (Myers ve
Montgomery, 1995). Sonuglara gore, TFM, TFL
ve AK i¢in olusturulan modellerde R2 ve Diiz-R2
degerleri  birbirine  olduk¢a  yakin  olarak
belirlenmistir (Cizelge 3) ve bu durum modellerin
istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri icermedigini
gostermektedit.

Ekstraksiyon islemleri icin
optimizasyon ¢alisgmasinda regresyon analizi ile
elde edilen ikinci dereceden polinomiyal modeller
TFM icin Esitlik (2), TFL icin Esitlik (3) ve AK
icin Hsitlik (4) ile verilmistir (20000 rpm
karistirma  hizi icin). Ek olarak, en yiksek
degerlerin saglandigr 20000 rpm karistirma hizi
sabit  tutularak  eckstraksiyon = sicakligi  ve
ekstraksiyon siiresi parametrelerinin TFM, TFL
ve AK izerine etkisini gbsteren 3D Yanit Yizey
Grafikleri Sekil 1’de gOsterilmistir.  Ayrica,
deneysel veriler ile modellerden tahminlenen
veriler arasindaki iliski Sekil 2’de verilmistir.

olusturulan  ve
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TFM (mg gallik asit/g kuru érnek) = +18.94+4.08X, +0.86X,+3.98% 107X, X,-0.05X3-7.47x10°X3  (2)
TFL (mg kuersetin/g kuru érnek) = +10.69+2.67X;+0.55X,+2.72x107X, X,-0.03X3-4.85%10°X3 ?3)
AK (mM Trolox/g kuru 6rnek) = +2.75+0.52X,+0.11X,+5.18%10*X; X,-6.30x107X5-9.97x10*X3  (4)

Cizelge 1. Deneysel tasarim ve elde edilen toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve antioksidan
kapasite degerleri
Table 1. Experimental design and obtained total phenolic compounds, total flavonoid and antioxidant capacity values

Ekstraksiyon Ekstraksiyon TEM TFL AK
Sicakligt Stiresi Karistirma Hizt (g gallik asit/g (mg kuersetin/g  (mM Trolox/g
Deneme No. (°0) Xy) (dak) (X5) (rpm) (X3) karu dnek) kuru 6rnek) kuru 6rnek)
Exctraction Extraction Agitation Rate TPC (g gallic TFL (mg AC
Temperature (°C) Time (rpm) (X5) wid]g dﬁj cample) quercetin/g dry  (mM Trolox/g dry
(X7) (min) (Xz) sample) sample)
1 55 (0) 65 (0) 20000 134.88 86.05 17.52
2 30 (-1) 65 (0) 20000 130.05 83.31 16.91
3 55 (0) 65 (0) 11200 126.92 81.16 16.45
4 30 (-1) 120 (+1) 3600 96.04 61.90 12.56
5 55 (0) 65 (0) 3600 115.94 74.29 15.01
6 55 (0) 65 (0) 11200 128.61 82.44 16.70
7 55 (0) 65 (0) 20000 133.07 85.35 17.32
8 30 (-1) 10 (-1) 3600 81.93 52.29 10.67
9 55 (0) 10 (-1) 3600 80.00 51.30 10.36
10 55 (0) 65 (0) 11200 125.23 80.28 16.24
11 80 (+1) 65 (0) 11200 66.24 42.52 8.88
12 30 (-1) 120 (+1) 11200 103.15 66.26 13.38
13 80 (+1) 120 (+1) 20000 63.95 40.89 8.26
14 55 (0) 10 (-1) 11200 92.06 58.99 11.69
15 80 (+1) 65 (0) 3600 60.58 37.80 7.86
16 55 (0) 65 (0) 3600 114.73 73.53 14.86
17 55 (0) 65 (0) 3600 116.06 74.64 15.17
18 80 (+1) 10 (-1) 20000 40.55 25.93 5.50
19 55 (0) 120 (+1) 20000 116.66 74.81 15.12
20 55 (0) 65 (0) 3600 110.51 70.97 14.55
21 30 (-1) 10 (-1) 20000 105.45 67.31 13.89
22 55 (0) 65 (0) 20000 136.33 87.44 17.57
23 55 (0) 120 (+1) 11200 112.20 71.56 14.55
24 80 (+1) 120 (+1) 11200 65.88 42.63 8.47
25 80 (+1) 120 (+1) 3600 56.96 36.23 7.45
26 30 (-1) 65 (0) 11200 122.69 78.66 15.94
27 30 (-1) 65 (0) 3600 105.69 67.66 13.89
28 55 (0) 10 (-1) 20000 102.43 65.10 13.33
29 30 (-1) 120 (+1) 20000 104.00 65.27 13.53
30 80 (+1) 10 (-1) 3600 21.01 1231 2.49
31 55 (0) 65 (0) 20000 135.36 86.51 17.67
32 80 (+1) 10 (-1) 11200 32.83 19.59 412
33 80 (+1) 65 (0) 20000 73.72 47.58 9.70
34 55 (0) 65 (0) 11200 125.11 80.92 16.45
35 30 (-1) 10 (-1) 11200 89.04 56.77 11.38
36 55 (0) 120 (+1) 3600 104.72 67.71 13.63
37 55 (0) 65 (0) 11200 124.38 79.18 16.19
38 55 (0) 65 (0) 3600 113.05 72.72 14.66
39 55 (0) 65 (0) 20000 135.12 88.26 17.47

TEFM: Toplam Fenolik Madde, TFL: Toplam Flavonoid, AK: Antioksidan Kapasite
TPC: Total Phenolic Compounds, TFL: Total Flavonoid, AC: Antioxidant Capacity
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Cizelge 2. Lineer, kuadratik ve interaksiyon terimlerinin etkisini gésteren ANOVA tablosu
Table 2. ANOV'A table representing the effect of linear, quadratic and interaction terms

Kareler Toplami1 F Degeri P - Degeri
Varyasyon .
K. : SD Sum of Squares F Valne P - Valne
rnagt

p ynag DF ~ TFEM  TFL  AK  TEM _ TFL  AK TFM TFL AK

onrce

TPC TFL AC TPC TFL AC TPC TFL AC

Model
Modsl 11 352459 14823.6 5994 567.4 492.9 7479 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001

odae.
X 1 11567.5  4800.0 196.2 20483 1755.6 26929 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Xz 1 1765.7 769.2 30.8 312.7 281.3 422.0 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
X3 2 2133.0 878.2 36.3 188.9 160.6 249.1 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
XiXo 1 358.8 167.8 6.1 63.5 61.4 83.4 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Xi1X3 2 23.0 3.3 0.3 2.0 0.6 1.9 0.1507 0.5582 0.1657
XoX5 2 139.7 70.7 3.4 12.4 12.9 23.3 0.0002 0.0001 < 0.0001
Xi? 1 7846.3 33153 1285 1389.4 12125 17641 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Xz 1 4228.5 1785.2 75.5 748.8 6529 10358 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Kalint1

27 152.5 73.8 2.0
Residnal
Model
Uygunsuzlugu 15 113.6 54.3 1.5 2.3 2.22 2.4 0.0723 0.0849 0.0641
Lack of Fit
Saf Hata
12 38.9 19.5 0.5
Pure Error
1

Toplam 38 353984 14897.5 6013
Total

Xi: Ekstraksiyon sicakligt (°C), Xz: Ekstraksiyon stiresi (dak), Xs: Karigtirma hizt (tpm), TFM: Toplam fenolik madde, TFL:
Toplam Flavonoid, AK: Antioksidan kapasite, SD: Serbestlik derecesi
Xi: Exctraction temperature (°C), Xo: Extraction time (min), Xs: Agitation rate (tpm), TPC: Total phenolic compounds, TFL.: Total flavonoid,
AC: Antioxidant capacity, DF: Degrees of freedom

Cizelge 3. Ekstraksiyon modeli i¢in elde edilen istatistiksel parametreler
Table 3. Statistical parameters for the extraction model

Parametre TFM TFL AK
Parameter TPC TFL AC
R2 0.9957 0.9950 0.9967
Duz-R2

0.9939 0.9930 0.9954
Adj- R?
Yeterli Tahminleme 86.108 80.930 99,744
Adegnate Precision
PRESS 397.55 189.54 5.11
C.V. (%) 2.37 2.58 2.07

TEFM: Toplam fenolik madde, TFL: Toplam Flavonoid, AK: Antioksidan kapasite, Diiz-R% Diizeltilmis R2, PRESS:
Tahminlenmis kalintt hata kareler toplam1, C.V. (%): Varyasyon katsayist
TPC: Total phenolic compounds, TFL: Total flavonoid, AC: Antioxidant capacity, Adj- R2: Adjusted R2, PRESS: Predicted residual error sum
of squares, C.V. (%o): Coefficient of V ariation

965



966

S. Dastan, I. Tiirker, H. isleroglu

Sekil 1’de ekstraksiyon sicakhiginin artmast ile
birlikte TFM, TFL ve AK degetlerinin azaldigi
gorilmektedir. TEM iceriginin azalmasina paralel
olarak TFL ve AK degerleri de azalmistr.
Boylelikle TFL ve AK tzerine sicakligin etkisi,
TFM icin elde edilen sonuglar ile benzerlik
gostermistir. Bu dogrultuda TFM, TFL ve AK
icin en yiksek degerlerin elde edildigi noktalar
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birbirine olduk¢a yakindir. Sekil 2’de ise TFM,
TFL ve AK icin elde edilen deneysel veriler ile
olusturulan polinomiyal modellerden
tahminlenen veriler kiyaslanmis ve verilerin 45°
dogrusu tzerinde toplandigt gorilmustir. Bu
durum, olusturulan ¢ farklli modelin de
uygunlugunu desteklemektedir.
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Sekil 1. 20000 rpm karistirma hizinda ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresinin etkisini gésteren
3D Yanit Yiizey Grafikleri: (a) toplam fenolik madde (b) toplam flavonoid (c) antioksidan kapasite
Figure 1. 3D Response Surface Graphs showing the effects of temperature and time at 20000 rpm of agitation rate: (a)
total phenolic compounds, (b) total flavonoid, (¢c) antioxidant capacity
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Sekil 2. Deneysel veriler ile tahminlenen veriler arasindaki iliski: (a) toplam fenolik madde (b) toplam
flavonoid (c) antioksidan kapasite
Figure 2. The relationship between experimental and estimated values: (a) total phenolic compounds, (b) total flavonoid,
(¢) antioxidant capacity

3D Yamt Yizey Grafiginde gosterildigi gibi, yanit
olarak secilen TFM, TFL ve AK degerlerinin
timiiniin en ylksek oranda saglanabilecegi kosul
icin nimerik optimizasyon c¢alismast yapilmistir.
Design Expert 7.0 paket programi kullanilarak
‘desirability’  fonksiyonu  yaklasimmna  gore
optimum noktay1 veren ve birbirine yakin 11 adet
¢6zum belirlenmistir. Elde edilen bu ¢6ztimlerden
45°C  ckstraksiyon  sicakligi, 65  dakika
ekstraksiyon siirest ve 20000 rpm karistirma hizt

ekstraksiyon islemi i¢in optimum islem kogullart
olarak beliflenmistir. Bu noktada TFM, TFL ve
AK degerleri sirast ile 139.04 mg gallik asit/g kuru
ornek, 89.09 mg kuersetin/g kuru 6rnek ve 18.11
mM Trolox/g kuru 6rnek olarak tahminlenmistir.
TEFM, TFL ve AK icin ti¢ tekratl gerceklestirilen
optimum nokta dogrulama denemelerine gore
degerler sirast ile 137.37£1.87 mg gallik asit/g
kuru oOrnek, 86.96+1.44 mg kuersetin/g kuru
ornek ve 18.11£0.55 mM Trolox/g kuru 6rnek
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olarak tespit edilmistir. Tahminlenen ve deneysel
veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
olup olmadigt ise tek Ornek t-testi ile tespit
edilmis, degetler arasinda istatistiksel bir fark
bulunmadig1 gérilmistir (P >0.05).

Bu calisma ile cemen otu tohumundan mekanik
karistirma islemi ile fenolik ekstraktlar elde
edilmis, islem kosullarinin (ekstraksiyon sicakligi,
ckstraksiyon  stresi ve  kamstirma  hiz)
ekstraksiyona etkisi belitlenerek bu parametrelerin
en yiksek TFM, TFL ve AK degetlerinin elde
edildigi noktada optimizasyonu saglanmistir.
Sonuglara  gbre secilen islem  degiskenleri
ekstraktlarin TFM, TFL ve AK degetlerini 6nemli
oranda etkilemislerdir. Cemen otu tohumundan
elde edilen ekstraktlarin yitksek fenolik madde
icerigi ve antioksidan aktivitesi ile gida endustrisi
icin Onemli bir dogal antioksidan kaynagi
olabilecegi dustinilmektedir. Cozgen olarak
yalnizca saf su kullanilarak tretilen ve karmastk
sistemler gerektirmeyen bu ekstraktlarin Gretimi
ve optimizasyonu, iletleyen zamanlarda triiniin
model gidalarda kullanilmasina fayda
saglayabilecektir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, bu makale ile ilgili c¢tkar catigmast
olmadigint beyan eder.
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Salvia bispanica L. olarak bilinen chia tohumu, Lamiaceae ailesine ait oval seklinde, beyaz, gri ve ¢ogunlukla
siyah renkte, kiiciik tohumlu tek yillik otsu bir bitkidir. Zengin besin 6gesi icerigi ve saglik tizerine etkisi
nedeniyle popiiler bir fonksiyonel gida olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda chia tohum yaginin sahip
oldugu esansiyel yaglarin chia ve eklendigi Uriine antimikrobiyel etki kazandirdigi gérilmistir. Bu
antimikrobiyel etkinin genel olarak Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler gibi mikroorganizmalar tizerinde
inhibitif ve bakteriostatik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica ¢alismalarda chiada bulunan flavonoidlerin
ve tokoferoliin tohumun antioksidan kapasitesinden sorumlu temel yapilar oldugu da tespit edilmistir. Chia
tohumlarinin ve ekstraktinin antioksidan kapasitesi tizerine yapilmis olan ¢alismalarda lipit peroksidasyonunu
engelledigi, oksidatif strese karst hiicreyi korudugu bulunmustur. Bu derleme ¢alismasinda giniimiizde
kullanim alan1 giderek genisleyen chia tohumunun antimikrobiyel ve antioksidan 6zelliklerinin detlenmesi ile
fonksiyonel gida tiretimine katkisinin degerlendirilmesi amagclanmustur.

Anahtar kelimeler: Chia (Salvia hispanica) tohumu, antimikrobiyel etki, antioksidan etki, fonksiyonel gida

CHEMICAL, ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF CHIA SEED
ABSTRACT

Chia seed, known as Safvia bispanica L., is an oval-shaped, one-year herbaceous plant belonging to the
Lamiaceae family with small seeds of white, gray or black (mostly) color. It is used as a popular
functional food for its health effects associated with its rich nutrient content. Studies have shown
that the essential oils of chia seed oil have an antimicrobial effect on chia and the product it is added
to. It has been determined that this antimicrobial effect generally exerts an inhibitory and
bacteriostatic effect on microorganisms such as Gram-positive and Gram-negative bacteria. In
addition, studies have found that the flavonoids and tocopherol found in Chia are the basic structures
responsible for the antioxidant capacity of the seed. Studies on the antioxidant capacity of chia seeds
and extract have been found to inhibit lipid peroxidation and protect the cell against oxidative stress.
In this review study, it was aimed to compile the antimicrobial and antioxidant properties of chia
seeds, whose area of use is gradually expanding, and to evaluate its contribution to functional food
production.

Keywords: Chia (Salvia hispanica) seed, antimicrobial effect, antioxidant effect, functional food
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GIRIS
Salvia bispanica olarak bilinen chia, kbkeni kuzey
Guatamala ve giiney Meksika’ya dayanan tek yillik
bir bitkidir. amiaceae ailesine ait Chia bitkisi Sa/ba
olarak bilinmektedir. Bu cinsin en stk kullanilan

turl Salvia hispanica’dir (Marcinek ve Krejpcio,
2017).

Salvia tirleri genellikle Akdeniz iklim kusaginda
yetistirilebilen adaptasyon sinirlari genis, cok
yillik, keskin kokulu ve bir¢cogu uzun gin bitkisi
olma Ozelligine sahipken, Salvia hispanica L. tek
yillik, nétr kokulu, adaptasyon sinurlart dar ve
cevresel kosullara toleransi smurli, kisa gin
bitkisidir (Orozco vd., 2014). Tropik ya da thiman
iklimlerde yetisen tek yillik ve hermafrodit bir
bitki olup, ¢ok dusiik sicakliklara duyarli oldugu
icin de tohumun gelisim siireci icin en ideal
sicaklik 16-26 °C’dir  (Bochicchio vd., 2015).
Tohum olgunlasmast sonbahar
gerceklestiginden ve sicaklik degisimlerinden ¢ok
fazla etkilendiginden tlkemizde kiltirinin
yapilmast zorlasmaktadir. Chia tohumunun ticari
olarak tretimi Bolivia ve Paraguay’da yapilsa da
son yillarda yaygin olarak Meksika, Avustralya ve
Arjantin gibi Ulkelerde de ekimi yapilmaktadir
(Sosa vd., 2016). Uretim miktar1 yetistirildigi
bélgeye gore farkliik gbstermekle birlikte
Diunyadaki yillik dretim miktar1 150000 ton
civarinda degisen chia, tohum olarak ekmekte,
kahvaltilik gevreklerde, hazir yemeklerde, siit
uriinlerinde ve chia tohumu olarak; yag:
cikartilarak kati ve stvi yag olarak tiiketimde ve
gida takviyelerinde; kismen yagdan arindiridmis
yiksek proteinli chia olarak fermente siit
uriinlerinde, meyve sularinda, aromali iceceklerde,
gida takviyelerinde; diyet lifi olarak da meyve ve
sebze sularinda, gida takviyelerinde
kullanddmaktadir (Anonim, 2021).

sonu

Salvia tirlerinin buyik bir kismu diinyada yiksek
antioksidan kapasitesi nedeniyle bitkisel tedaviler
i¢in kullanilirken, bazi bélgelerde kuru yapraklar
¢ay ve baharat olarak kullanilmaktadir (Arslan ve
ark. 2015). Chia tohumlart gida sanayinde; cesitli
tahil unlarina karnstirilarak ekmek yapiminda,
yogunlastirict olarak yemeklerde, salatalarda, siitla
tatlilarda ve sekerlemelerde kullanilmaktadir (Lu
ve Foo, 2002). Ulkemizde ise kullanimi

cogunlukla tohum seklinde olup, ihracati yillara
gore degisiklik gostermekle birlikte yillik ortalama
1200 ton civarinda ihracatt  yapimaktadir
(Ozgiiven vd., 2005).

“Stiper besin” olarak adlandirilan ve ginimiizde
poptularitesi gittikce artmakta olan Chia bitkisinin
(Salvia bispanica) iklim degisikleri, toprak kosullari,
ekim alani, hasat yili gibi faktorler bilesenlerinde
degisiklige neden olmakla birlikte protein, yag,
karbonhidrat, diyet posast, niasin, A vitamini,
potasyum, kalsiyum, magnezyum ve fosfor icerigi
agisindan yiiksek; sodyum, demir ¢inko ve C
vitamini icerigi acisindan ise dusiiktir. Chia
tohumunun  antimikrobiyel ve antioksidan
kapasitesinden sorumlu ve temel bilesenlerinden
olan esansiyel yag asitlerinin  %55-60’11  o-
linolenik yag asidi (omega-3) ve %18-20’sini
linoleik yag asidi (omega-6) olusturmaktadir (Yurt
ve Gezer, 2018).

Chia tohumunun kimyasal kompozisyonu ve
besin bilesenleri

Chia tohumu bircok tohum ¢esidine gbre daha
fazla miktarda yag, protein, diyet posast ve a-
linolenik (omega-3) yag asidi icermektedir (Scapin
vd.,, 2016). Chia tohumunun bilesenlerinde
farkliliga sebep olabilecek bircok etken olmakla
birlikte genel olarak komposizyonu Cizelgel’deki
gibidir.

Chia tohumunun protein igerigi %15-23
araliginda olup, esansiyel tiim amino asitleri yeterli
miktarlarda icermektedir (Branddo vd. 2019).
Ayrica globilin (%52), alblimin (%17.3), gliadin
(%14.5) ve prolamin (%12.7) proteinlerini, bunun
yant sira prolin, 16sin, izoldsin ve fenilalanin gibi
hidrofobik  6zellikteki ~ amino  asitleri de
bunyesinde bulundurmaktadir (Kulczyaski vd.,
2019).

Chia tohumunda bulunan yag orant %25-40
arasinda degismektedir. Bunun %068'i omega-3
¢oklu doymamus yag asidi, %19’u omega-6 ¢oklu
doymamus yag asidi, %06’st tekli doymamus yag
asidi ve %106.40 doymus yag asidi formundadir
(Timilsena vd., 2017; Villanueva-Bermejo vd.,
2019). Chia tohumundaki 6nemli yag asitlerinden
omega-3 ¢coklu doymamus yag asidi a-linolenik asit
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(ALA), omega-6 coklu doymamis yag asidi
linoleik asit (LA) formundadir (Bodoira vd.,
2017). Bununla beraber %5-10 oraninda oleik asit,
%06-7 oraninda palmitik asit ve %1-3 oraninda
stearik asit icermektedir (Segura-Campos vd.,
2014; da Silva Marineli vd., 2014; Ding vd., 2018).
Yapilan calismalar coklu doymamis yag asitlerinin
sicakligin artmastyla azaldigini, protein igeriginin
ise yikseltinin artmastyla azaldigini gOstermistir.
Ayrica dusik rakimda yetistirilen chia tohumu
yaglarinin yitksek rakimdakilere gére daha fazla
doymus yag asidi icerigine sahip oldugu (Ayerza,
2010), erken hasatin chia tohumunda a-linolenik
asiticeriginde %23 oraninda azaliga neden oldugu,
linoleik asit ve lignin seviyelerinde ise artis
sagladig belirtilmistir (Peiretti ve Gai, 2009).

Cizelge 1. Chia tohumunun kimyasal bilesimi
(USDA, 2020)

Bilesen 1(\;13((;;
Enerji (kkal) 569
Karbonhidrat (g) 40.62
Protein (g) 15.62
Yag (g) 31.25
Diyet lif (g) 34.4
Ca (mg) 625
Fe (mg) 7.5
Mg (mg) 335
P (mg) 860
K (mg) 406
Na (mg) 16
Zn (mg) 4.5
C vitamini (mg) 15
B vitamini (mg) 0.62
Bz vitamini (mg) 0.2
Bs vitamini (mg) 3.8
A vitamini (IU) 54
E vitamini (a-tokoferol) 0.5
Chia tohumu %35 oraninda karbonhidrattan

olusmaktadir ve bu igerigin %34'4 diyet lifidir
(Lee, 2009). Diyet lifi tetrasakkarit yapida 4-metil-
a-D-glukoronopiranozil ve dalli yapiya sahip g-D-
ksilopronozil polisakkaritlerinden olusmaktadur.
Monosakkarit yapist ise D-ksiloz ve D-mannoz
(%106), D-arabinoz (%2), D-glikoz (%0), D-
galaktotironik asit (%3) ve glukronik asit (%12)
icermektedir (Capitani vd., 2012). Diyet lifi

iceriginin, ¢Oziinmeyen fraksiyonu yaklasik %85-
93'u temsil ederken, ¢oziintr fraksiyonu %7 ile
%15 arasindadir (da Luz vd., 2012). Cozuntr
liflerin postprandial glisemiyi digtirdiigi, ayrica
hem c¢6zunir hem de co6zunmez lifin, istaht
ve/veya sonraki gida alimini azalttigi gorilmustiir
(Tamargo vd., 2018).

Chia tohumu, kendi agitliginin 27 kat1 kadar su
tutma Ozelligine sahiptir. Tohumun su temast ile
kabuktaki polisakkarit yapt suyu tutarak yapisinda
ksiloz, glikoz ve 4-metil glukuronik asit gibi
bilesenler bulunduran ve tohum etrafinda jelatin
kapsiil gibi bir yapt olusturmaktadir (Orona-
Tamayo vd., 2017). Olusan bu jel yapt guar gum,
aljinat ve jelatinle kiyaslandiginda, bu jel yapinin
daha iyi su ve yag tutma kapasitesine sahip oldugu,
bunun yaninda emulsiyon stabilizasyonu saglama
Ozelligine de sahip oldugu belirtilmektedir
(Campo vd., 2017). Chia tohumu sahip oldugu bu
Ozelliklerinden dolayr gidalarda emilsifiyer, su
tutucu ve stabilizatér olarak kullanilmaktadir

(Goh, 2016).

Chia tohumu igeriginde gallik asit, kafeik asit,
klorojenik asit, rozmarinik asit, myristin, kersetin
ve kamferol gibi fenolik bilesikleri ayrica
tokoferol, karotenoid, vitaminler ve bazi peptitler
gibi antioksidan bilesikleri bulundurmaktadir
(Alcantara vd., 2019). Bununla birlikte iyi bir B
vitamini kayna@ olup, yiksek niasin igerigine
sahiptir (Beltrin-Orozco vd., 2003).

Chia tohumunun fonksiyonel besin bilesenlerini
yiksek oranda icermesi chia tohumunun
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser ve
obezite gibi kronik hastaliklardan korunmaya
6nemli 6l¢tide yardimer oldugunu gdstermektedir
(Meyer ve Groot, 2017; Zettel ve Hitmann, 2018).

Yapilan son ¢alismalar, chia tohumunun diyet
posasi, mineral, protein ve yag (6zellikle alfa-
linolenik asit) gibi sagliklt bilesenleri icermesinden
dolay, tiketiminin postprandiyal kan sekerini
dustrdiglini ve sistolik kan basincint azalttigini,
doygunluk indeksini arttirdigint géstermistir (Jin
vd., 2012). Bu nedenle de kilo kayb:t icin
kullanilabilecek bir ek gida olmaktadir (Vuksan
vd., 2017a).
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Omega-3 yag asitlerince zengin bir kaynak olan
chia tohumunun ginliik beslenmeye eklenmest ile
kan  kolesterol = diizeyinin  diizenlenmesi
saglanmaktadir (Alonso-Calderén vd., 2013).
Ayrica yapilan calismalarda chia yaginin timor
bilylmesini ve metastazt azalttig1 da gorulmistir.

Chia tohumundaki diyet lifinin biytik bir kismini
olusturan ¢ozunur posa (53.45¢/100g), suyu
yapisinda tutarak doygunluk Thissini artirp
sindirimi  yavaglatmakta, yemek sonrast kan
glikozunun yavas yitkselmesini saglayarak instlin
salinimint distrmektedir (Vuksan vd., 2017b).
Chia tohumu bugdayda bulunan bir protein olan
gluten icermemektedir. Bundan dolay1 da ¢dlyak
hastalar1 tarafindan gtivenle tiketilebilmektedir
(Dogan, 2019).

Chia Tohumunun Antioksidan Ozellikleri
Serbest radikaller kii¢iik molekiiller olup, atomik
veya molekiler orbitallerinde bir veya daha fazla
ortaklanmamus elektron bulunduran kimyasal
tirlerdir (Wang vd., 2021). Cogunlukla polifenolik
yapida olup tim meyvelerde, sebzelerde,
mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hayvansal
dokularda bulunmaktadirlar (Baykal vd., 2002).
Antioksidanlar organizmay1 norolojik
hastaliklardan, iltihaplanmalardan, immiin
yetmezlikten, kalp hastaliklarindan ve kanserden
korumaktadir (Grancieri vd., 2019).

Chia tohumu ve yaglari, tokoferoller, fitosteroller,
karotenoidler ve polifenolik bilesikler gibi ¢ok
sayida dogal antioksidan icermektedir (Erdogdu
ve Geggel, 2019). Polifenolik bilesikler, chia
tohumlarinin  antioksidan aktivitesine katkida
bulunan en onemli komplekslerdir. Serbest
radikalleri temizleme, iyonlari selatlama ve
hidrojen bagislama yeteneklerine sahip olduklart
iyi bilinmektedir (de Falco vd., 2017).

Ikincil metabolitler arasinda yer alan fenolik
maddeler, dogal antioksidanlarin en 6nemli
gruplarini olustutlar (Akict, 2018). Gallik asit,
kafeik asit, klorojenik asit, rosmarinik asit,
myristin, kuarsetin ve kampferol gibi fenolik
bilesikleri iceren chia tohumunun bilesimindeki
en 6nemli antioksidan bilesik tokoferollerdir (238-
427 mg/kg) (Rahman vd., 2017). Bilesimindeki

antioksidan bilesikler kanser ve kalp krizi riskini
azaltmakta, alzheimer ve parkinson hastaligi gibi
bazi rahatsizliklara karsi koruma saglamaktadir
(Hrncic vd., 2020).

Chia tohumunun antioksidan kapasitesinden
sorumlu temel yapilarin flavonoidler ve tokoferol
oldugu Pellegrini vd. (2003)’nin yapmus olduklart
calismada bildirilmistit ve yiksek antioksidan
kapasitesi tohumun uzun siire saklanabilmesini
saglamaktadir.

Reyes-Caudillo  vd. (2008)’nin  chia tohum
fenoliklerinin antioksidan aktivitelerini
belitledikleri calismada, fenolik bilesikler etanol
icinde hidroklorik asit ile ekstraksiyon ve etanolle
ekstraksiyon olmak tizere iki ekstraksiyon yontemi
kullanmislar ve ABTS radikal temizleme, B-
Karoten linoleik asit model sistemi (3-CLAMS) ve
fosfolipid lipozomlarin peroksidasyonu
yontemleri ile ekstraktlarin  %00.020, 9%0.050,
%0.075  ve  %0.01  konsantrasyonlardaki
antioksidan aktiviteleri beliflenmistir. Kullanilan
yontemlerde antioksidan aktivitelerin
konsantrasyonun artmastyla arttigr (0.29-1.09)
tespit edilmistir.

Burger tretiminde hayvansal yag yerine chia yag
kullaniminin denendigi bir calismada, chia ve
keten tohumu kansimindan iyonik jelasyon
teknigi ile hazirlanan mikropartikiil eklenen
burgetlerin hem ¢ig hem de pismis 6rneklerinde
kontrol grubuna kiyasla, saglik acisindan daha
uygun PUFA/SFA (0.62) ve n-6/n-3 (1.16)
oranlarina sahip oldugunu ve daha yiiksek lipit
oksidasyonu direnci gosterdigi rapor edilmistir
(Heck vd., 2017).

Farkli oranlarda (%5; %10; %15 ve %20) chia yag
ilave edilen dondurmalarda 60 ginlik depolama
boyunca omega-3 yag asitlerinin ve oksidatif
stabilitesinin degisimleri incelenmis, chia yagt ilave

edilmis dondurmalarda omega-3 yag asidi
igeriginin  artigr, DPPH  yontemi  ile

dondurmalarin peroksit degerlerinin ve chia yagi
konstanrasyonun artmastyla azaldigi ve izin
verilen sinirlarin altinda (10 meq O2/kg) oldugu
tespit edilmistir. (Ullah vd., 2017).
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Chia Tohumunun Antimikrobiyel Ozellikleri
Chia tohumunun bilesenlerinde farkliik s6z
konusu olmakla birlikte genellikle %25-40
oraninda yag elde edilmektedir. Chia tohumun yag
igeriginin  %55-60’11 a-linolenik (omega-3) ve
%18-20’sini linoleik (omega-6) esansiyel yag
asitleri olusturmaktadir.

Esansiyel yaglarin antimikrobiyel —aktiviteleri
calismalarin en ¢ok aragtirilan 6zelligi olmustur.
Bu yaglarin, etki dereceleri icerdikleri etken
maddelerin ¢esit ve miktarina baglt olarak farkliik
gostermektedir. Sinerjik, antagonistik ve aditif
etkilesimlere sahip olan esansiyel yaglarin beraber
kullanidiklarinda tek basina kullaniddiklarindan
daha iyi bir etki gosterdikleri yapilan ¢aligmalarda
bildirilmistir (Bayaz, 2014).

Esansiyel yaglar Gram negatif ve Gram pozitif
bakteriler dahil, bircok mikroorganizma tizerinde
antimikrobiyel etki gostermektedir. Bu yaglar,
bakteri membranint parcalayarak membranla ilgili
materyallerin hiicre disina ¢ikmasim saglarken,
bazilarinin  sahip oldugu lipofilik = 6zellikleri
sayesinde bakteri duvarini delerek hiicrenin daha
ic kistmlarina ulastiklart bildirilmistir (Ertirk vd.,
2020; Giizel ve Ulger, 2020).

Esansiyel = yaglarin  dogal maddeler olarak
gidalardaki ~ mikroorganizmalarin  gelisimini
sinirlayan  etkinliklerinin  belirlenmesi  izerine
yapian calisma sayist giin gectikce artmaktadir.
Luo ve vd. (2019)’nin yapmis oldugu calismada
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan chia miisilaj
ve jelinin, 24 ginlik stre sonunda Escherichia coli
ve Staphylococcus anrens tzerinde yaklasik %50 ve
%40 oraninda inhibisyona sebep oldugu
gbzlenmis; bu etkinin chianin sahip oldugu
esansiyel yaglardan kaynaklandig1 rapor edilmistir.
Bu caligma ile, uzun siireli antimikrobiyel 6zellige
sahip ucgucu yag vyikli yenilebilir filmlerin
gerceklestirilmesine  de  kaynak  olacagt
Ongorilmustir.

Bittun ve 6gitilmis chia tohumlarinin Salmonella
ve Clostridium  cinslerinin  yant  siwra  Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aernginosa, Escherichia coli
ve Protens mirabilis gibi patojenlere karst da
antimikrobiyel  etki  gOsterdigi;  Ogutilmis

tohumlarin en gl antimikrobiyel etkisinin
probiyotik mikroorganizmalardan  Lactobacillus
lactis (11 mm), Lactobacillus acidophilus (8 mm),
Lactobacillus bulgaricus (5 mm), Lactobacillus paracasei
(5 mm), Lactobacillus rbamnosus (5 mm) ve Streptococcus
thermophilus’a (5 mm) karst oldugu tespit edilmistir
(Kobus-Cisowska vd., 2019).

Chia tohumu esansiyel yaglarinin gida kaynakl
patojen kuflere karst dogal fungistatik ve/veya
fungisidal etkili bilesiklere sahip oldugu Elshafie
vd. (2018)’nin yaptgt calisgmada gorilmektedir.
Bu calismada degisik konsantrasyonlarda chia
tohumu esansiyel yaglarinin Aspergillus fumigatus,
Penicillinm expansun, Monilinia laxa tzerinde yiksek
inhibisyon, Penicillium digitatun’da orta derecede
inhibisyon, Aspergillus niger, Aspergillus flavus ve
Fusarinm  oxysporum’da ise hafif bir inhibisyon
yarattif1 gbzlenmistir.

Divyapriya vd. (2016)’nin periodental hastaliklara
neden olan Porphyromonas gingivalis, Fusobacterinm
nucleatum ~ve _Aggregatibacter  actinomycetemcomitans
bakterilerine kars1 farkl konsantrasyondaki chia
ekstraktinin etkisini inceledikleri calismada, disk
difiizyon testi sonucu ti¢ bakteri tiirlinde sirastyla
15mm, 16mm, 17mm’lik zon olusumu
gbzlenmistir  ve bu antibakteriyel etkinin
kompozisyonundaki esansiyel yaglardan
kaynaklandigi ileri stirilmiistir.

Chia polifenolleri ayrica ortamdaki
konsantrasyonlarina ~ bagh  olarak  farkh
antimikrobiyel aktivite sergilemektedir. Disiik
konsantrasyonlarda polifenoller, hiicre zarindaki
lipitler ve proteinlerle reaksiyona girmektedir ve
béylece hucre zar yari gegirgen Ozelligini
kaybettigi icin iyonlar ve diger bilesenler hiicreden
stizmaktadir. Bu bilesiklerle kisa stireli temasin bir
sonucu olarak, mikroorganizmalar bunlara
direngli hale gelmektedir. Ancak polifenollere
veya bunlarin solisyonlarina daha  yiksek
konsantrasyonlarda uzun stre maruz kalma,
enzimler dahil olmak tzere proteinleri denatiire
edip ve bakteriyel hiicrelerdeki metabolizmay1
bozarak bakteri Oliimlerine neden olmaktadir.
(Kobus-Cisowska vd., 2019). Ayrica chianin
antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerinin yaninda

975



976

E.B. Sur, S. Karabiyikh Cicek

antiviral aktiviteleri de ilgi cekmis ve calismalarda
rapor edilmistir.

SONUC

Chia tohumunun iyi bir protein, diyet lifi, fenolik
ve doymamis yag asidi kaynagi oldugu, tilkemizde
ve diinyada glin gectikce popiilatitesinin artmakta
oldugu, saglik tzerine bir¢ok olumlu etkisinin
oldugu ve bundan dolayr “stper besin” olarak

isimlendirildigi ~ yapilan  caligmalarda  ortaya
konmustur. Fonksiyonel gida bilesenlerini yitksek
oranda saglamast, chia tohumunun

kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser ve
obezite gibi kronik hastahiklardan korunmada
6nemli dlctide etkisi oldugunu géstermektedir.

Chia tohumu sahip oldugu zengin besin icerigi
sayesinde gida sanayi tarafindan emdlsifiyer ve su
tutucu ajan olarak son Uriin Ozelliklerinin
tyilestirilmesinde ve gliitensiz irin
gelistirilmesinde ~ kullanim:1~ son  yillarda
yayginlasmustir. Bununla birlikte chia tohumu ve
yaglarinin, tokoferoller, fitosteroller,
karotenoidler ve polifenolik bilesikler gibi ¢ok
sayida dogal antioksidan icermesi sebebi ile
serbest radikalleri temizleme, iyonlar selatlama ve
hidrojen bagislama gibi 6zelliklere sahip olduklart
da iyi bilinmektedir. Sahip oldugu esansiyel
yaglarin ve fenolik bilesiklerin antimikrobiyel
aktiviteleri  yine yaplan ¢alismalarda da
gorilmektedir. Chia tohumunun sahip oldugu
tim bu Ozellikler kullanim alanmmin  giderek
artugint ve chia ile ilgili calismalar Gzerinde
yogunlagilmast gerektigini gdstermektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Bu c¢alismada herhangi bir potansiyel ¢ikar
catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI
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ABSTRACT

In this study, yogurt and ice cream were enriched with carob extract, for giving them functional properties.
Three different types of ice cream were produced with three formulations in terms of carob extract
concentration. In the first type only carob extract in proportions of 8, 10 and 12% was added to the mixture.
The second and third types were different from the first by their aromas: respectively lemon and chocolate.
The yogurt samples were produced based on a set type of yogurt procedure. According to analytical data,
considerable increments in D-pinitol content, total phenolic compounds content and antioxidant activity
values were observed in both of yogurt and ice cream samples with increasing carob extract added (P <
0.05). The ice cream samples supplemented at a ratio of 8% had higher points in all examined sensory
attributes. With respect to the results obtained from the yogurt samples, the one supplemented at a ratio of
10% was scored significantly higher (P < 0.05) on appearance, aroma and taste.

Keywords: Carob; D-pinitol; yogurt; ice cream

KECIBOYNUZU EKSTRAKTI TAKVIYESININ YOGURDUN VE
DONDURMANIN KiMYASAL VE DUYUSAL OZELLIKLERI UZERINE ETKISI
oz
Bu calismada yogurt ve dondurma, bu trtinlere fonksiyonel 6zellikler kazandirmak icin ke¢iboynuzu
ekstraktt ile zenginlestirilmistir. Keciboynuzu ekstraktt konsantrasyonu acisindan ti¢ formtlasyonla
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Carob extract supplementation yogurt and ice cream

t¢ farkli tipte dondurma tretilmistir. Birinci tipte karistma sadece %8, 10 ve 12 oranlarinda
kegiboynuzu ekstraktr ilave edilmistir. Tkinci ve tigiincii tipler aromalariyla ilkinden farkli olup strastyla
limonlu ve cikolatalidir. Yogurt Srnekleri, set tipi yogurt prosediirine gbre Uretilmistir. Analitik
verilere gore; eklenen kegiboynuzu ekstraktindaki artisla hem yogurt hem de dondurma 6rneklerinin
D-pinitol miktari, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivite degerlerinde 6nemli artislar
gbzlenmistir (P < 0.05). Keciboynuzu ekstrakti ile % 8 oraninda takviye edilen dondurma 6rneklerinin
incelenen tim duyusal Ozelliklerde daha yiksek puanlara sahip oldugu gorilmustir. Yogurt
orneklerinden elde edilen sonuglara gére, % 10 oraninda takviye edilenler gériiniim, aroma ve tat
actsindan istatistiksel olarak daha yiiksek (P < 0.05) puan almistir.

Anahtar kelimeler: Keciboynuzu; D-pinitol; yogurt; dondurma

INTRODUCTION

Recent scientific researches showed that the
demand for various health promoting values of
food such as Carob tree (Cerotonia siliqua L.) also
called locust bean increased. According to the
Wortldwide the current world production of carob

extract is more than 3.000 tons per year (Bulca,
2016).

Carob fruit that grows in Mediterranean climates
with high natural sugar content is rich in E and B
group vitamins; calcium, magnesium, potassium,
sodium, phosphorus, iron, zinc, manganese and
copper  minerals.  Its  pods  represent
approximately 90% of total fruit weight of Carob
trees (Karkacier et al., 1995). Furthermore, its use
in foods came from ancient times and has been
propagated in many countries because of its high
commercial value of LBG (Locust Bean Gum).
Except for the richness on carbohydrates contain
(45-70% of saccharose, glucose, fructose, xylose,
maltose and raffinose) carob pod has a very high
amount of D-pinitol, which has an important role
in the regulation of various body functions taken
with food diet (Oziyci et al., 2015; Turhan, 2014).
Therefore, several in vivo and in vitro
studies for the reduction of some diseases by the
foods they contain functional compounds that
there may be effective in preventing their
formation was carried out. Due to the findings
that these functional compounds may be
nutritional supplements it develops a tendency to
intake in daily diet. There as well as 5-7% D-
pinitol especially since its potential influences’
insulin analog can be exploited in the treatment of
many diseases of insulin associated with the basic
mechanisms of the human body (Bates et al,
2000).

This functional sugar alcohol begins to gradually

gain importance in world trade and the
importance  of  carob, containing  high
concentrations of these compounds has

increased. Even the production of high-purity
expensive methods such as chromatography
basically the normal selling price based on these
compounds is to find buyers in the more
expensive fruit in that level. Thus, alternative
methods and structure to incorporate this
functional compound daily diet to investigate the
possibility of using a source containing these
compounds are naturally quite important. This
aspect needs to be done when more scientific
studies on the carob fruit show that it is an
important agricultural resource (Tetik et al., 2011;
Turhan, 2011; Nasar- Abbas et al., 2016; Lépez-
Sanchez et al., 2018; Christou et al., 2019).

In this study, different products such as yogurt
and three different types of ice cream are enriched
in various proportions with carob extract. It is
aimed to impart functional properties to these
products consumed frequently in the daily diet.
Consequently, readily carob seeds using fruits of
plants of commercially valuable products with
high added value, is thought to growers to obtain
help strengthen economically.

MATERIALS AND METHODS

Materials

The carob extract (72 °Brix) was provided from a
local factory (Yenigin Food Inc., Antalya,
Turkey). The skim milk powder (Pinar Dairy,
Turkey), milk cream (Pinar Dairy, Turkey), sugar
(Dogus Gida A.S., Turkey) carboxymethyl
cellulose (Tito, Turkey) as a stabilizer, lemon
concentrate (42 °Bx, Dimes A.S., Turkey) and
chocolate drops (bitter) (Dr. Oetker Gida San. ve
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Tic. A.S., Turkey) were all used for ice cream
production. The pasteurized yogurt milk (16 %
total solids, Sek Dairy, Turkey) and starter culture
(Peyma-Chr. Hansen, Denmark) were used
for yogurt production.

Production methods

Three different concentrations (8, 10, 12 %) were
determined by preliminary experiments carob
extracts substituted for production of ice cream
and yogurt samples.

The plain ice cream mixture was formulated such
as that it had non-fat total milk solid of 11 %,
sugar content of 18 %, fat content of 3.5 % and
stabilizer content of 0.8 %. Three different types
of ice cream were produced (plain, fruit,
chocolate) with three formulations in terms of
carob extract concentration. In first type (PI) only
carob extract in proportion of 8, 10 and 12% was
added to the plain ice cream mix. The second
(fruit ice cream, FI) and third types (chocolate ice
cream, CI) were produced like first type (with
carob extract 8, 10 and 12%) by adding lemon
concentrate and chocolate drops in ratio of 10 %
to the plain ice cream formulation, respectively.
The ingredients were stirred until all of them
completely dissolved. Then the mixture was
pasteutized at a temperature of 75°C for 10
minutes. Samples were kept 24 hours at a
temperature of 4°C for cooling and ripening
process and after that transferred to a household
ice cream maker (Tefal Gelato, China) for
production. Ice cream samples have been kept in
the freezer at —18°C (Figure 1).

The yogurt samples were produced on the basis
of set type yogurt procedure. Because the pH of
the carob extract was around 5.4, the extract (8,
10, 12%) was added to milk during the heat
treatment since it did not cause the increasing of
acidity of the milk. The process flow chart was
shown in Figure 2 for yogurt production.

Physicochemical analyses

Descriptive analyses (total dry matter, pH and
titratable acidity) were obtained according to
Cemeroglu (2007).

Total phenolic content (TPC) of the samples was
highlighted according to the spectrophotometric
Folin-Ciocalteau’s method  (Folin—Ciocalteau
reagent and sodium carbonate were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany)). Gallic acid
(Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) was used as
a standard. Results were expressed as gallic acid
equivalents (GAE) (mg GAE/L) and absorbance
was measured by the help of a UV-visible
spectrophotometer (Shimadzu UV-160A, Japan)
at kmax 765 nm (Spanos and Wrolstad, 1992).

The D-Pinitol content of samples, according to
the external standard method were carry out by
HPLC (Shimadzu, LC 20A Series). Mobile phase:
Milli-Q water (isocratic), 0.6 mL / min, analytical
and protective column: Nucleogel 87P (300x7.8
mm ID, 20x4.0 mm ID) and injection volume: 20
uL, Column furnace temperature: 85°C, Detector:
RID, cell temperature: 60°C (Tetik et al., 2011).

For the antioxidant assay, performed according to
the method of Fernandez-Leén et al. (2013); 50
uL of diluted samples were pipetted into 0.95 mL
of diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) solution (60 puM)
and kept at room temperature for 30 minutes in a
dark place. The absorbances of samples were
read, spectrophotometrically at 515 nm. Trolox
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) was used as
the standard of the measurement. The antioxidant
activity of samples expressed as mg Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) / kg
were calculated using the curve obtained with
trolox  standards  prepared at  different
concentrations.

The fortified products with carob extract were
subjected to sensory analysis at their specific
consumption forms and temperatures. The
sensorial properties of products were evaluated
according to a 5-point hedonic scale by trained
panelists  (10) from Akdeniz  University,
Department of Food Engineering. In this
analysis, appearance-color, consistency (texture),
aroma, flavor (1=dislike, 2=do not like, 3=neither
like nor dislike, 4=like, 5=like very much) and
purchasing preference (1= I would not buy, 3= 1
would buy) criteria are discussed for fortified ice
cream and yogurt samples.
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Preparing of Mix (40 "C}

» (PI) Plain Ice cream mix (sugar, skim milk powder, milk cream, CMC, water)
s (FI) Fruit ice cream mix (sugar, skim milk powder, milk cream, CMC, water, lemon concentrate)
» (Cl) Chocolate ice cream (sugar, skim milk powder, milk creamn, CMC, water, chocolate drops)

{Plc, Flr:,cm] PI, FiB, Q& | Addition of
PI10,FI10,CI10 | g | carob extract
PI12,F112, CI12 - (8,10,12%)

Pasteurization of mix
{75 °C, 10 min)

Cooling and ripening
(4°C,24h)

Freezing of the
mix (-6 °C)

Packaging and
hardening (-20 °C)

Figure 1. Flow diagram of ice cream production (control of fruit ice cream (FI), chocolate ice cream
(CI) and plain ice cream (PI) were entitled as FIC, CIC and PIC, respectively)
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Pasteurized milk
(16 % total solids)

Heating to the inoculation
temperature (45 °C)

YC ‘

Addition of
carob extract

(8, 10,12 %)

Y8, ¥10, Y12

Addition of starter culture

Incubation (43-44°C,
until pH=4.6)

Cooling and storage

(4°C)

Figure 2. Flow diagram of yogurt production (control of yogurt were entitled as YC)

Statistical analysis

The obtained data were analyzed statistically by
using SAS software, Version 7 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC). All experiments were conducted in
duplicate. The values of all parameters (n = 4)
were presented as mean * standard deviation and
the analysis of variance (ANOVA) test was used
to evaluate the means of different treatments at a
significance level of 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Physicochemical properties of yogurt and ice
cream samples

It was observed that, total dry matter content of
yogurt samples increased significantly (P < 0.05),
with increasing amount of carob extract added.
Considering the fermentation process was
terminated at the same pH value (4.6) in all
samples, there was no statistical difference among
yogurt samples in terms of titratable acidity
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content and pH value. In the study of Karaca et
al. (2011), yogurt samples produced by adding
various concentrations (6%, 10%, 14%) of grape,
mulberry and catob molasses had pH values
ranged between 4.23 and 4.50. In another study
conducted by Atasoy (2009), yogurt was produced
by adding carob juice concentrate in different
proportions (2.5%, 5%, 7.5%, 10%). It has been
stated that the pH value of yogurts varies between
4.54 and 4.92. Nasser (2020) produced yogurt by
adding 0%, 5%, 10% and 20% carob extract. He
determined that the pH values of the yogurts

produced varied between 4.32-4.54 after 7 days of
storage. He also reported that their total acidity
varied between 1.16% and 1.43%.

As a result of the analyzes performed in the yogurt
samples, on the HPLC device: D-pinitol was not
detected in yogurt controls since the carob was
not added. At the moment of 8%, 10% and 12%
of carob extract was added in the yogurt, the
amount of D-pinitol increased, significantly (P <
0.05) (Table 1).

Table 1. Chemical properties of yogurt samples produced with different levels of carob extract.

Level of  Total solids pH Titratable D-pinitol TPC Antioxidant
carob (%) acidity (%) (g/kg) (mg GAE/kg) activity
extract (mg TEAC/kg)
(7o)

(w/w)

0 (YC) 13.13 £0.04P  4.64 £0.05% 0.78 £0.04A ND* 043.46 £1.22P 30.56 £3.56P
8 (Y8) 18.22 £0.03¢  4.64 £0.054 0.77 £0.04*  7.76 £0.194  1057.02 £25.54C¢  1428.95 £65.79¢
10 (Y10)  19.63 £0.018  4.50 £0.024  0.78 £0.024  8.42 £0.148  1216.37 £0.01®  1830.27 £19.74B
12 (Y12) 20.715 £0.014  4.57 £0.024  0.75 £0.02*  10.09 £0.29¢  1246.78 £8.51*  2576.98 £16.44*

Means with different superscripts letters in the same column differ significantly (P < 0.05).

*ND: Not detected.

Otherwise, the amount of phenolic substances
and antioxidants was very low in the yogurt
samples which were not added to the carob
extract; as the proportion of carob extract in the
yogurt increases, the amount of phenolic
compounds (TPC) and antioxidant activity
increased, significantly (P < 0.05). Likewise,
Actkgézoglu (2008) reported that the TPCs of
yogurts prepared with addition of 15% (w/w)
pomegranate juice concentrate and 15% (w/w)
cherry juice concentrate were 70.51 mg GAE /150
g and 63.35 mg GAE/150 g, respectively. In
another study, the effects of olive leaf extract (0,
0.1, 0.2 and 0.4%, v/w) on low-fat apricot yogurt
were investigated. According to the results, the
added olive leaf extract has influenced
significantly (P < 0.05) total dry matter and pH
value of low-fat apricot yogurt. The lowest
phenolic content and antioxidant activity were
found in control sample (Peker and Arslan, 2017).
Furthermore, in their study Cervenka et al. (2019),
prepared muffins by replacing wheat flour by
carob powder (5, 10, 15 and 20% (w/w)) and

determined some physicochemical properties.
TPC of fortified muffins significantly increased
from 348.1 to 829.1 ug GAE/g DM with the
increase of amount of carob powder from 5% to
20% (w/w) (P < 0.05) while in control they found
193.2 pg GAE/g DM. Additionally, reseatchers
observed that control muffin sample did not
exhibit antioxidant capacity in terms of DPPH
assay. TEAC values of fortified muffin samples
with %5, 15% and 20% (w/w) were determined
as 2229, 1099.5 and 1228.3 pg Trolox/g DM,
respectively. Babiker et al. (2020) obtained
cookies enriched with carob flour. They reported
that the antioxidant activity values of the cookie
samples varied between 2.32% (0.0% carob) and
76.75% (50% carob). It was also stated that the
total phenolic substance content varied between
36.59 mg GAE/100 g (0.0% carob) and 123.61
mgGAE/100 g (100% carob). Srour et al. (20106)
obtained a carob-based milk beverage using 6
different carob powders (roasted and unroasted).
It was stated that the total phenolic contents of
the beverages produced with roasted and
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unroasted carob powder varied between 8-16 g
GAE/kg and 5-14 ¢ GAE/kg, respectively. In
addition, antioxidant activities were reported to

Total solids content, pH value, titratable acidity
content, D-pinitol content, TPC and antioxidant
activity of ice cream samples supplemented with

vary

between
equivalent/kg

6.9-10.8
and 3.5-12.2 mmol

equivalent/kg, respectively.

mmol

Trolox
Trolox

carob extract were shown, in Table 2.

Table 2. Chemical properties of ice cream samples produced with different levels of carob extract.

Sample Level of Total solids pH Titratable D-pinitol TPC Antioxidant
carob (%) acidity (%) (g/kg) (mg GAE/kg) activity
extract (mg TEAC/kg)
(o)
(w/w)
Plain ice 0 (PIC) 29.815 £0.01P 6.78 £0.047 0.09 +0.00¢ ND* 641.03 +13.38P 15.37 £0.00P
cream
8 (PI8) 31.47 £0.01¢ 6.57 £0.078 0.18 £0.028 8.78 £0.18* 808.49 £19.46¢ 1550.65 £23.03¢
10 (P110) 32.11 £0.048 6.48 £0.048 0.19 + 0.018 9.54 £0.288 1318.54 £14.608 1708.55 £49.348
12 (P112) 33.44 £0.074 6.47 £0.018 0.23 +£0.014 10.87 +0.11¢ 1864.69 £8.514 1932.24 £29.614
Lemon ice 0 (FIC) 33.12 £0.01¢ 3.59 £0.01¢ 1.61 £0.018 ND 645.89 £8.51P 111.87 £4.34P
cream
8 (FI8) 32.75 £0.04P 3.70 £0.028 1.65 £0.01% 8.25 £0.017 1077.7 £0.01¢ 1682.24 £9.87¢
10 (FI110) 34.4 1£0.048 3.75 £0.048 1.72 £0.02* 9.15 £0.258 1201.77 £2.438 1981.58 £13.168
12 (F112) 35.31 £0.054 3.90 £0.027 1.62 £0.03% 10.31 +£0.27¢ 1526.54 £37.712 2123.03 +3.291
Chocolate 0 (CIC) 35.70 £0.034 7.24 £0.00% 0.08 £0.01¢ ND 583.86 £19.46P 783.58 £16.84P
ice cream
8 (CI) 34.12 £0.06* 6.93 £ 0.018 0.15 £0.018 8.16 £0.194 863.62 +£7.30¢ 1353.29 £9.87¢
10 (CI10) 35.53 £0.6* 6.75 £0.00¢ 0.24 £0.014 9.19 £0.208 1001.07 £3.658 1889.47 £6.588
12 (CI12) 36.54 £2.454 6.75 £0.02¢ 0.22 £0.00* 10.11 £0.29¢ 1125.14 £6.08* 2567.11 £26.32A

Means with different superscripts letters in the same column differ significantly (P < 0.05).

*ND: Not detected.

The total amount of dry matter increased by 8%,
10% and 12% in ice cream samples generally.
Since the pH value of the carob extract is higher
than the pH value of the lemon concentrate, only
the pH value of FI samples are increased by
increasing amount of carob extract. While in the
samples CI and PI, increase in acidity and
decrease in pH value were observed as the
amount of carob extract increased. In a similar
study, Guler-Akin (2016) investigated some
physicochemical properties of probiotic yogurt
ice cream supplemented with carob extract and
whey powder. It was observed that in samples of
carob extract and whey powder supplemented,
the pH decreased, and the acidity increased while
the dry matter content (%) increased slightly as
the carob extract and whey powder was added. Ice
creams containing carob molasses were produced
by Badem (20006) using different stabilizers. It was

stated that the pH values of the ice creams
produced varied between 6.30-6.37. Ice cream
containing different proportions of carob pod
powder was produced by El-Kholy (2015). It has
been reported that the pH values of ice creams
varied between 6.22-6.46.

D-pinitol could not be detected in the control
samples of FI, CI and PI, whereas the amount of
D-pinitol were significantly higher than in control
for all kinds of fortified ice creams without regard
of carob concentrate proportion. A considerable
increment in D-pinitol content was observed in

samples with increasing carob extract added (P <
0.05).

The TPC and antioxidant activity value were
found to be the lowest in PIC. Due to the
presence of cacao; CIC had the highest
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antioxidants among all the control samples. As
can be seen from the results, enrichment with
increasing amount of carob extract, increased the
amount of phenolic substances and antioxidants,
significantly (P < 0.05) for each kind of ice cream
examined in this study. In the same spirit,
Sanguigni et al. (2017) produced an ice cream
based on a mixture of dark cocoa powder with
hazelnut and green tea extract, naturally very rich
in antioxidants. The TPC in the latter was 1817
mg GAE/L compared to only 96 mg GAE/L in
control ice cream.

Sensory analysis of yogurt and ice cream
samples

According to the results of sensory evaluation
yogurt sample supplemented in ratio of 10%
(Y10) was scored higher in sensorial attributes
such as appearance-color, aroma and flavor
except for consistency. The increment of carob
extract in yogurt showed a negative influence on
consistency. As can be seen from the Figure 3,
that the consistency (texture) of Y8 was more
preferred than others. However, Y10 and Y12
were found to be close to each other in terms of
appearance and color.

appearance-color
5

4
3
1
flavor 0 ) consistency
aroma
e— 8 10% 12%

Figure 3. Results of sensory analysis of yogurt samples added by 8%, 10% and 12% of carob extract.

For the flavor analysis the Y10 was more popular
because it was close to fruity yogurt flavor.
Although, 8%, 10% and 12% of the carob extract
was added to the yogurt samples, the aroma of the
yogurt sample with 10% of carob extract was
more appreciated contrary to 8% and 12%.
Atasoy (2009) obtained yogurt using different
proportions of carob juice concentrate. He
reported that, in general, yogurts containing 7.5%
-10% carob juice concentrate were mostly
preferred by panelists. He also stated that yogurts
containing 2.5% -5% carob juice concentrate
were short of sweetness. Nasser (2020) reported
that yogurts containing carob extract in different
proportions (0%, 5%, 10% and 20%) generally
have high acceptability in terms of sensory
properties in all storage period.

Results of sensorial assessment of ice cream
samples are shown in Figure 4. As understood
from Figure 4a, in terms of appearance-color FI8
was found more appreciated (P < 0.05) whereas
the FI10 and FI12 had not too much differences.
However, the aroma and the consistency of FI8
and F110 were more popular (P < 0.05).

As shown in Figure 4b, CI8 was better than CI10
and CI12 in terms of appearance-color and
consistency (P < 0.05). Otherwise, the aroma
characteristic of the chocolate ice cream sample
with low carob extract was more preferred (P <
0.05). Considering the evaluation made on flavor,
it was found that there was a significant difference
between CI8 and C10 to CI12 (P < 0.05). The
increase in amount of carob extracts added,
negatively affects the flavor of chocolate ice
cream.
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(@) FI
appearance-color
5
4
flavor consistency
aroma
8% 10% 12%
(b) ClI
appearance-color
5
4
flavor < consistency
aroma
8% 10% 12%
(c) PI
appearance-color
5
4
flavor consistency
aroma
8% 10% 12%

Figure 4. Results of sensory analysis of ice cteam samples added by 8 %, 10 % and 12 % of carob
extract; (a) fruit ice cream (FI), (b) chocolate ice cream (Cl), (c) plain ice cream (PI).
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The sensory analysis made on plain ice cream
samples (Figure 4c), observed that there was not
much differences in appearance-color and
consistency between all samples. The flavor taste
rankings of plain ice cream samples are PI8 P112
and PI10. But samples which have 8% and 10%
carob extract were much more appreciated.
Considering the aroma evaluations, the aroma of
PI8 was better (P < 0.05). Ice creams containing
carob molasses were produced by Badem (2006)
using different stabilizers. Sensory properties
(color-appearance, texture-consistency and taste-
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odor) of ice creams were evaluated over 7 points.
It was reported that the color-appearance score
varied between 5.50-6.50, the texture-consistency
score vatied between 4.33-6.66, and the taste-
odor score vatied between 4.83-6.33. Ice cream
containing carob powder was produced by
Sabatini et al. (2011). It has been stated that the
ice cream produced has an acceptability index of
over 87% in terms of all sensory properties. Thus,
it has been reported that ice cream can be put on
the market.

Pl Y

12%

Figure 5. Hedonic scores (1: I would not buy, 2: Undecided, 3: I would buy) for preference of
purchasing of fruit ice cream (FI), chocolate ice cream (Cl), plain ice cream (PI) and yogurt (Y)
samples fortified with carob extract.

According to the results of hedonic scores in our
study, when all the analysis evaluations are taken
into consideration, PI8 and PI12 are close
together purchasing preference mark, while P110
is less preferred (Figure 5). It was concluded that
FI8 and CI8 can be more purchased. So, the
decrease in purchasing preference was found out
as the proportion of carob extract increased
among fruit and chocolate ice cream samples.
Considering the purchasing preferences of
panelists in accordance with other criteria of
yogurt, it was observed that Y10 can be the most
saleable. This can be explained by the fact that the
10% carob extract yogurt is preferred by panelists

who consume both sugar-free and sugary
product.

CONCLUSION

The supplementation of carob extract in yogurt
and ice cream impact their physicochemical and
sensory properties. When the proportion of carob
extract added to the yogurt and ice cream samples
increased, D-pinitol contents, total dry matter
contents, amount of phenolic compounds and
antioxidants values also increased. Furthermore,
when we take into consideration all sensory
analysis’ evaluations, samples added with 8% of
carob extract either yogurt or ice-cream got better
results. To this effect, the use of carob to impart
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functional compounds in daily diet products can
be thorough, considering that: in yogurt and ice
cream as the proportion of carob extract
increases, the amount of D-pinitol, antioxidant
and phenolic compounds increases.
Furthermore, tastes and purchasing preference
was found proportionately opposed to the
increase of carob extracts in the products.
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Bu caligmada, farkli voltaj gradyanlarinda (30, 35 ve 40 V/cm) ohmik sitma uygulanan gelincik ¢icegi
suruplarinin 1sitma islemi boyunca elektriksel iletkenlik degerlerindeki degisim incelenmistir. Ek olarak, farklt
sicaklik degerlerinde 6rneklerin reolojik 6zelliklerindeki degisim beliflenmis ve farkli reolojik modellere
uygunluklart test edilmistir. Orneklerin 1sinma siirelerinin 280 ile 592 s araliginda degistigi ve uygulanan voltaj
gradyaninin artmasina bagl olarak azalma egilimi gosterdigi tespit edilmistir. Ol¢iim alinan tim sicaklik
degerlerinde ise 6rneklerin reolojik davranisini en iyi ifade eden modelin Ussel model oldugu tespit edilmistir.
Kivam katsayist (K) ve gortuniir viskozite (Ugsriniar) degerlerinin sicaklik degerlerinin artmasina baglt olarak
azaldigt belirlenmistir. Olciim alinan tiim islem kosullarinda érneklerin Newton-dist dilatant (kaymayla
kalinlagan) akis davrams 6zelligi gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Gelincik cicegi, ohmik, elektriksel iletkenlik, reoloji, model

INVESTIGATION OF THE CHANGES IN ELECTRICAL CONDUCTIVITY
VALUES AND RHEOLOGICAL PROPERTIES OF POPPY FLOWER SYRUP

ABSTRACT

In this study, the changes of electrical conductivity values of poppy flower syrups applied ohmic
heating at different voltage gradients (30, 35 ve 40 V/cm) were investigated during the heating
process. In addition, the changes of the rheological properties of the samples at different temperature
values were determined and their suitability to different rheological models were tested. It was
determined that the heating times of the samples changed between 280 and 592 s and tended to
decrease depending on the increase in the applied voltage gradient. It was detected that the best
model describing the rheological behavior of samples at all temperature values was the Power-Law
Model. It was determined that the consistency coefficient (K) and apparent viscosity (Mapparent) Values
decreased as the temperature values increased. It was determined that the samples showed non-
Newtonian dilatant (shear thickening) flow behavior under all measurement process conditions.
Keywords: Poppy flower, ohmic, electrical conductivity, rtheology, model
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Gelincik cicegi surubunun elektriksel iletkenlik degerleri ve reolojik 6zellikleri

GIRIS
Dinya tzerinde cok genis bir yayilma alanina
sahip olan gelincik ¢icegi, Gelincikgiller ailesinin
bir Uyesidir. Yapraklart parcali olan gelincikler
genelde, cok koyu kirmizi bir renge sahiptirler.
Tek yilik ve otsu bir bitki olan gelincik
cigeklerinin boylart ise 25-30 cm araliginda
degismekte olup Ulkemizde &zellikle Anadolu
bélgesinde yaygin bir sekilde yetisebilmekteditler
(Kaya vd., 2004). Insanoglunun saglikli gidalara
olan ilgisinin artmast ile farkli meyvelerden ve
ciceklerden yapimis serbet ya da suruplara da
ilginin arttif1 gorilmektedir. Serbet ya da suruplar
ginin her saatinde serinletici olarak icilebilecegi
ve ikram edilebilinecekleri gibi yemeklerle de
tiketilebilinirler. Bu suruplardan bir tanesi de
gelincik  surubudur. Ozellikle Tiirk kahvesi
yayinda veya yaz aylarinda misafirlere serinletici
olarak yogun sekilde ikram edilmektedir. Gelincik
surubu gelincik ¢iceklerinin kirmizi yapraklarinin
toplanip, siyah kisimlarinin bir makas yardimiyla
uzaklastirilarak kalan kisminin seker ve su ilavesi
ile kaynatimasi ile elde edilen geleneksel bir
icecektir (Ozdogan ve Isik, 2008; Sahin ve Kilig,
2009).

Ohmik 1sitma glincel alternatif teknolojiler
arasinda yer alan elektriksel bir 1sitma yontemi
olup, elektrik akiminin gida maddesinin Gizerinden
gecirilmesi prensibine dayanmaktadir. Ozellikle
1s1l direnci yiiksek sivi gida maddelerinde hizli ve
homojen bir 1sitma islemine imkan tanimaktadir
(Sastry ve Salengke, 1998; Icier, 2003). Ohmik
sitma yontemi dier 1sitma yontemlerine kiyasla
gida maddesinin termofiziksel 6zelliklerinden
daha az etkilenmektedir. Enerji tiretimi ve 1sinma
hizi  uygulanan voltaj gradyanina ve gida
maddesinin elektriksel iletkenlik degerine baglt
olarak degismektedir. Yiksek sicakliklara ani
olarak ¢ikabilmesi nedeniyle ohmik 1sitma
isleminde 1sitnma siiresi ¢cok kisa siirmekte bu da
Urin kalitesini olumlu sekilde etkilemektedir
(Sastry ve Salengke, 1998; Darvishi vd., 2011; Icier
vd,, 20172). Ohmik 1sitma yontemi gida
endistrisinde  gida  maddelerinin  1sitilmast
(Sabanci ve Icier, 2017), pisirilmesi (Bozkurt ve
Icier, 2010), haslanmast (Icier vd., 2017b) ve
¢6ziindurilmesi (Cevik ve Icier, 2018) amaciyla
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ancak literattirde

ohmik 1sitma yontemi kullanilarak 1sitilan gelincik
cicegi surubu Orneklerinin 1stnma gegmisleri ve
elektriksel iletkenlik degerlerindeki degisimin
incelendigi herhangi bir c¢alismaya yazarlarin
bilgisi dahilinde rastlanilmamustir.

Gida  maddelerinin  fiziksel  Ozelliklerinin
belitlenmesi endistriyel Slcekte tiretim hatlarinin
tasariminda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Bu
fiziksel =~ Ozelliklerinden bir tanesi de gida
maddelerinin reolojik 6zelliklerindeki degisimin
belirlenmesidir.  Reoloji, gida maddelerinin
yapisinda meydana gelen akis ve deformasyonunu
inceleyen bir bilim dalidir. S1vi gida maddelerinin
siniflandirilmasinda kayma hizina karst elde edilen
kayma gerilimi degerlerindeki degisime bagh
olarak akis davranis indeksi Newtonian ve Non-
Newtonian tipi akiskan olmak tzere iki gruba
ayrilmaktadirlar (Steffe, 1996). Gida maddelerinin

reolojik  Ozelliklerinin  belitlenmesi  dretim
esnasinda uygulanan karistirma, pompalama ve
proses kontroli ~ gibi  parametrelerinin

belirlenmesinde son derece 6nem arz etmektedir
(Steffe, 1996; Krokida et el., 2001). Literattrde
farkli surup Srneklerinin reolojik Szelliklerindeki
degisimin incelendigi calismalar arastirmacilar
tarafindan rapor edilmistic (Ngadi ve Yu, 2004;
Gabsi vd.,, 2013; Borchani vd., 2019). Ancak
literatiirde gelincik ¢icegi surubunun farkli 6l¢tim
sicakhigt  degerlerinde reolojik  davranislarinin
incelendigi herhangi bir ¢aligmaya arastirmacilarin
bilgisi dahilinde rastlanilmamugtir.

Bu calisgmanin amaci, gelincik ¢icegi surubu
Orneklerinin farkli voltaj gradyanlarinda ohmik
sittlmast  sirasinda sicakhk  gegmisinin - ve
clektriksel iletkenlik degerlerindeki degisimin
belitlenmesidir. Ek olarak, farkli sabit Olcim
sicakligt (20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C)
degerlerinde Orneklerin reolojik 6zelliklerindeki
degisimin belirlenmesi amaglanmustr.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Gelincik cigegi surubu Srnekleri yerel bir meyve
suyu ureticisinden 700 ml cam siseler icerisinde
konsantre olmayan pastdrize edilmis bir sekilde
temin edilmistir.  Gelincik  ¢icegi  surubu
orneklerinin suda ¢ozuntlr kuru madde (SCKM)
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icerigi 34.5%0.2% olarak belirlenmistir. Gelincik
cicegi  surubu  Ornekleri  1sitma  islemi
uygulanincaya kadar buzdolab: icerinde +410.5
°C ortam stcakliginda depolama islemine tabii
tutulmustur. Isitma islemi 6ncesinde 6rneklerin
sicakligt oda sicakliginda 20 °Clye getirilmis ve
derhal 1sitma islemine baglanilmistir.

Ohmik Isitma Yontemi

Ohmik 1sitma sistemi, gli¢ kaynagi/izole trafo (0-
380 V), teflon malzemeden (6X6.75X10 cm)
yapilmis test htcresi, 0.2 cm kalinhginda iki
titanyum elektrot, Teflon kapl T-tipi 1silegler, 6zel
yapim mikroislemci ve bilgisayardan
olusmaktadir. Ohmik 1sitma sistemine ait detayl
bilgi Cevik (2021a)’de verilmistir. Her bir 1sitma
denemesinde 100 ml gelincik ¢icegi surubu 6rnegi
test hiicresi icerisine aktarimistir. Ohmik 1sitma
islemi 3 farkli voltaj gradyaninda (30, 35 ve 40
V/cm voltaj gradyaninda) orneklerin  sicaklik
degeri 20 °C’den 80 °C’ye ulagincaya kadar devam
etmistir. Isitma islemi boyunca 6rneklerin sicaklik
degerleri ucu teflon ile kaplanmis T-tipi 1silesler
kullanilarak Sl¢tlmistir. Akim, voltaj ve sicaklik
degerleri ise 6zel yapim mikro islemci yardimiyla
1 s araliklar ile kaydedilmistir.
Suda Cozunir Kuru Madde
Igeriginin Belitlenmesi

Gelincik ¢igegi surubu 6rneklerinin suda ¢oziinir
kuru madde igerikleri, sicaklik diizeltmesine sahip
dijital ~ refraktometre = (Hanna,  Portekiz)
kullanilarak belitlenmis ve %SCKM olarak ifade
edilmistit.

(SCKM)

Elektriksel Iletkenlik
Degisimin Belirlenmesi
Isitma islemi boyunca 6zel yapim mikro islemci
yardimtyla 1 s araliklar ile kaydedilen akim, voltaj
ve sicakltk degerleri kullanilarak Grneklerin
elektriksel  iletkenlik  degerleri  (Esitlik 1)
hesaplanmistir (Cevik, 2021a).

Degerlerindeki

Elektriksel iletkenlik degeri (S/m) == (1)

I akim degerini (A), V uygulanan voltaj gradyant
degerini, L iki elektrot arasindaki uzakligt (m), A
ise 6rneklerin elektrot ile temas alanint ifade (m?)
etmektedir.

Isitma islemi boyunca gelincik c¢icegi surubu
Orneklerinin  elektriksel iletkenlik degerlerinin
sicakhik ile degisimi Esitlik 2 ile karakterize
edilmistir.

Elektriksel iletkenlik degeri (S/m) =aT + b
©)

T (°C) ol¢tim alinan sicaklik degerini, a (S/m°C)
ve b (§/m) denklem sabitlerini ifade etmektedir.

Reolojik Olgiimler

Gelincik ¢icegi surubu 6rneklerinin - reolojik
6zelliklerindeki degisim Anton Paar MCR 301
(Anton Paar Gmbh, Graz, Austria) reometre ile es
merkezli silindirik Sl¢im aparatt (i¢ silindirin ¢apt
26.663 mm ve dis silindirin ¢apt 28.910 mm)
kullanilarak Ol¢tlmistir. Reolojik Olctimler es
merkezli silindirik Sl¢im aparati kullanilarak 1-
100 s kayma hiz1 degerleri araliginda 20, 30, 40,
50, 60, 70 ve 80 °C sabit Olgim sicakligi
degerlerinde gerceklestirilmistir. Kayma hizi ve
kayma gerilimi degerleri 6l¢ilmis, farklt sicaklik
degerlerindeki akis tipinin belirlenmesi amactyla
farkli reolojik modellerin  (Newton, Ussel,
Bingham, Herschel-Bulkley) deneysel verilere

uygunlugu istatistiksel ~olarak  belitflenmistir
(Bsitlik 3-6) (Cevik vd., 2016).
[ ]
T = *
ol
T=Kx*y
)
[ ]
T—19g=K*y
0 ©
oN
T—19g=K*y
0 ©)

Newton dist akiskanlar icin kayma gerilimi ve
kayma hiz1 arasindaki degisim dogrusal degildir
(Steffe, 1996). Bu ¢alismada, agizda kesme hizt
olarak kabul edilen 50 s! kayma hizi degeri
secilerek, elde edilmis en wuygun reolojik
modeldeki reolojik sabitler Esitlik (7)’de yerine
konularak ~ gérintr  viskozite degerleri
hesaplanmustir (Morell vd., 2014).
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n-1

Ky

ngorunuwiskozite = (7)

Istatistiksel Degetlendirme

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
SPSS 16.0 (IBM, The United States) paket
programit kullanilarak gerceklestirilmistir. Farkl
islem kosullarinda (20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C)
Olelim alinan gelincik ¢icegi serbeti 6rneklerinin
reolojik 6zellikleri tizerine etkileri ANOVA ve
DUNCAN testleti ile belitlenmistit. Gliven
seviyesi %95 olarak alinmustir. Deneysel kayma
gerilimi degerlerinin farklt reolojik modeller ile

uyumlulugu dogrusal olmayan regresyon analizi
kullantlarak  test  edilmistit.  Farkli  islem
kosullarinda incelenen her bir reolojik model i¢in
ilgili esitlikler (hata kareleri ortalamast karekoku
(HKOK), ki-kare (x2) ve R2 degetleri) MATLAB
paket programi kullanilarak  hesaplanmistir.
Yapilan degerlendirme sonucunda en uygun
reolojik modelin degerlendirilmesinde en kigiik
hata kareleri ortalamast karekéka (HKOK)
(Esitlik 8) ve ki-kare (y?) (Esitlik 9) degerleri ile en
yuksek R? degerleri (Esitlik 10) dikkate alinmistir
(Cevik vd., 2016). Tum denemeler 3 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmistir.

0.5
HKOK = [%Zinzl(Teorik deger; — Deneysel degeri)zl (8)
2 _ YL (Teorik deger;—Deneysel deger;)? 9
Xt = Nn ©)
N ZiN=1 Teorik deger;Deneysel degeri—Z%\Ll Teorik deger;Deneysel deger; (1 O)

R? =

\/(N ¥N , Teorik deger;*— (I, Teorik degeri)z)(N $N  Deneysel deger;—(EN | Deneysel deger;)”)

N gdzlenen veri sayisini, n modeldeki katsayiyt
ifade etmektedir.

TARTISMA ve SONUCLAR
Istnma Siiresi ve Elektriksel
Degerlerindeki Degisim

Farkli voltaj gradyanlart kullanilarak 1sitilan
gelincik  ¢igegi surubu  Orneklerinin  1stnma
strelerinin istatistiksel olarak anlaml bir farklilik
icerdigi tespit edilmistir (P <0.05; Cizelge 1). En
uzun 1sinma stresinin (592 s) 30 V/cm voltaj
gradyaninda elde edildigi, en kisa 1stnma siiresinin
ise (283 s) 40 V/cm voltaj gradyaninda elde

Iletkenlik

edildigi tespit edilmistic (P <0.05; Sekil 1).
Uygulanan voltaj gradyaninin artmasina bagl
olarak giren toplam enerji miktarinin ve buna baglt
olarak da Ornek igerisinde meydana gelen 1st
jenerasyonunun artty gosterdigi  belitlenmistir.
Sonug olarak, yiiksek voltaj gradyanlarinda 1sitnma
hiz1 degerlerinin de artis gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 1). Literatiirde yapilan ¢alismalarda da
bircok arastirmact tarafindan benzer sonuglar
rapor edilmistir (Icier ve Ilicali, 2004; Icier vd,,
2017; Sabanci ve Icier, 2017; Darvishi vd., 2020;
Cevik, 2021).

Cizelge 1. Farkli voltaj gradyanlarinda uygulanan ohmik 1sitma isleminde 1sinma siiresi ve 1sitma hiz
degerlerindeki degisim
Table 1. The changes of heating time and heating rate values in the ohmic heating process applied at different voltage
gradients
Isinma siiresi (s)
Heating time (s)

Voltaj gradyant (V/cm)
Voltage gradients (V/cm)

Isitma hizt (°C/s)
Heating rate (°C/s)

30 592122¢ 0.1010.004»
35 401+21b 0.150£0.008>
40 280+13» 0.21240.010¢

abe Ayni stitundaki farkl harflendirmelerin, ilgili degerin degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmaktadir (P <0.05)

b There is a statistically significant difference between the values of the respective value of different  lettering in the same colunmn (P
<0.05)
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Sekil 1. Farkli voltaj gradyanlarinda ohmik 1s1tma islemi uygulanarak isitilan gelincik ¢icegi surubu
Orneklerinin 1sinma strelerindeki degisim
Figure 1. The changes of heating time of poppy flower syrup samples heated by using ohmic heating at different voltage
gradients

Gelincik ¢icegi surubu Orneklerinin farkll voltaj
gradyanlarinda uygulanan ohmik 1sitma islemi
boyunca elde edilen elektriksel iletkenlik
degerlerindeki degisim Sekil 2’de verilmistir.
Isitma islemi boyunca uygulanan tim voltaj
gradyanlarinda elektriksel iletkenlik degerlerinin
sicaklik ile lineer olarak artis gosterdigi tespit
edilmistir. Meydana gelen bu durum yuksek
sicaklik degerlerinde iyon hareketine karst
ditencin azalmast ile agiklanabilmektedir. Isitma
islemi boyunca, elektriksel iletkenlik degerlerinin
30, 35 ve 40 V/cm voltaj gradyani icin sirastyla
0.036-0.124, 0.037-0.124 ve 0.039-0.128 S/m
araliginda degistigi tespit edilmistir (Sekil 2).
Benzer sekilde, Cevik (2021a) yaptigi calismada
13,15, 17 ve 19 V/cm voltaj gradyaninda ohmik
sitma uyguladigr  koruk  suyu  6rneklerinin
elektriksel  iletkenlik  degetlerinin  sicakligin
artmasina baglt olarak lineer olarak artis
gosterdigini rapor etmistir. Kumar vd. (2018) 4
farkli  voltaj gradyaninda  ohmik  1sitma
uyguladiklart ziim suyu Orneklerinin elektriksel
iletkenlik degerlerinin sicaklik ile lineer olarak artis
gosterdigini  bildirmislerdir. Ek  olarak
aragtirmactlar en yiksek elektriksel iletkenlik
degetlerinin 85 °C’de 0.81 S/m ile 30 V/cm voltaj
gradyaninda elde edildigini rapor etmislerdi.

Isitma  periyodu boyunca gelincik serbeti
Orneklerinin elektriksel iletkenlik ve sicaklik ile
degisimi Lineer model ile karakterize edilmis ve
model katsayiart Cizelge 2’de verilmistir. “a”
katsayt degerleri tim voltaj gradyanlarinda
benzerlik gosteritken (P >0.05), “b” katsayt
degerleri ise voltaj gradyaninin artmasina bagh
olarak artis gostermistir (P <0.05). Literattirde
yapilan calismalarda da bir¢ok aragtirmact
tarafindan benzer sonuglar rapor edilmistir (Icier
ve Ilicaly, 2004; Icier vd., 2017; Sabanci ve Icier,
2017; Cevik, 2021a).

Reolojik Ozelliklerdeki Degisim

Gelincik  ¢igegi  surubunun  farkli  islem
kosullarinda ~ uygulanan  reolojik  Sl¢lim
sonugclarinda elde edilen deneysel kayma gerilimi-
kayma hiz1 degisimleri Sekil 3’te verilmistir. Elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde, sabit kayma
hizi degerinde Ol¢lim alinan sabit sicaklik
degerinin artmasina bagl olarak kayma gerilimi
degerlerinin azalma egilimi gOsterdigi
belirlenmistir (P <0.05). Uygulanan tim kayma
hiz1 degerleri dikkate alindiginda, en yiiksek kayma
gerilim degerleri 20 °C sabit 6l¢im sicakliginda
elde edilirken, en distik kayma gerilim degerleri
ise 80 °C sabit 6lcim sicakliginda elde edilmigtir
(Sekil 3; P <0.05). Olciim alinan sabit sicaklik
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degerinin artmasmna baglt olarak kayma gerilimi
degetlerinin azalma egilimi gésterdigi, buna baglt
olarak da gelincik c¢icegi surubu Orneklerinin
viskozite degerlerinin disme egilimi gbsterdigi
tespit  edilmigtir.  Literatirde rapor edilen
calismalar incelendiginde, gelincik ¢igegi surubu
Orneklerinin  reolojik 6zelliklerindeki degisimin
incelendigi herhangi bir c¢alismaya yazarlarin
bilgisi dahilinde rastlanilmamustir. Literatirde

farkli gida maddeleri icin yapian calismalar
incelendiginde, Slcim alinan sicaklik degerinin
artmasina bagli olarak Orneklerinin  viskozite
degerlerinin azalma egilimi gosterdigi ve buna
bagli olarak da kayma gerilimi degerlerinin azaldigt
bircok aragtirmact tarafindan rapor edilmistir
(Chin vd., 2009; Quek vd., 2013; Gabsi vd., 2013;
Cevik vd., 2016; Cevik, 2021b).
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Sekil 2. Farkli voltaj gradyanlarinda gelincik ¢icegi surubu 6rneklerinin elektriksel iletkenlik
degerlerindeki degisim
Figure 2. Changes of electrical conductivity values of poppy flower syrup samples at different voltage gradients

Cizelge 2. Farkli voltaj gradyanlarinda 1sitma periyodu boyunca sicakliga bagh (Esitlik 2) olarak gelincik
cicegi surubunun elektriksel iletkenlik degisimleri icin model sabitleri (Lineer model) ve regresyon
katsayilart
Table 2. Model constants (Linear model) and regression coefficients for changes of electrical conductivity of poppy flower
syrup depending on temperature (Equation 2) during the beating period at different voltage gradients
Voltaj gradyant (V/cm)

Voltage gradients (V/cm) 2 (8/m"C) b (8/m) R

30 0.0015%0.0001~ 0.0026%0.00012 0.998%0.001
35 0.0015%0.0001» 0.0040%0.0001b 0.997£0.001
40 0.0015%0.0001~ 0.0056%0.0009¢ 0.997£0.001

abe Ayni stitundaki farklt harflendirmelerin, ilgili degerin degetler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmaktadir (P <0.05)

¢ There is a statistically significant difference between the values of the respective value of different  lettering in the same column (P
<0.05)

Farkli islem kosullarinin gelincik cicegi surubu
Orneklerinin reolojik 6zellikleri tizerine etkilerinin
daha detayli incelenebilmesi amaciyla farklt
reolojik modellerin (Newton, Bingham, Ussel ve
Herschel-Bulkley modeli) elde edilen deneysel

kayma gerilimi (Pa) ve kayma hizt (s1) degetlerine
uyumlulugu dogrusal olmayan regresyon analizi
yardimt ile incelenmistir (Cizelge 3). Modeller
arasindaki  karsidlastirmanin  daha  detaylt
yapilabilmesi icin 6rneklerinin farkli sabit 6l¢tim
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sicakligr degerlerinde elde edilen HKOK ve y?2
degerleri istatistiksel olarak karsilastirilmustir.
Genel olarak degerlendirildiginde, Bingham
modelinin tim islem kosullar1 i¢in uygulanabilir
olmadigt belirlenmistir. Newton model, Ussel
model ve Herschel-Bulkley modelleri ise genel
olarak karsilastirldiginda, Ussel modelinin daha
yiksek R? ve daha diigiik hata oranlarina (HKOK
ve ¥2) sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3).

Literatiirde farkli gida maddeleri (tarcin elmasi,
pomela suyu, hurma surubu, mango suyu, koruk
suyu ve nar suyu) ile yapilan calismalarda en uygun
reolojik modelin Ussel model oldugu bircok
aragtirmact tarafindan bildirilmistir (Dak ve ark.,
2007; Chin ve ark., 2009; Gabsi ve ark., 2013;
Quek ve ark., 2013; Cevik vd., 2016; 2020; Cevik,
2021b).
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Sekil 3. Farkli islem kosullarinda 6l¢tim alinan gelincik ¢icegi surubu 6rneklerinin sicakliga baglt olarak
kayma gerilimi-kayma hizindaki degisim
Figure 3. Changes of shear stress-shear rate of poppy flower syrup samples applied at different processing conditions

depending

Reolojik  Ol¢im  sabitlerindeki  degisimin
incelenebilmesi amactyla en uygun reolojik model
olan Ussel model éngorilleri kullanilmistir. Elde
edilen kivam katsayist (K), akis davranig indeksi
(n) ve regresyon katsayist (R?) degerleri Cizelge
#te verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda R? degerlerinin 0.999 ile 1 araliginda
degistigi ve model ile yiksek bir uyumluluk
gosterdigi belirlenmistir. Gelincik ¢igegi surubu
Orneklerinin kivam katsayist degerlerinin Sl¢tim
alinan sabit sicakhk degerinin artmasina bagh
olarak azalma egilimi gosterdigi tespit edilmistir.
(Cizelge 4). Farkl islem kosullarinda elde edilen
akis davranis indeksleri (n) incelendiginde, 6l¢tim
alinan sabit sicaklik degerinin artmasina baglt
olarak n degerlerinin artma egilimi gosterdigi ve

on temperatire

Newton-digt dilatant (kaymayla kalinlasan) akis
6zelligi gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4).

En uygun reolojik model olarak tespit edilen Ussel
model katsaydart  kullanilarak  farkhi  islem
kosullarinda 6l¢iim alinan 6rneklerinin gérintr
viskozite (Ugsrinar) degerleri de hesaplanmustir
(Esitlik 7; Cizelge 4). Yapilan degerlendirme
sonucunda Ol¢tim alinan sabit sicaklik degerinin
artmasina bagl olarak gbriinir viskozite (Ugsrinir)
degerlerinin  azalma egilimi g6sterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 4). Literatiirde farklt islem
kosullarinda 6l¢iim alinan gelincik ¢icegi surubu
orneklerinin  reolojik 6zelliklerindeki degisimin
incelendigi herhangi bir ¢alisma bulunmamast
nedeniyle sonugclar literattir ile
karsilastirilamamaktadir.



Gelincik cicegi surubunun elektriksel iletkenlik degerleri ve reolojik 6zellikleri

Cizelge 3. Farkli islem kosullarinda Sl¢tim alinan gelincik ¢icegi surubu 6rneklerinin deneysel kayma
hizi-kayma gerilimi verilerinin reolojik modellere uygunlugunun istatistiksel degerlendirmesi

Table 3. Statistical evaluation for rbeological models applied 1o fit the excperimental shear stress-shear rate data for poppy

Slower syrup samples at different processing conditions

Olgiim L Modeller/Models
sicaklis Istatistiksel i
(oc)gl kriter Newton modeli Blng(l;lalrin Ussel model HerscheEBﬁllkley
mode mode
Measurement Statistioal Bine
temperature .. ewton mode. ower-1L.aw node, ershel-bDuikley mode.

P ;Z;"j;‘l N del Zfd;’/’” Power-Law model  Hershel-Bulkley model

¢
R2 0.999%0.001 ND* 1.000%0.000 1.000%0.000

20 HKOK 0.0058+0.0004 ND* 0.0012x0.0001 0.0111£0.0023
2 0.000034£0.000005 ND* 0.000002£0.000001  0.000102%0.000002
R2 0.999+0.001 ND* 1.000%0.000 1.000%0.000

30 HKOK 0.0030%0.0001 ND* 0.0014%0.0001 0.0201£0.0056
2 0.000009%0.000001 ND* 0.000002£0.000001  0.000304+0.000001
R2 0.999%0.001 ND* 1.000%0.000 1.000%0.000

40 HKOK 0.0194%0.0009 ND* 0.0011x0.0001 0.0217£0.0057
2 0.000365%0.000012 ND* 0.000001£0.000001  0.000527%0.000263
R2 0.998%0.001 ND* 1.000%0.000 1.000%0.000

50 HKOK 0.0079%0.0006 ND* 0.0011£0.0001 0.0251£0.0041
2 0.000064£0.000009 ND* 0.000001£0.000001  0.000681%0.000227
R2 0.998+0.001 ND* 0.999£0.002 0.999£0.001

60 HKOK 0.0260%0.0001 ND* 0.0010%0.0001 0.0080£0.0009
x? 0.000690£0.000006 ND* 0.000001£0.000001  0.000068%0.000016
R2 0.997%0.001 ND* 0.999x0.001 0.999%0.001

70 HKOK 0.0190%0.0006 ND* 0.0010x0.0001 0.0155£0.0049
x? 0.000370£0.000023 ND* 0.000001£0.000001  0.000267%0.000162
R2 0.995+0.001 ND* 0.999+0.001 0.999+0.001

80 HKOK 0.0082%0.0003 ND* 0.0010%0.006 0.0388+0.0024
x? 0.000069£0.000005 ND* 0.000001£0.000001  0.001611%£0.000199

ND*: Belitlenmemistir.
ND*: Not defined

Cizelge 4. Farkli islem kogullarinda 6l¢iim alinan gelincik ¢icegi surubu rneklerinin reolojik katsay1
degerleri
Table 4. Rheological coefficient values of poppy flower syrup samples applied at different processing conditions

Olgiim sicaklign  Kivam katsayist Akts davranis Gorunir viskozite R2
°C) (Pa.s) indeksi (n) (Ugsriiniis)
Measurement — Consistency coefficient  Flow bebaviour Apparent viscosity R
temperature (°C) (Pa.s") index (n) (Uapp)
20 0.00311%£0.00003 1.055%0.002 0.00386£0.00001 1.000£0.000
30 0.0024620.00002 1.044£0.002 0.0029210.00001 1.000£0.000
40 0.00187%0.00005 1.051£0.006 0.00229%0.00001 1.000£0.000
50 0.00143%0.00006 1.064%0.008 0.00183£0.00001 1.000£0.000
60 0.00119%0.00002 1.062£0.003 0.00152%0.00001 0.999£0.001
70 0.0009620.00006 1.081£0.009 0.00128+£0.00002 0.999+£0.001
80 0.00073%0.00001 1.104£0.004 0.0010940.00001 0.999£0.001

999
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SONUC

Uygulanan voltaj gradyaninin artmasina baglt
olarak gelincik ¢icegi surubu 6rneklerinin 1stnma
stiresi degerlerinin yari yartya (%48 oraninda)
azaldigr tespit edilmigtir. Elektriksel iletkenlik
degetlerinin 30, 35 ve 40 V/cm voltaj gradyant
icin sirastyla 0.036-0.124, 0.037-0.124 ve 0.039-
0.128 S/m araliginda degistigi tespit edilmistir.
Tum voltaj gradyanlarinda elektriksel iletkenlik
degerlerinin sicaklik ile degisimini ifade eden en
uygun matematiksel modelin Lineer model
oldugu belitlenmistir. Ol¢iim alinan sabit sicaklik
degerinin artmasmna baglt olarak kayma gerilimi
degerlerinin tim kayma hizt degerlerinde azalma
egilimi gosterdigi  belirlenmistir. Farklt islem
kosullart icin istatistiksel olarak en uygun reolojik
modelin Ussel model oldugu tespit edilmistir.
Gelincik ¢icegi surubu 6rneklerinin - kivam
katsayist degerleri OSlcim alinan sabit sicaklik
degerinin artmasina baglt olarak azalma egilimi
gosterdigi belirlenmistir. Olgiim alinan tiim islem
kosullarinda 6rneklerin - Newton-dist  dilatant
(kaymayla kalinlasan) akis 6zelligi gosterdigi tespit
edilmistir. Bu calismada elde edilen sonuclarin
pilot o6lgekli kurulabilecek olan gelincik c¢icegi
serbeti ekipmanlarinin tasarimi ve pompalama
hatlarinin  kurulmasina ve literatiirde bu konu
hakkindaki bilgi eksikliginin = doldurulmasina
katkida bulunacagt diustintilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, ¢ikar catismasi olmadigimi beyan eder.

YAZAR KATKILARI

Tam yazarlar makalenin yapilmasinda,
yazilmasinda ve vyaymlanmasinda esit katk
saglamuslardir. Yazarlar makalenin son halini
okudu ve onayladi.
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oz

Bu calismada, alic meyvesinden mikrodalga (MDE) ve ultrases destekli ekstraksiyon (UDE) yontemleri
kullanilarak, fenolik maddeler ekstrakte edilmistir. MDE yontemi, farklt katt oranlari, farkli ekstraksiyon
streleri ve farkli mikrodalga gliclerinde, UDE yontemi ise, farkli kati oranlart ve sonikasyon siirelerinde
uygulanmustir. Maserasyon yontemi kontrol grubu olarak kullandmustir. Maserasyon, MDE ve UDE
yontemleriyle elde edilen ekstraktlarn toplam fenolik madde (TFM) miktarlart ve renk degerleri
belirlenmistir. En yiiksek TFM miktarlart MDE, UDE ve maserasyon yontemletinde sirastyla 9.31, 5.34 ve
3.00 mg GAE / g kuru madde olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére MDE yontemi ile elde edilen miktar,
UDE ve maserasyona kiyasla sirastyla 1.7 ve 3.1 kat daha fazladir. Bunun yaninda MDE ile elde edilen L*
degetlerinin daha disitk oldugu gértlmustir. Sonug olarak, MDE yonteminin, alic meyvesinden fenolik
madde ekstraksiyonu icin en uygun yontem oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Alic, mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrases destekli ekstraksiyon, fenolik madde

EXTRACTION OF PHENOLIC COMPOUNDS FROM HAWTHORN FRUIT
(Creategus monogyna) USING MICROWAVE AND ULTRASOUND ASSISTED
METHODS

ABSTRACT

In this study, phenolic compounds were extracted from hawthorn fruit using microwave (MAE) and
ultrasound assisted extraction (UAE) methods. The MAE was applied at different solids ratios,
different extraction times and different microwave powers. UAE was applied at different solids ratios
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Alic (Creategus monogyna) meyvesinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

and sonication times. The maceration method was used as the control group. Total phenolic content
(TPC) and color values of the extracts were examined. The highest values of TPC were determined
as 9.31, 5.34, and 3.00 mg GAE/g dry matter in MAE, UAE, and maceration methods, respectively.
Based on these results, it was found that the TPC value of the MAE method was 1.7 and 3.1-fold
more than those of UAE and maceration, respectively. In addition, it was observed that L* values of
MAE samples were lowest among others. It was concluded that the MAE is the most suitable method
for the extraction of phenolic compounds from hawthorn fruit.

Keywords: Hawthorn, microwave assisted extraction, ultrasound assisted extraction, phenolic

compounds

GIRIS

Alig, Rosaceae familyasinin Crataegus cinsindeki tim
bitki turlerinin ortak adidir. Turkiye’de bircok
bolgede Ozellikle daglik alanlarda yetismektedir
(Segmen vd., 1989). Her ne kadar Tturkiye’de
vaygin olarak tiketilmesede, Cin ve Avrupa
tlkelerinde  bitkisel ~ ilag  olarak,  cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Chang vd., 2002).

Alic meyvesi, insan sagligina yaratlh olan
mineralleri icermektedir. Bu minerallerin baginda
Ca, P, K, Fe ve Mg gelmektedir. Bunlarin yaninda
alic meyvesi, 6nemli derecede karbonhidrat, seker
ve vitamin icermektedir (Ozcan vd., 2005). Ek
olarak ali¢c meyvesi, apijenin, kuersetin, klorojenik
asit, gallik asit, viteksin, kumarik asit, kafeik asit,
narinjenin ve kratenasin gibi fenolik maddeler
bakimindan da olduk¢a zengindir (Coklar vd.,
2018). Fenolik maddeler, insan sagligi acisindan
oldukca 6nemli olan sekonder metabolitlerdir
(Lapornik vd., 2005). Bu maddeler, bitki biyiimesi
ve tremesinde patojenlere kars1 etkili bir koruma
saglamakta, meyve ve sebzelerin renk ve duyusal
Ozelliklerine katkida bulunmaktadirlar (Popa vd.,
2008; Ignat vd., 2011).

Geleneksel ekstraksiyon yontemleri (maserasyon,
sokslet, perkolasyon vb.), ylksek enetji titketimi,
stiren eckstraksiyon siiresi, biyoaktif
bilesiklerin degradasyonu ve yiksek c¢ozici
tiketimi gibi dezavantajlara sahiptirler. Bu
dezavantajlart ortadan kaldirmak ve ayni zamanda
ekstraksiyon verimini arttirmak icin, mikrodalga
ve ultrases destekli ekstraksiyon gibi yenilikei
yontemlerin - kullanimi  son  yillarda 6nemli
derecede artmustir (Chemat vd., 2011; Kaderides
vd., 2019).

uzun

Mikrodalga  destekli ~ ekstraksiyon,  gida
materyallerinden fenolik maddelerin eldesinde,
son yillarda yaygin olarak kullanidmaktadir.
Yiksek frekanslt elektromanyetik dalgalara sahip
olan mikrodalganin ¢alisma prensibi, iyonik iletim
ve dipol rotasyona dayanmaktadir (Xia vd., 2013;
Nitthiyah vd., 2017; Meda vd., 2017). Iyonik
iletim, iyonlarin elektrik alanin etkisi altinda gé¢
etmesine ve 1s1 Uretme kabiliyeti olarak
tamimlanmaktadir.  Dipol rotasyon ise su
molekillerinin yitksek frekansta elektrik alant
icinde hareketine baglt olarak, materyal icinde 1st
olusturmasina dayanmaktadir (Fanari vd., 2020).
Mikrodalga destekli ekstraksiyonda,
elektromanyetik  dalgalar ekstraksiyon islemi
strasinda ¢oziicii ve Grnedin 1smnmasint saglar. Bu
yontemde, ekstraksiyon islemi icin segilen
¢ozlcinlin mikrodalga enetjisini absorblama
yetenegi ve Ornek ile ¢ozelti arasindaki etkilesim
cok o6nemlidir (Lopez-Avila, 1999). Geleneksel
yontemlerle  yapilan  ekstraksiyonlar  ile
kiyaslandiginda, mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemi, dusiik ¢6ziict tiketimi, zaman tasarrufu
ve ylksek ekstraksiyon verimi gibi avantajlara
sahiptir (Lovri¢ vd., 2017). Son zamanlarda
yapilan calismalar incelendiginde, mikrodalga
destekli ekstraksiyonun, muz kabuklarindan
pektin eldesinde (Swamy ve Muthukumarappan,
2017), kurutulmus paguli  yapraklart  ve
adacayindan ugucu yag eldesinde (Kusuma vd.,
2018; Wei vd., 2018), kahve telvesi ve nar
kabuklarindan polifenol eldesinde (IKKaderides vd.,

2019;  Pettinato  vd., 2019)  kullaniddig
gbrulmustir.

Isi1  olmayan gida muhafaza yOntemleri
kullanimiyla, gidalarda 1s1l islem ile birlikte ortaya
ctkan kalite kayiplarinin azaltilmast

amaclanmaktadir. Ultrases destekli ekstraksiyon
da bu amacla kullanilan yontemlerden biridir
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(Baysal ve Icier, 2012). Ultrases, ses dalgalarinin
saniyede 20.000 ve daha fazla titresmesi sonucu
olusmaktadir. Gida teknolojisinde kullanilan
ultrases ekipmanlart 20 kHz-10 MHz frekans
arahiginda degismektedir (Knorr vd., 2004).
Ultrases destekli ekstraksiyon islemi kavitasyon
olgusu ile iligkilendirilmektedir.  Ultrases
etkisindeki ~ sivilarda, mikro  kabarciklarin
olusmasi, genlesmesi ve patlamast sonucu ortaya
ctkan bu olaya "akustik kavitasyon" ad:
verilmektedir (Piyasena vd., 2003). Patlama ile
kabarcigin etrafinda, 5500 °C’ye ve 50 MPa ulasan
¢cok yiksek sicakllk ve basing bolgeleri
olusmaktadir (Pico, 2013). Ultrases teknolojisi ile
olusan bu kavitasyon nedeniyle, materyalin hiicre
duvarlart  parcalanmakta, ¢6zlclnin
penetrasyonu artmakta ve boylece kiitle transferi
olumlu yonde etkilenmektedir (Awad vd., 2012).
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar incelendiginde,
ultrases destekli ektraksiyonun, kakao cekirdegi
(Quiroz-Reyes vd., 2013), siyah ¢ay (Both vd.,
2014), mor tath patates (Zhu vd., 20106), patates
kabuklart (Kumari vd., 2017) ve portakal posast
(Ghasempour vd., 2019) gibi farkli materyallerde

urune

biyoaktif  bilesiklerin  eldesinde  kullanildigt
gOrilmistir.
Bu calismada, alic meyvesinden (Crataegus

monogyna) tarklt proses kosullarinda (glg, stire ve
katt oran) mikrodalga ve ultrases destekli
yontemler kullanilarak, fenolik maddeler ekstrakte
edilmistir. Maserasyon yOntemi ise kontrol grubu
olarak kullamilmustir. Farkli yontemler ile elde
edilen ekstraklarin  toplam fenolik madde
miktarlart ve renk degerleri karsidastirlmis olup,
sonuglara gore alic meyvesi i¢in en uygun
ekstraksiyon yontemi belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada kullandan alic meyvesi  (Crataegus
monogyna), hasat doéneminde (Eylil ve Ekim
aylar1), Ankara ilinin G&lbast ilgesindeki, yerel
ureticiden temin edilmistir. Alic  meyvesi,
oncelikle sap ve cekirdeklerinden ayrilmis, daha
sonra maksimum 5 mm capinda olacak sekilde,
kiiciik parcalar haline getirilmistir. Depolama
sirasinda disaridan nem almamast icin, 18x23
ebatlarindaki vakum posetlere konularak, vakum

paketleme (Stilea, VM 501, Cin) yapimis ve
analizlerde kullanilmak tzere -18 °C’de muhafaza
edilmistir. Alic meyvesinin baglangic nem degeri
kizilbtesi nem tayin cihazt (MA 150, Sartorius,
Almanya) ile belirlenmis ve %68%0.92 olarak
Olctlmustir.

Maserasyon

Maserasyon yonteminde iki farkli katt oraninda
(%5 w/v ve %10 w/v) hazitlanan 6rnekler 24 saat
boyunca 25 °C’de bekletilmistit (Xu vd., 2017).
(Cozict olarak su kullandmis ve bu yontem ile
elde edilen sonuglar, kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen ekstraktlar, amber
renkli siselere konulmus olup, fiziksel ve kimyasal
analizler yapilincaya kadar -18 °C’de muhafaza
edilmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Ali¢ meyvesi, ev tipi bir mikrodalga firinina 3
kademeli bir sogutucu entegre edilerek
olusturulan mikrodalga ekstraksiyon sistemi
(GMOM 25, General Electric, ABD) ile ekstrakte
edilmistir. Kullanilan mikrodalga ekstraksiyon
sisteminin  sematik  diyagrami  Sekil  1’de
verilmigtir. Cozicl olarak su kullandmistir ve
calismada  kullamilan  proses  kosullart  6n
denemeler ile belirlenmistir. Ektraksiyon, farkls
katt orant (%5 w/v ve %10 w/v), farklt
mikrodalga gtici (180, 270 ve 360 W) ve farkli
ekstraksiyon stirelerinde (5, 10, 20, 30 dk.)
uygulanmistir. Ornekler 30 mL ¢éziicii icerisinde
balonjojede  karstrilarak  mikrodalga  firina
konulmustur. Mikrodalga ekstraksiyonu sonunda,
ckstraklarin sicaklik degerleri 80+4 °C olarak
olctlmistiir. Islem sonrasinda 6rnek+coziicii
karisimi, kaba filtre kagidindan stzilerek, katt
partikiillerinden  ayrlmustir.  Elde  edilen
ekstraktlar, amber renkli siselere konulmus olup,
fiziksel ve kimyasal analizler yapilincaya kadar -18
°C’de muhafaza edilmigtir.

Ultrases destekli ekstraksiyon

Ekstraksiyon, farkli katt orant (%5 w/v ve %10
w/v) ve farklt sonikasyon sirelerinde (1, 10, 20,
30, 50, 70 dk.), 50 °C sicakliktaki ultrases banyoda
(RK 100 H, Bandelin Sonorex, Almanya)
yapilmistir. Yapilan 6n denemelerde, calismada
kullanilan ultrasonik banyonun 50 °C civarinda
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oldukca stabil kaldigt gé6zlenmekle birlikte,
sicaklik  artist  olmamasit  adina  gerektigi
durumlarda, 50 °C’de sabit tutabilmek icin
gerektiginde banyoya buz eklemesi yapilmistir.
Ultrasonik banyo i¢ine ¢6ztci hacmi 100 mL
olacak sckilde 6rnek yetlestirilmistir. Cozucl
olarak su kullanlmustir. Islem  sonrasinda
ornek+¢ozict karisimi, kaba filtre kagidindan
stzllerek katt partikiillerden ayrilmistir. Elde
edilen ekstraktlar, amber renkli siselere konulmusg
olup, fiziksel ve kimyasal analizler yapilincaya
kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.

O

oo

L e ——

Sekil 1. Mikrodalga ekstraksiyon sisteminin
sematik diyagrami
Figure 1. Schematic diagram of microwave-assisted
extraction

Nem tayini

Alig 6rneklerinin nem igerigi, kiziltesi nem tayin
cihazt  (MA150, Sartorius, Germany) ile
belirlenmistir.

Toplam fenolik madde (TFM) miktarinin
belirlenmesi

Farkli ekstraksiyon yontemleri sonunda elde
edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde
miktarlar;, Folin-Ciocalteu yontemine gdre
belitlenmistir (Coklar ve Akbulut, 2016). 1 mL
ekstrakt tipe alinarak, tzerine 5 ml. Folin-
Ciocalteu c¢ozeltisi (1:10) ve 4 ml sodyum

karbonat-Na;CO3 (%7.5) ¢oOzeltisi eklenmistir.
Hazirlanan tlpler oda sicakliginda, karanhk bir
ortamda 2 saat bekletilmistir. Sure sonunda UV-
VIS spektrofotometrede (Lambda35, Perkin
Elmer, ABD) 765 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Sl¢tlmistir. Gallik asit referans madde
olarak kullanilmistir ve sonuglar mg Gallik Asit
Esdegeri (GAE)/g kuru madde olarak verilmistit.
Analizler iki tekerrtitlii olarak yapilmistir.

Renk degerlerinin belirlenmesi

Farkli ekstraksiyon yontemleri sonunda elde
edilen ekstraktlarin renk degerleri, CIE sistemi
esasina  dayanarak, kolorimetre  yardimiyla
(Konica Minalta, C-400, Japonya) Olcilmustiir.
Sivi fazda bulunan ekstraktlarin renk Olctiimleri
icin 6zel yapilmis Oletim kabi kullandmistir.
Olciim parametrelerinden ¥ degeri  agiklik-
koyuluk, a* degeri kirmizilik-yesillik ve b* degeri
sartlik-mavilik, kroma degeri (C*) matlik-canlilik,
Hue degeri (h°) renk acist ve AE degeri toplam
renk farki hakkinda bilgi vermektedir (Akbulut ve
Coklar, 2008).

Istatiksel analiz

Bulgulara yonelik istatistiksel analizler, MINITAB
17.1.1.0 (Minitab, State Collage, PA, ABD) paket
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bagiml
degiskenler arasindaki farklilik, ANOVA-Tukey

testi ile P <0.05 Onem derecesine gore
belirlenmistir.
SONUCLAR VE TARTISMA

Toplam fenolik madde miktar1

Farkli mikrodalga gtglerinde (180, 270 ve 360 W),
ekstraksiyon siirelerinde ve katt oranlarinda (%5
ve %10), mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde
edilen ekstraktlarin TFM miktarlarindaki degisim
Sekil 2 ve Sekil 3’te verilmistir. %5 katt orant icin
aynt ekstraksiyon strelerinde, artan mikrodalga
glicline baglt olarak, elde edilen TFM miktarlar
arasindaki  fark istatistiksel acidan Gnemli
bulunmamistir (P >0.05). Ayrica, %5 katt
oraninda ve 180 W mikrodalga giiciinde islem
goren Ornekler icin, ekstraksiyon suresindeki
degisimin TFM miktar1 tizerine istatiksel olarak
bir etkisi gorilmemistir (P >0.05). Bunun yant
sira, %5 katt oraninda, 270 ve 360 W mikrodalga
gliclerinde yapilan ekstraksiyon islemi sonucu elde
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edilen ekstraktlarda ise ekstraksiyon stiresindeki
artisin TFM miktar1 Gzerine etkili oldugu tespit
edilmistir (P <0.05). %10 kat1 oraninda ise, ayni
ekstraksiyon suresinde mikrodalga glictindeki
degisimin TFM miktar1 iizerine istatistiksel olarak
onemli bir etki goéstermedigi bulunmustur (P
>0.05). Her iki kat1 orant igin (%5 ve %10) TFM
miktarlar1  incelendiginde, en yiiksek degerin
(9.31£0.15 mg GAE/g kuru madde), %5 kat
oraninda, mikrodalga giiciniin 270 W ve
ekstraksiyon stresinin 20 dakika oldugu proses
kosullarinda elde edildigi tespit edilmigtir. Bunlara
ek olarak, katt oram1 ve mikrodalga giicii
interaksiyonunun toplam fenolik madde miktart
tzerine etkili oldugu (P <0.05) gérilmustir. Bu
bulguya gbre, katt bagina disen ¢oziici miktart
artirldiginda, TFM eldesinde de 6nemli bir artig
oldugu séylenebilir. Cézlict miktarindaki artis ile
hiicrelere daha fazla ¢oziici niifuz etmekte ve

dolayist ile daha yiksek miktarda TFM eldesi
mimkin olmaktadir ve bu durum bircok arastirict
tarafindan da rapor edilmigtir. Ornegin, Alifaki
(2019) gilaburu meyvesinden farkli mikrodalga
giicti (90-450 W), farkli ekstraksiyon siiresi (1-120
dakika) ve farklt kati:cézich oraninda (5:100-
15:100  g/ml), toplam  fenolik  madde
ekstraksiyonu gerceklestirmistir. En yiiksek TFM
miktari (yaklastk 70 mg/g kuru madde), ¢ozicu
miktarinin  en  yiksek oldugu 5:100 g/mL
katt:cbzicti oraninda elde edilmistir. Yesiloren
Akal (2019) siyah havug posasindan mikrodalga
destekli ektraksiyon yontemi ile fenolik bilesik
eldesi Uzerine calismistir. Sonucta  bizim
calismamiza benzer olarak, kullanilan birim kati
basina dusen ¢Ozici miktarinin 2 katina
cikarilmast ile TFM ekstraksiyonunda %17 artis
saglandigt rapor edilmistir.

180 W

=270 W

360 W

TFM (mg GAE/g kuru madde)
S = N W AR NN 0 O O

10 15

20 25 30 35

Ekstraksiyon siiresi (dakika)
Sekil 2. MDE ile elde edilen 6rneklerin TFM miktarinin mikrodalga gtict (180, 270 ve 360 W) ve
ekstraksiyon siiresi (5, 10, 20 ve 30 dk.) ile degisimi (%5 kat1 oraninda)
Figure 2. Variation of TPC of MAE samples with respect to microwave power (180, 270 and 360 W) and extraction
time (5, 10, 20 ve 30 min.) (for 5% solid ratio)
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Ekstraksiyon siiresi (dakika)
Sekil 3. MDE ile elde edilen 6rneklerin TFM miktarinin mikrodalga gtict (180, 270 ve 360 W) ve
ekstraksiyon siiresi (5, 10, 20 ve 30 dk.) ile degisimi (%10 kat1 oraninda)
Figure 3. Variation of TPC of MAE samples with respect to microwave power (180, 270 and 360 W) and extraction
time (5, 10, 20 ve 30 min.) (for 10% solid ratio)

Ozbek vd. (2018) yapmis olduklari calismada,
farkll mikrodalga gliclerinde (170-280 W) fistik
kabugundan toplam fenolik madde ekstraksiyonu
gerceklestirmislerdir ve optimum verimin elde
edildigi mikrodalga glicini, 250 W olarak
bildirmislerdir. Bu calismada da  yiksek
mikrodalga gtictiniin TFM miktart Gizerine pozitif
etkisi g6rilmemistir.

Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen Orneklerin  TFM miktarlarinin, farkls
sonikasyon sureleri (1, 10, 20, 30, 50 ve 70 dk.) ve
kati oranlart (%5 ve %10) ile degisimi Sekil 4’te
verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde,
iki farkli kati oraninda da sonikasyon siiresinin
artmastyla TFM miktarinin artt®t gézlenmistir (P
<0.05). Bu durum artan sonikasyon siiresi ile daha
fazla fenolik maddenin ¢Oziinerek ¢oziiclye
gecmesinden kaynaklanmaktadur. UDE
yonteminde, en ylksek toplam fenolik madde
miktari (5.34£0.68 mg GAE/g kuru madde), kati
oraninin %5 ve sonikasyon siresinin 70 dakika
oldugu proses kosullarinda elde edilmistir. Her iki

kat1 oraninda da yapilan ekstraksiyon isleminde,
30. dakikadan sonra MDE yontemi ile elde edilen
sonuclara benzer olarak, birim kat1 basina diisen
cozlict miktart arttikca, TEM miktarinin arttigt
gOriilmistir, ancak bu artis istatistiksel acidan
6nemli bulunmamistir (P >0.05). Bu sonugtan

yola ctkilarak  ¢6ziich  oranindaki  artisin,
ekstraksiyon  hizt  tzerinde etkili oldugu
sOylenebilir. ~ Alifaki  vd.  (2018) gilaburu

meyvesinde farkli katr:¢6ziicti oranlarinda (5:100,
10:100, 15:100) ultrases destekli ekstraksiyon ile
TFM eldesi tzerine calismislardir.  Calisma
sonucunda, bu calismada bulunan sonuclara
benzer olarak, birim katt bagina disen ¢ozicl
miktarinin artmast ile TFM veriminin arttiint
bildirmislerdir. Khan vd. (2010) taratindan yapilan
bir calismada, portakaldan maserasyon ve ultrases
destekli ekstraksiyon yontemleri ile polifenoller
ekstrakte edilmistir. Calisma sonucunda ise TFM
miktart ve ekstraksiyon veriminin ultrases destekli
ekstraksiyon yontemi ile daha yiiksek oldugu
rapor edilmistir.
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Sekil 4. UDE ile elde edilen 6rneklerin TFM miktarinin sonikasyon stiresi (1, 10, 20, 30, 50 ve 70 dk.)
ve katt orant (%5 ve %10) ile degisimi
Figure 4. Variation of TPC of UAE samples with respect to sonication time (1, 10, 20, 30, 50 and 70 min.) and
solid ratios (5% and 10%)

MDE ve UDE yontemleri ile edilen en yiksek
TEFM miktarlart sirast ile 9.31£0.15 (katt orant:
%5, mikrodalga gticti: 270 W, stire: 20 dakika) ve
5.3410.68 mg GAE/g kuru madde (katt orant:
%5, stire: 70 dakika) olarak bulunmustur. Kontrol
grubunda ise TFM miktart %5 katt orant igin
3.00£0.10; %10 katt orant i¢in 2.49%0.15 mg
GAE/g kuru madde olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglara gore, hem elde edilen TFM miktart hem
de  ckstraksiyon  siiresi acisindan  MDE
yonteminin, maserasyon ve UDE y6ntemine gore
daha iyi oldugu soylenebilir. MDE y6nteminin
veriminin yuksek olmasinin nedeni
mikrodalgalarin  hacimsel 1sitma  Gzelliginde
olmasidir. Ayni zamanda MDE yontemi ile elde
edilen ekstraklarda OGlctilen son sicakligin (~80
°C), maserasyon (25 °C) ve UDE (50 °C)
yontemine goére daha yiksek olmasindan da
kaynaklandigi dustinilmektedir. Bu sonuglara
benzer olarak Dahmoune vd. (2014) sakiz agact
yapraklarindan, Radojkovic vd. (2018) karadut
yapraklarindan, Baltacioglu vd. (2019) seftali
posasindan fenolik maddelerin ekstraksiyonu icin
MDE ve UDE yontemlerini kullanmislar ve
MDE yo6ntemi ile daha yiksek TFM ekstrakte

edildigini  bildirmislerdir. Pan vd.  (2003)
tarafindan yapilan bir calisgmada, vyesil c¢ay
yapraklarindan ¢ay polifenollerini  ve cay

katesinlerini, maserasyon, mikrodalga ve ultrases
destekli ekstraksiyon yoéntemleri ile ekstrakte
etmislerdir. Calisma  sonucunda,  MDE
yonteminin, ckstraksiyon stresi, ekstraksiyon
verimi ve ekstrakte edilen polifenol ile katesin
miktarlart agisindan daha etkili oldugu sonucuna
varmiglardir.

Renk

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen ekstraklara ait renk degerleri Cizelge 1’de
verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda,
MDE yo6ntemi ile elde edilen ekstraktlardaki L*
degerleri tizerine katt oraninin ve islem siiresinin
istatistiksel olarak etkili oldugu gbrulmustir (P
<0.05). MDE y6ntemi ile elde edilen 6rneklerde,
katt oranindaki artigla birlikte L* degerlerinin
azaldigl (ekstraktlarin renklerinin  koyulastigy)
gbrilmuistir. Maksimum TFM miktart en actk
renkli ekstraktta (%5 katt oraninda) elde edilmis
olmasi geliskili gibi gériinse de bu durum toplam
fenolik bilesik miktart sonuclarinin, kuru madde
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tizerinden hesaplanmasindan kaynaklanmaktadir.
Baska bir deyisle, ¢6zlict miktarinin fazla olmast
orneklerin renginin seyrelmesine ve daha acik
renkte olmasina sebep olmustur. a* degetleri
Uzerine katt orani, siire ve mikrodalga glicinin
etkili oldugu bulunmustur (P <0.05). b* degerleri
ise sadece degisen kati oranindan etkilenmistir (P
>(0.05). C* ve AE degerleri her iki katt orani icinde

ayrt ayrt incelendiginde, ayni siirelerde artan
mikrodalga glicine baglt olarak aralarindaki farkin
istatistiksel agidan etkili olmadigr goriilmiistiir (P
>0.05). h® degeri icin ise %05 katt oraninda, 270 ve
360 W mikrodalga giiclerinde, %10 katt oraninda
ise sadece 360 W mikrodalga giiciinde artan
streye baglt olarak aralarindaki farkin istatistiksel

actdan anlamsiz oldugu gorilmistir (P >0.05).

Cizelge 1. MDE ile elde edilen ekstraktlarin 1*, a*, b*, C*, h® ve AE degetlerinin farkh mikrodalga

glicleri (180, 270 ve 360 W), ekstraksiyon siireleri (5, 10, 20 ve 30 dk.) ve katt oranlar1 (%5 ve %10) ile

degisimi
Table 1. Variation of L%, a*, b, C¥* b° and AL values of MLALE samples with respect to microwave power (180,
270 and 360 W), extraction time (5, 10, 20 ve 30 min.) and solid ratios (5% and 10%)

Renk degerleri  Katt orant Sire (dk.)

Color values Solid ratio Time (min.) 180W 270\ 360\
5 33.3520.7244  31.42+0.365A8  31.4010.48A
05 10 30.64%0.002A 30.24%0.6228 31.20£0.1724A
20 31.03£0.40+4  30.77£0.20+A8  30.29%0.5124
L* 30 31.01£1.4224 32.03%£0.1024A 31.95£1.9824A
5 31.51£1.1924 27.8410.36>A  28.8510.60>-A
910 10 28.21%0.58+A 27.54+1.032 29.48+1.82:7
20 28.2911.1224 29.284+1.22:A 29.28+1.722A
30 28.981+0.3124A 27.42+0.472A 27.60+0.88>
5 -0.32+0.05B -0.12£0.06%A -0.12£0.06%A
05 10 -0.15£0.00bAB 0.01£0.032A -0.1410.05>4A
20 -0.03+0.1127 0.02£0.092A 0.04£0.022A
o 30 -0.0710.02:28 -0.07£0.08~A -0.12£0.23%A
5 -0.41£0.01<B -0.1210.0008 -0.08£0.0122
%10 10 -0.0410.002A 0.05%0.05+8 -0.13£0.242A
20 0.17£0.082A 0.12£0.102A -0.09£0.2422
30 0.17£0.092A 0.2320.022A 0.19£0.07»A
5 5.31£0.75%A 5.07£0.302A 5.21£0.522A
%5 10 6.15%0.002A 5.59£0.28A 5.64£0.78A
20 5.78%1.17»A 6.49%1.302A 6.00£0.382A
- 30 6.16%0.202A 6.2620.502A 6.19£0.302A
5 7.03£0.872A 6.29%0.642A 6.31£0.662A
%10 10 6.50£0.712A 5.91£0.03»A 6.94£0.402A
20 6.91£0.45%A 5.7620.102A 6.51%0.78»A
30 6.49£0.08»A 4.9810.28+A 6.17£0.69+A
5 5.32%0.75%A 5.07£0.312A 5.21£0.512A
%5 10 6.1320.042A 5.59£0.28A 5.64%0.78A
20 5.78%1.17A 6.49%1.302A 6.00£0.382A
Cx 30 6.1620.202A 6.2620.502A 6.19£0.302A
5 7.04£0.872A 6.29%0.642A 6.31£0.66A
%10 10 6.50£0.712A 5.91£0.03»A 6.9420.402A
20 6.91£0.45%A 5.7620.102A 6.51£0.792A
30 6.49£0.092A 4.9910.282A 6.17£0.69A
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Cizelge 1. devam

Table 1. continue

Renk degerleri  Katt orant Sire (dk.)

Color values Solid ratio Time (min.) 180W 270\ 360\
5 93.3910.1124 91.3220.6024A 91.26%0.834A
05 10 91.36£0.01=48  89.86%0.27>A 91.38%0.2724A
20 90.19%£1.0228 89.72£0.77»A 89.72%0.18»A
he 30 90.5910.19+8 90.54%0.702A 91.19£2.1224
5 93.2810.4724A 91.05£0.11bA 90.71£0.18bA
%10 10 90.29£0.07+8  89.54%0.51AB  91.00%1.892A
20 88.66x0.61+8 88.83£0.93~B 90.6311.982A
30 88.59£0.79+8 87.43%0.06~P 88.331£0.43~A
5 2.59%0.9624 3.61£0.472A 3.71£0.702A
%5 10 4.8810.0224 4.8810.67+A 4.1510.63A
20 4.4410.452A 5.07£1.05A 5.09£0.172A
AR 30 4.6711.15A 4.0610.352A 417113724
5 4.3411.40:A 6.83%0.58%A 5.9240.842A
%10 10 6.58%0.842A 6.97£0.982A 5.81£1.2224A
20 6.71£1.192A 5.31%1.1624A 5.7511.042A
30 5.91£0.322A 6.84£0.392A 7.04£0.55%A

Ayni kolonda farkli harfler (a, b vd.) glice gbre istatistiksel olarak farklidir (P <0.05). Ayni kolonda farkls harfler (A, B vd.) streye

gore istatistiksel olarak farkhidir (P <0.05).

Columns with different letters (a, b i.c.) are significantly different (P <0.05) with respect to power. Columns with different letters (A, B i.e.) are

significantly different (P <0.05) with respect to time.

Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen ekstraklara ait renk degerleri ise Cizelge
2’de verilmistir. L* degetlerinin  sabit katt
oraninda, artan ekstraksiyon siiresine bagl olarak
istatistiksel acidan 6nemli derecede degismedigi
bulunmugtur (P >0.05). Ayni katt oranlarinda,
artan ekstraksiyon siiresine bagli olarak elde edilen
a* degerleri azalirken, b* degerlerinde ise artis
oldugu gorilmistir (P <0.05). a* degerlerindeki
bu azalls kirmiziik  degerinin  azaldigint
gostermektedir.  Ruiz-Rodriguez  vd. (2014)
tarafindan yapilan c¢alismada, alic meyvesinin
yiksek antosiyanin = igerigine (en  yuksek
pelargonidin-3-glukozit) sahip oldugu
belirtilmistir. Calismamizdaki a* degerlerindeki
azalisin sebebi, ekstakte edilen kirmizt renkli
antosiyaninlerin, artan ekstraksiyon siresiyle
degradasyona ugramasi olabilir. Bunun yant sira,
artan sure ile TEM miktarinda artis olmast kirmizi
renkli  fenoliklerin  disinda  baska  fenolik
maddelerin ekstrakte edilmesiyle
iliskilendirilebilir. C* degerlerinin ayni stirelerdeki
artan katt oranina baglt olarak genellikle arttig1 ve
bu artisin istatistiksel acidan Onemli oldugu
gorilmistir (P <0.05). Bu durum yukarida

belirtildigi gibi artan ekstraksiyon siiresi ile birlikte
fenolik maddelerin ekstraksiyonun artmasindan
kaynaklanabilir. Her iki katt orant icin AE
degerleri incelendiginde ise farkli ekstraksiyon
streleri arasindaki farklar istatistiksel acidan
anlaml bulunmamistr (P >0.05). Bunun yaninda
h° degetlerine bakildiginda ise %5 katt orant icin
artan surenin etkisi istatistiksel acidan Onemli
bulunurken (P <0.05), %10 kat1 orani i¢in artan
strenin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
gorilmistir (P >0.05).

Kontrol grubuna ait %5 ve %10 katt orani icin
strastyla L* degerleri 34.32+0.16 ve 34.08%0.02;
a* degerleri -0.30%0.04 ve -0.34%0.01; b*
degerleri 2.9310.03 ve 3.55+0.02; C* degerleri
2.9510.03 ve 3.5610.02; h° degetleri ise
95.8710.65 ve 95.47%0.19 olarak bulunmustur.
Maserasyon, MDE ve UDE yontemleri ile elde
edilen renk degerleri karsilastinldiginda, her iki
kati oraninda da, maserasyon ve UDE y6ntemi ile
elde edilen 6rneklerin L* degerleri daha fazla
bulunmustur. Diger bir ifadeyle, maserasyon ve
UDE yo6ntemi ile elde edilen ekstraktlarin daha
acitk bir renge sahip oldugu goriilmistir. Bu
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bulgu, maserasyon ve UDE yontemi ile elde
edilen TFM miktarinin, MDE yontemi ile elde

Cizelge 2. UDE ile elde edilen ekstraktlarin L*, a* b*, C*, h® ve AE degetlerinin farkli sonikasyon

edilen miktara oranla
ortismektedir.

daha az olmast

streleri (1, 10, 20, 30, 50 ve 70 dk.) ve katt oranlar1 (%5 ve %10) ile degisimi
Table 2. Variation of L%, a*, b*, C* h° and AE values of UAL samples with sonication time (1, 10, 20, 30, 50
and 70 min.) and solid ratios (5% and 10%)

ile

Katt Orant
Renk degerleri Sire (dk.)
Color values Time (min.) %5 %10
5% 10%
1 35.15+0.202A 34.1710.422A
10 33.82£0.32»A 33.00£0.63~A
i 20 34.53£0.1024 33.15£1.87»A
30 35.02£0.022A 34.07£0.4624
50 34.51+0.062A 34.16+0.512A
70 34.58+0.17»A 34.03+0.05%A
1 -0.02+0.002A -0.18+0.04~8
10 -0.1310.042b:A -0.2810.042b:A
- 20 -0.17£0.002b:A -0.26£0.172>A
30 -0.26£0.02bA -0.4610.04>B
50 -0.2710.02bA -0.50%0.04>8
70 -0.25%0.02bA -0.5210.03b8
1 2.42£0.04>8 4.60£0.04>A
10 4.43%0.01~B 6.62%0.542bA
- 20 4.14%0.004 6.10£0.88b-A
30 4.33£0.00~8 6.67£0.58bA
50 4.56%0.2224 6,51£0.53bA
70 4.81£0.05%B 6.83+0.122A
1 2.42£0.07>8 4.60£0.04b>A
10 4.43£0.02~8 6.63£0.542b-A
C* 20 4.14%0.0124 6.11£0.872b:A
30 4.34%0.01~B 6.69£0.58bA
50 4.57£0.4527 6.52%0.532bA
70 4.824+0.1124 6.85£0.122A
1 90.45%0.175>B 92.27£0.4624
10 91.67+0.99ab-A 92.421+0.53A
he 20 92.3410.092b-A 92.56+1.98A
30 93.43£0.654 93.99£0.65%4
50 93.36£0.08~8 94.37£0.012A
70 92.96£0.522A 94.32+0.16~4
1 1.02£0.362A 1.10£0.072A
10 1.65%0.222A 3.27£0.7224
AE 20 1.2410.042A 2.93%+1.3624
30 1.57+0.012A 3.14%0.58+4
50 1.6510.432A 2.98%0.512A
70 1.91+0.15%B 3.2940.1224

Ayni kolonda farkli harfler (a, b vd.) siireye gore istatistiksel olarak farkluder (P <0.05). Ayni kolonda farkli harfler

(A, B vd.) kat1 oranina gore istatistiksel olarak farklidir (P <0.05).

Columns with different letters (a, b i.e.) are significantly different (P <0.05) with respect to time. Columns with different letters (A, B

i.e.) are significantly different (P <0.05) with respect to solid ratio.
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Sonu¢ olarak bu calismada, MDE yoénteminde,
180, 270 ve 360 W mikrodalga giicleri kullanilarak
5, 10, 20 ve 30 dakikalarda elde edilen TEFM
miktarlart degerlendirildiginde, birim katt madde
miktarina disen ¢6zucl miktart artttkca TFM
miktarinda da artis gérilmistiir. Baska bir deyisle,
dustik katt oranina sahip 6rneklerde TFM miktart
daha ytksek bulunmustur. MDE yontemi ile ali¢
meyvesinin ' TFM  miktarinin = 9.31+0.15 mg
GAE/g kuru madde degeri ile en yiksek oldugu
kosullar, %5 kat1 orant, 270 W mikrodalga giicii ve
ekstraksiyon siiresinin 20 dakika oldugu durumda
elde edilmistir. Bu durum 270 W giicinde 20.
dakikadan sonra artan sicaklikla bitlikte fenolik
maddelerin zarar gérmesi, daha kisa siirelerin ise
fenolik maddelerin ekstraksiyonu icin yetersiz
kalmasi ile aciklanabilir. En distik TFM miktar
ise %5 katt orani, 360 W mikrodalga giici ve
ekstraksiyon siiresinin 5 dakika oldugu kosullarda
43910.89 mg GAE/g kuru madde olarak
bulunmugstur. UDE y6nteminde ali¢ meyvesinin
TFM miktar1 en yuksek 5.34%0.68 mg GAE/g
kuru madde olarak %5 katt oraninda ve
sonikasyon stiresinin 70 dakika oldugu kosullarda
elde edilmisken, en distik deger 1.980.31 mg
GAE/g kuru madde olarak, ayni katt oraninda
sonikasyon stiresinin 1 dakika oldugu kosulda
bulunmugtur. Kontrol grubunda ise ali¢
meyvesinde TFM degeri %5 kati orant icin
3.00£0.10; %10 kati orant igin 2.49%0.15 mg
GAE/g kuru madde olarak tespit edilmistir. Bu ti¢
yontemin TFM  miktarlart  karsilastirdiginda,
MDE y6ntemi ile maserasyona kiyasla 3 kat, UDE
yontemine gore yaklagitk %74 oraninda daha
yiksek TFM iceren ekstraktlar elde edilmistir.
Bunun yani sira, MDE yontemi ile ekstraksiyon
suresi, UDE yontemine kiyasla 3.5 kat daha
azalmistir. Renk degerleri kiyaslandiginda, TFM
sonuglarina paralel olarak, L* degerinin MDE
yonteminde daha dusiik, yani daha koyu renk
olusturdugu belirlenmistir. UDE y6nteminde katt
oranin artmast a* degerlerinin azalmasina, b*
degetlerinin ise artmasina neden olmustur. Tim
bu veriler 1siginda, MDE yonteminin alig
meyvesinden TFM ekstraksiyonu i¢in daha uygun
bir yéntem oldugu sonucuna varilmistir.

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

YAZAR KATKILARI

MSY, NK ve GME deneylerin planlanmasi ile
yapilisinda goérev almislar ve taslak metni
olusturmuslardir. OS ve Al danisman olarak
calisma fikrinin olusmasinda, deney tasariminin
olusturulmasinda, verilerin degerlendirilmesinde
ve taslagin kontrolinde/duzenlenmesinde gorev
almislardir. Yazarlar makalenin son halini okumus
ve onaylamustir.
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Bu ¢alismada, model siitli tatlida katmanlt bir yapi olusturularak homojen olmayan dagilim ile yag azaltma
amaglanmistir. Bu amacla, %5 yag icerigine sahip model siitlii tatlt ve yag icerigi %025 ve %30 azalacak sekilde
homojen ve inhomojen dagilima sahip siitlii tath formiilasyonlar: hazidanmustir. Ayt yag icerigine sahip
homojen 6rneklerin I.* degerinin inhomojen Srneklerin I.* degerinden daha yiiksek oldugu saptanmustur.
Orneklerin a* ve b* degetlerinin sirastyla -2.07 ile -2.51 ve 10.86-12.63 arasinda degistigi ve yag1 azaltilmis
Orneklerin sertlik, dis yapiskanlik, i¢c yapiskanlik, sakizimsilik, ¢ignenebilirlik ve esneklik degetleri arasinda
fark olmadigi saptanmustir. Yag icerigi %25 azaltlmis homojen ve inhomojen yapidaki formiilasyonlarin
gorinis ve agizda alglanan kivam degerleri diger formiilasyonlara gére daha yiksek belirlenmistir.
Inhomojen yapida, yag icerigi %25 azaltlmis tatl Grneginin lezzet agisindan en gok tercih edildigi tespit
edilmistir. Calisma sonucunda, inhomojen katmanli yapi ile yag icerigi azaltlmis model sttlii tatlilarin
homojen dagilim gdsteren rneklere gore daha fazla tercih edildigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Sttlii tatli, yag azaltma, inhomojen dagilim, homojen olmayan dagilim

FAT REDUCTION BY INHOMOGENEOUS DISTRIBUTION IN MODEL
DAIRY DESSERT

ABSTRACT

The aim of this study was to reduce the fat content of model dairy desert using inhomogeneous
distribution by creating a layered structure. For this purpose, a dairy dessert with 5% fat content was
chosen as a model, and homogeneous and inhomogeneous distribution formulations were prepared
so that the fat content was reduced by 25 and 30%. The L* value of the homogeneous samples with
the same fat content was determined to be higher than the L. * value of the inhomogeneous samples.
The a* and b* values of the samples varied between -2.07 and -2.51 and 10.86-12.63, respectively.
No difference was determined between the hardness, adhesiveness, cohesiveness, gumminess,
chewiness, and resilience values of the reduced-fat samples. Appearance and consistency in mouth
of 25% reduced fat content homogeneous and inhomogeneous formulations were determined to be
higher than other formulations. As a result of the study, it was determined that inhomogeneous
layered structure model dairy desserts with reduced fat content were preferred more than the
homogeneous distribution samples.

Keywords: Dairy dessert, fat reduction, inhomogeneous distribution, non-homogeneous distribution
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Homojen olmayan dagilim ile yag azaltma

GIRIS
Giniimiizde obezite ve astr1 kilo, diinya capinda
giderek artan bir saglik sorununa doniismekte
olup bu durum koroner kalp hastaliklari, yitksek
tansiyon, bazi kanser tirleri, tip 2 diyabet gibi
metabolik bozukluklarin gelismesinin  temelini
olusturmaktadir. Bununla bitlikte beslenme,
saglik, kilo kontrold, tiiketicilerin fiziksel ve ruhsal
saghgint artirma gibi cesitli nedenlerle dusik
kalorili tGrtinlere yonelik tiketici talebinin arttigt
gorillmektedir (Serdaroglu ve Témek, 1995; Siré
vd., 2008-; Bayarri ve Costell, 2009; Munsters ve
Saris, 2014). Tiketiciler, yeterli viicut agihigin
korumak ve saglikli fiziksel yapiya sahip olmak
icin vyeterli duyusal Ozelliklere sahip sagliklt
yiyecekleri tercih etmektedir (Verbeke, 20006).
Gida endstrisi tiiketici tercihlerini karsilayacak
disiik kalorili, saglikli gida formilasyonlarina
ihtiya¢ duymaktadir.

Gida iriinlerinde yag azaltma, genellikle gidalarin
yapisal Ozelliklerinde istenmeyen degisikliklere
neden olmaktadir. Gida formulasyonlarinda yag
iceriginin azaltilmasina yonelik Onerileri dikkate
almak icin cesitli stratejiler gelistirilmigtir. Ancak
meydana  gelen degisikliklerle, yeniden
bigimlendirilmis gidanin tiiketici tarafindan kabul
edilebilir olmast 6nem tagtmaktadir (Syarifuddin
vd.,, 2016). Bu durum géz Onitine alindiginda,
disiik yag icerikli iriinlerin gelistirilmesi, gida
treticileri icin  bir zorluk olmaya devam
etmektedir. Lezzet algisim bozmadan titketicinin
istedigi disuk yaglh gida Gretimi icin bircok
calisma yapilmakta ve bazi calismalarda yag
iceriginin model sistemlerin mekanik ve duyusal
Ozellikleri  tzerindeki etkisi  bildirilmektedir
(Mosca vd., 2012). Gidalarda yag azalmas: ile
ortaya ¢ikabilecek sorunlari telafi etmek ve istenen
Ozellikleri  saglamak i¢in en ¢ok kullanidan
stratejilerden  biri, yag ikameleri veya yag
taklitlerinin  kullanilmasidir.  Ayrica gesitli yag
ikamelerinin belitli kombinasyonlart hazirlanarak
da bu durum saglanabilmektedir (Dogan ve
Kigctikoner, 1999; Sandrou ve Arvanitoyannis,
2000). Stt bazh urtnlerde, kisa ve uzun zincirli
indlin kanisimlart (Arcia vd., 2011; Rodriguez
Furlan ve Campderros, 2017), siit proteinleri
(Borreani vd., 2017; Torres vd., 2018),
polidekstroz (Guizeler vd., 2011), soya proteinleri
(Liu vd., 2018), maltodekstrin (Glizeler vd., 2011),

A-carrageenan (Bayarri vd., 2010) yag ikamesi
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Gudalardaki yag, seker ve tuzun azaltilmast igin
gelistirilen yontemlerden biri  de, homojen
olmayan dagilim ile algilanan tat yogunlugunu
arturmaktir. Homojen olmayan dagilim, gida
matrisinde degisen konsantrasyonlarda yag, seker,
tuz gibi Urlnlerin eklenmesi ile gida matrisinin
tamaminda ayn1  Ozelligi gbstermeyen  farkl

katmanli  yapilarin  olusturulmasidir.  Jel
tabakalarindan  olusan  bir model sistem
kullanilarak  yapilan bir c¢alismada, sekerin

homojen olmayan dagiliminin alglanan tatlilik
yogunlugu tizerindeki etkisi arastirilmis homojen
olmayan  dagilm  ile  algilanan  tathlik
yogunlugunda azalma olmadan %20 oraninda
seker iceriginin azaltilabilecegi tespit edilmistir
(Mosca vd., 2010). Tuzlu atistirmalik yiyecekler
tzerinde yapilan baska bir calismada homojen
olmayan dagilima sahip atistirmaliklar, homojen
yapida olan ve tuz icerigi %25 oraninda arttirilan
atistirmaliklara  gére daha tuzlu bulunmustur
(Emortine vd., 2013).

Bu calismada, homojen olmayan dagihm
kullanilarak yag azaltmanin etkisinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amacla model sistem olarak
sutli tath secilmis ve yag azaltmanin etkisi,
homojen olmayan dagilima sahip katmanli bir yapt
olusturularak arastirtlmistir. Homojen (HOM) ve
homojen olmayan (INHOM) dagilima sahip siitlii
tatllar, %25 ve %30 oraninda yag icerigi
azaltilarak hazirlanmistir. Son yillarda yapilan
homojen olmayan dagilimla, seker ve tuz oranin
azaltmaya yonelik calismalar yapilmakla birlikte
yag ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Model
sitli  tathda homojen olmayan bir yapi
olusturularak yag iceriginin azaltilmasinin 6zgln
bir ¢alisma oldugu ve literatlire katk: saglayacagt
dustnilmektedir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Model sttld tath tretiminde yagsiz stit (%00.1 yagl)
(Pmnar Sit Mamilleri San. A.S.), misit nisastast
(Migros Ticaret A.S.), toz seker (Migros Ticaret
A.S.), ve su bazli ¢ilek aromast (Aromsa, Besin
Aroma ve Katki Maddeleri San. ve Tic. A.S.)
materyal olarak kullanilmustur. Model
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formiilasyonda yag oraninin ayarlanmast icin yag
emilsiyonu hazitlanmis ve bu emilsiyon icin
aycicek yagr (Migros Ticaret A.S.), ve peynir alt
suyu proteini  (whey protein) (Hard Line
Nutrition, Kavi Gida San. ve Tic. Ltd. S$ti)
kullandmugtir.

Yag emilsiyonunun hazirlanmasi (o/w)

Model sutlu tath tretiminde kullanilacak su icinde
yag emilsiyonu hazirlanirken agirlikca %1 peynir
altt suyu proteini iceren su fazt manyetik bir
karistiricida 400 rpm'de 5 dakika karistirilarak
homojen hale getirilmistir. Daha sonra karisima
damla damla agirlikca %40 aycicek yagi ilave
edilmis ve Ultra Turrax karistiricida (Ultra Turrax
T25, IKA) 12000 rpm'de yaklagtk 2 saat
homojenize edilmis ve emtilsiyon
olusturulmugtur. Daha sonra bu karisim yitksek
basin¢li homojenizasyona tabi tutulmus, yiksek
basingli homojenizasyon islemi (GEA Lab
Homojenizatér Panda PLUS 2000) ilk geciste 150
bar basing uygulanarak ve 3 geciste toplam 550
bar basing uygulanarak gerceklestirilmistir. Elde
edilen emilsiyon karisimi, 4°C'de buzdolabt
kosullarinda muhafaza edilmis ve bozulmadan

yaklastk  bir  hafta streyle buzdolabinda
dayanikliligint stirdiirmistiir.

Model sitlii  tath  formiilasyonunun
hazirlanmasi

Yagsiz siite (0.1 yag) toz seker, musir nisastast,
emiilsiyon karisimi ve ¢ilek aromast (su bazli) ilave
edilerek elde edilen karisim, homojen hale gelene
kadar oda sicakliginda 1-2 dakika karistirilmustir.
Elde edilen katisim kistk ateste yavag yavas
pisirilmistit ve karisim 75°C'de  koyulastiktan
sonra 1-2 dakika daha karistirilarak ocaktan
alinmustir. Daha sonra tatlt 6rnekleri 50 gr'lik tath
kaplarina doldurularak oda sartlarinda sogumaya
birakilmis ve sogutulduktan sonra buzdolabinda
bekletilmistir.

Kontrol o6rnegi (%5 yagl), yag icerigi %25
azaltilmis HOM ve INHOM ile yag icerigi %30
azalulmis HOM ve INHOM  6rnekleri
hazirlanmistir.  Yag  icerigi homojen dagilim
gOstermeyen tatlllarin  hazirlanmasinda
tatlilar 3 ayrt katman olusturacak sekilde kaplara
doldurulmustur. Alt ve tst katmanlarin yag icerigi
esit tutularak ve sadece orta katmanin yag icerigi

sutli

stfir ~ olacak  sekilde INHOM  6rnekler
hazirlanmistir. Hazirlanan Kontrol, HOMS3.5,
INHOM 3.5, HOM3.75, INHOM3.75, model
tatll Orneklerinin katmanli yapisinin  gbsterimi
strastyla Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil 3'te verilmistir.
Cizelge 1’de model siitlii tatlh formiilasyonlart
verilmistir.

%5 Yag

%05 Fat

Sekil 1. Homojen dagilima sahip yag icerigi %5
olan kontrol 6rnegi kesiti
Figure 1. The control sample with 5% fat content with
homogeneous distribution

%3.5 Yag
%3.5 Fat

%0 Yag
%0 Fat

%3.5 Yag
%3.5 Fat

@) )
Sekil 2. a) Homojen dagilima sahip olmayan yag
icerigi %30 (INHOMS3.5) azaltilmis model siitlii
tatlt kesiti b) Homojen dagilima sahip olan yag
icerigi %30 azaltdmis (HOM3.5) model siitli tath
kesiti
Figure 2. a) 30% reduced fat inbomogeneons
(INHOM3.5) model dairy desert b) 30% reduced fat
homogeneous (HOM3.5) model dairy desert

%3.5 Yag

%3.5 Fat

%3.75 Yag
%3.75 Fat
%3.75 Yag
%0 Yag
%3.75 Fat
%3.75 Yag
%3.75 Fat
@) (b)

Sekil 3. a) Homojen dagilima sahip olmayan yag
icerigi %25 azaltilmis (INHOM3.75) model siitli
tatlt kesiti b) Homojen dagilima sahip olan yag icerigi
%25 azaltlmis (HOM3.75) model siitlii tatlt kesiti
Fignre 3. a)  25%  reduced  far  inbomogeneons
(INHOM3.75) model dairy desert b) 25% reduced fat
homogeneons (HOM3.75) model dairy desert
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Gizelge 1. Model sttlii tath Gretiminde kullanilan formilasyonlar
Table 1. Formulations used in the production of model dairy desserts

Model
formiilasyon Yag icerigi %25 azaltilmis Yag icerigi %030 azaltilmig
Model 25% reduced fat content 30% reduced fat content
formulation
Kontrol INHOM HOM INHOM HOM
Control INHOM HOM INHOM HOM
0 0,
T 940 yagh o %0 yagh
Materyal Miktar (g) yas katman yag katman
! katman . katman .
Material Amount ; Layer with . Layer with
Layer with 0% fat Layer with 0% fat
3.75% fat ’ 3.5% fat ’
Yagsiz sttt (0.1
yagli) (g)
Skimmed milk (0.1 176.64 176.64 176.64 176.64 176.64 176.64 176.64
Jat)
Toz seker (g) 16
Granulated sugar 16 16 16 16 16 16
Muisir nisastast (g) 10
Corn starch 10 10 10 10 10 10
Cilek aromast (su
bazli) (g)
Strawberry — flavor 0.2315 0.2236 0.2236 0.2236 0.2220 0.2220 0.2220
(water based)
Emilsiyon karisimi
/v @ 28.95 20.96 - 20.96 19.43 - 19.43
Emmlsion  mixture
(o/)
Yoéntem amactyla sikistirma uygulanmistir (Aytag, 2017).

Kimyasal analizler
Model sttli tatlt 6rneklerinin kuru madde analizi
(AOAC, 1995) gravimetrik yontem ile, yag icerigi

ise AACC (1990)a gore Soxhlet teknigi
kullanilarak ¢oziici ekstraksiyonu ile
gerceklestirilmistir.

Renk analizi

Model sitli tath 6rneklerinin rengi, ¥ a* ve b*
koordinat sistemi kullanilarak renk 6l¢im cihazt
(Konica Minolta CR 400, Japonya) ile
belirlenmistir (Peker ve Arslan, 2013). Her bir
ornek icin 4 farklt noktadan 6l¢im alinarak renk
analizi gerceklestirilmistir. Ayrica tatll Ornekleri
karistirilip homojen hale getirilerek renk dl¢timleri
yapilmistir.

Doku analizi

Model  sutld  tath  Orneklerinin - dokusal
ozelliklerinin belitlenmesi doku analizéri (TA.XT
Plus, Stable Micro Systems, Ltd. Surry, Ingiltere)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Sertlik belitflemek

Orneklerin sertligini belirlemek icin paslanmaz
celik 30 mm perspeks silindir prob P/30P
kullantlmugtir.  Analizde  kullanillan  6l¢tim
parametreleri; yiik htcresi 5 kg, test hizt 2 mm/s,
mesafe 10 mm, tetikleme kuvveti 5 g olarak
ayarlanmustir.

Duyusal analiz

Homojen ve homojen olmayan dagilim gosteren
model sitli tath 6rnekleri arasinda fark olup
olmadigint belirlemek icin eslenmis kiyaslama testi
uygulanmustir.  Ayrica tath Srneklerinin  kalite
farkliliklarint ve farklilik derecelerini belirlemek
i¢in puanlama testi uygulanmustir (Altug Onogur
ve Elmaci, 2015). Bu amagla, 20 panelist
tarafindan goriinds, lezzet, agizda kivam ve genel
begeni 5 puanbk bir degerlendirme Olgegi
kullanarak degerlendirmistir. Panelistler duyusal
degerlendirme sirasinda tath 6rneklerinin en st
tabakasindan en alt katmanina kadar 6rnekten
alarak tadimi gerceklestirmislerdir. Cizelge 2’de,
kullanilan degerlendirme formu verilmektedir.
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Cizelge 2. Cilek aromalt stitldi tatlt duyusal degerlendirmesinde kullanilan form
Table 2. Sensory evaluation form of strawberry flavored dairy dessert
Gorunts Appearance

5- Parlak krem rengi, ptrtizsiz dizgin yapi, kagtktan kolay ayrilmayan kivamda
5- Bright creamy color, smooth and uniform structure, in a consistency that does not easily separate from the spoon
4- Patlak krem rengi, purtizsiz dizglin yapida hafif azalma, kasiktan kolay ayrilmayan kivamda
4- Bright creamy color, slight decrease in smooth, uniform structure, in a consistency that does not easily separate from the spoon
3- Parlak krem rengi, ptrtzsiiz dizgln yapida azalma, kasiktan hafif kolay ayrilan kivamda
3- Bright creamy color, decrease in smooth, uniform structure, in a consistency that easily separated from the spoon
2- Hafif mat krem rengi, diizglin olmayan yap, kasiktan kolay ayrilan kivamda
2- Light matte creamy color, non-uniform structure, in a consistency that easily separated from the spoon
1- Yizeyde degisik renk olusumu, diizgiin olmayan yapt, kastktan kolay ayrilan kivamda
1- Different color formation on the surface, non-uniform structure, in a consistency that easily separated from the spoon

Lezzet Flavor
5- Kendine 6zgi tipik ¢ilekli muhallebi lezzetinde
5- Unigque typical strawberry dairy dessert flavor
4- Cilekli muhallebi lezzetinde hafif azalma
4- Slight decrease in strawberry dairy dessert flavor
3- Cilekli muhallebi lezzetinde hafif azalma, hafif margarin lezzeti
3-Slight decrease in strawberry dairy dessert flavor, slight margarine flavor
2- Cilekli muhallebi lezzetinde hafif azalma, matrgarin lezzetinde artis
2- Slight reduction in strawberry dairy dessert flavor, increase in margarine flavor
1- Cilekli muhallebi lezzetinde azalma, margarin lezzeti
1- Decrease in strawberry dairy dessert flavor, margarine flavor

Agizda Kivam (Kremamsi Yapi, Purtzlilik, Yapiskanlik) Consistency in Mouth (Creamy texture, smoothness, stickiness)
5- Kendine 6zgl kremamst doku ve yayilmayan yapida

5- Unique creamy texcture and non-spreadable structure

4- Kendine 6zgii kremamst doku, hafif yayilan yapida

4- Unigque creamy texture and slightly spreadable structure

3- Kremamst dokuda hafif azalma, yayilan yapida

3- Slight decrease in creamy texcture, spreadable structure

2- Kremamsi yapida azalma, agza yapisan veya hi¢ yapismayan yapida

2- Decrease in creamy texture, sticky or non-sticRy structure in the mounth

1- Kremamst yapida azalma, agza ¢ok stvasan veya hi¢ stvagmayan ve yayilmayan
1- Decrease in creamy texture, very sticky or non-sticky structure in the mouth

Genel Begeni Overall Acceptability
5- Cok Begendim
5- Like very much
4- Begendim
4- Like
3- Biraz Begendim
3- Like a little
2- Begenmedim
2- Dislike
1- Hi¢ Begenmedim
1- Dislike extremely

Istatistiksel analiz gerceklestirilen analizler 3 tekrar 2 paralel olacak
Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 25.0 sekilde gerceklestirilmistir. Deneme  verileri
paket programt ile %95 giiven araliginda  Duncan ¢oklu karsilastirma testi ve varyans analizi
yapilmustir. Cilek aromals siitlii tath 6rneklerinde (ANOVA) kullanilarak degerlendirilmis, kuru
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madde, renk, doku bagimli degisken homojen ve
inhomojen dagilm ile yag miktart bagimsiz
degiskenler olarak alinmistir. Duyusal analizlerden
eslenmis kiyaslama testi sonuglart %5 Onem
dizeyinde gerekli yamit sayilari tablosuna gore
degerlendirilirken, puanlama testi sonuglart
varyans analizi ile degetlendirilmistir (Altug
Onogur ve Elmaci, 2015).

SONUC VE TARTISMA

Kimyasal Ozellikler

Model siitlii tatlilarin kuru madde ve yag icerikleri
Gizelge-3’de verilmistir. Model tathilarin kuru
madde oranlart %23.74 ile %?24.29 arasinda
degismektedir. Kuru madde acisindan, HOM3.5

ve INHOMB3.5 6rnekleri arasinda ve HOM3.75 ile
INHOMB3.75 6rnekleri arasinda istatistiksel olarak
anlamlt fark olmadig1 belitlenmisgtir (P >0.05).
Sitld tath 6rneklerinin homojen veya homojen
olmayan yapisinin kuru madde tzerinde 6nemli
bir etkisinin olmadig gérilmustiir. Model siitli
tatlt 6rneklerinin yag degerleri arasindaki degisim
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P <0.05).
Homojen  olmayan dagiima sahip tatht
orneklerinin (INHOM3.75 ve INHOM3.5) yag
iceriginde %25 ve %30 azalma ile benzer sonuclar
verdigi (P >0.05) ve homojen olmayan dagilima
sahip Orneklerin  homojen dagilima  sahip
orneklere gore daha disik yag icerigine sahip
oldugu belirlenmistir.

Gizelge 3. Model sttli tatlilarin kuru madde, yag icerigi ve renk degerleri!
Table 3. Dry matter, fat content and color values of model dairy desserts!

Model Kuru madde  Yag icerigi Renk degerleri
formiilasyon (%) (%) Color values
Model formulation Dry matter Fat content L* a* b*
Kontrol 242921030  4.67°£0.13  94.56:+0.01  -2.28>*0.01 11.094£0.02
Control
HOM3.5 237421020  3.20<+0.01  92.31<+0.01  -2.072£0.01 11.78<£0.01
INHOM3.5 23.74v%0.17  2.069£0.14  91.324£0.01  -2.51<+0.25 12.15%0.02
HOM3.75 24.272+0.37  3.50°+0.03  93.09*+0.01  -2.092+0.02 12.632+0.02
INHOM3.75 24.22240.55  2.149+0.13  90.80¢+0.02  -2.33>%0.01 10.86<0.04
' Kigiik harfler satirlar arasinda olmak tizere istatistiksel farkliligi géstermektedir (P <0.05).
" Lower case letters shows the statistical difference between the lines (P <0.05).
Renk Degerleri belitlenmistit (P >0.05). Model siitlii tatht
Model sttlii tatlilarin %, a* ve b* degerleri Cizelge Ornekleri  arasinda  b*  degerleri agisindan

3’de verilmistir. Sitlii tathlarda yiiksek L* degeri,
trtiniin  beyazlik Ozelliginin yiiksek oldugunu
gostermektedir (Bahceci ve Acar, 2020). Siitld tath
Orneklerinin  [.* degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkldik bulunmustur (P <0.05). En
yiksek L* degerinin kontrol 6rneginde, en diisiik
L* degerinin ise INHOM3.75 6rneginde
gorildigii  belitlenmistir. HOM3.5 ve
INHOM3.5  6rnekleri  ile HOM3.75  ve
INHOM3.75  ornekleri  karsilastirildiginda,
homojen dagilim gdsteren 6rneklerin daha beyaz
algilandig1 tespit edilmistir. Model tatldlar arasinda
-a* degerleri acisindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark oldugu tespit edilmistic (P <0.05).
HOM3.5 ve HOMS3.75 Orneklerinin = ise
istatistiksel olarak benzer sonuclar verdigi

istatistiksel olarak anlamlh bir fark oldugu
gorilmustir (P <0.05). En yiiksek 4* degeri HOM
3.75 orneginde  gorulirken, INHOM3.75
orneginin en dusiik 4* degerine sahip Grnek
oldugu bulunmustur. Yag icerigi %30 azaltilmis
homojen ve homojen olmayan dagilim gosteren
ornekler  karsilastirildiginda, INHOM3.5
orneginde HOM3.5 6rnegine gore daha fazla
sarthk tespit edilmistir. Nitekim limon aromali
sttld tathlarda koyulastirict tipi ve konsantrasyonu
ile yag iceriginin renk, reoloji, /# wivo aroma
salinimi1 ve duyusal 6zellikler tizerindeki etkisinin
arastirldigt bir calismada, yagsiz tath 6rneklerinde
Ix | b* degetleri diserken &* degerlerinin
yikseldigi belirtilmektedir (Arancibia vd., 2015).
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Doku 6zellikleri

Model sutlii tatlilarin doku analizi sonuclart
Cizelge 4’te verilmistir. Sertlik degerleri arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus (P
<0.05), en yiksek yag icerigine sahip kontrol
Orneginin en duistk sertlige sahip oldugu ve yag
icerigi %25 azaltilmis homojen olmayan dagilima
sahip tath 6rneginin (INHOM3.75) en yiiksek
sertlige sahip oldugu belirlenmistir. Homojen ve
homojen olmayan daglima sahip Grnekler
karsilastirldiginda, HOM3.5 ve INHOM3.5
ornekleri  ile  HOM3.75 ve INHOMB3.75
orneklerinin sertlik degerleri benzer bulunmustur.
Model siitlii tatllarin dis yapiskanlik degerleri
incelendiginde, %5 yag icerigine sahip kontrol
ornegi disindaki diger tath Orneklerinin  dis
yapiskanlik degerleri arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi saptanmustir (P >0.05).
Kontrol, HOM3.5, HOM3.75 ve INHOM3.5
orneklerinin elastikiyet degerleri arasinda anlamh
bir fark (P >0.05) olmadig1 belirlenmekle birlikte,
yag icerigi yiksek 6rneklerde elastikiyet 6zelliginin
daha fazla oldugu ve en dustk elastikiyet
degerinin  INHOM3.75  6rneginde  oldugu
belirlenmistir. Gidalarin  yapisal  biitiinligiinin
korunmasinda etkili olan i¢ yapiskanlik 6zelliginin
model sitli tathlarda 0.46 ile 0.54 arasinda
degistigi gorilmektedir. HOM3.5, HOM3.75 ve
INHOMS3.5 érnekleri ile HOM3.5, INHOM3.5
ve INHOMS3.75 6rneklerinin i¢  yapiskanlik
degetlerinin benzer sonuglar verdigi (P >0.05) ve
kontrol 6rneginin diger 6rneklerden farkli oldugu
belirlenmistir. Farkli yag icerigine sahip sutli
tatllarin sakizimsilik degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu tespit edilmistir (P
<0.05). En yiksek sakizimsilik  degeri
INHOM3.75 érneginde bulunmustur. HOM3.5
ve INHOMS3.5 6rnekleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigr (P >0.05) ve
benzer sakizimsilik Ozelligi gOsterdigi
bulunmustur. Model siitlii tatlilarin ¢ignenebilirlik
degerlerinin 164.57 ile 186.33 arasinda degistigi ve
farkli  yag igerifine sahip siitli tatlilarin
cignenebilirlik degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark (P >0.05) olmadigt

gorilmustir. HOM3.5 6rnegi disinda sttld tatlt
Orneklerinin esneklik degerleri arasinda anlamli
bir fark (P >0.05) olmadigi, en diisik esneklige
sahip 6rnegin  HOM3.5 Ornegi, en yiksek
esneklige sahip oOrneklerin ise INHOMS3.75,

INHOM3.5 ile kontrol 6rnegi  oldugu
belitlenmistit.
Duyusal 6zellikler

Eslenmis kiyaslama testi, HOM3.5 ve INHOM3.5
ornekleri ile HOM3.75 ve INHOM3.75 érnekleri
arasinda gerceklestirilmistir. Eslenmis kiyaslama
testine gore HOM3.5 ve INHOM3.5 érnekleri
arasinda ve HOM3.75 ve INHOM3.75 érnekleri
arasinda %5 glven esiginde istatistiksel olarak
farklilik oldugu, homojen olmayan dagilima sahip
orneklerin homojen dagilim gésteren 6rneklerden
daha yagli olarak algilandig1 belitlenmistir.

Model sttli tatl 6rneklerinin puanlama testi
sonuclart Cizelge 5te verilmistir. Sutld tath
Orneklerinin -~ gbriinis  degerleri  arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P
< 0.05). Panelistler tarafindan yag icerigi en
yiksek olan kontrol 6rneginin en disik gériinis
degerini aldigi ve uriniin hafif kastktan akan
kivamda oldugu tespit edilmis ve tatlt yiizeyinde
homojen olmayan renk dagihimlart ifade
edilmistir. HOM3.5 ve INHOM3.5 6rnekleri ile
HOM3.75 ve INHOM3.75 ornekleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P
<0.05). Homojen ve homojen olmayan dagilima
sahip Ornekler karslastrildiginda, homojen
olmayan dagilima sahip érneklerde (INHOM3.5
ve INHOM3.75), agizdan kivam, homojen
dagilima sahip Orneklere gbére (HOM3.5 ve
HOM3.75) daha yiiksek algilanmistir. Yag icerigi
%25 oraninda azaltlmis homojen (HOM3.75) ve
homojen olmayan dagilima sahip O&rneklerin
(INHOM3.75), %5 yag icerigine sahip olan
kontrol drnegine gére daha fazla tercih edildigi
gorilmustir. Homojen daglim gdstermeyen
model siitli tatl 6rneklerinin INHOM3.5 ve
INHOM3.75) gériiniis ve genel kabul edilebilirlik
tzerinde olumsuz bir etkisinin olmadig: tespit
edilmistir.
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Gizelge 4. Model Siitlii tath 6rneklerinin doku analiz sonuglari!
Table 4. Texture analysis results of model dairy desserts!

Model
f&g}ﬂas}m Control HOM3.5 INHOM3.5 HOMB3.75 INHOMB3.75
Sformulation
Sertlik 356.00¢£18.19  390.44><+27.99  440.55+24.96  436.67*+23.99  475.52:+24.24
Hardness (g)
Dis yapiskanlk 341 56041507 30816042385 30217042026 40375041791  417.97+3031
Adhesiveness (25)
Elastikiyet
. 0.88210.01 0.852%0.03 0.84210.04 0.83210.04 0.77°10.04
Springiness (mm)
I yapiskanli 0.545+0.02 0.48b<£0.02 0.48v<£0.02 0.50+0.05 0.465+0.02
Cobesiveness
Sakuzimsilik 192.040426.69  190.29v+26.74  209.99°+23.48  212.26%+25.71  242.61:428.23
Gumminess (g)
Gignenebilichl ) 06 ygitoa84 1645742047 1813342430 176.8943041 1863352086
Chewiness (gs)
Esn.e.khk 0.122+0.01 0.0910.02 0.112+10.01 0.102v£0.03 0.112£0.02
Resilience
1 Kiciik harfler stitunlar arasinda olmak tzere istatistiksel farkliligi géstermektedir (P <0.05).
" Lower case letters shows the statistical difference between the lines (P <0.05).
Gizelge 5. Model Sitlii tath 6rneklerinin puanlama testi sonuglart !
Table 5 Scoring test results of model dairy desserts’!
Model formilasyon — Goriinis Lezzet Agizda Kivam Genel Begeni
Model formulation Appearance Flavor Consistency in Mouth Overall Acceptability
Kontrol 3.50¢+0.76 2.954+0.89 3.15>+1.27 3.15¢%+0.88
Control
HOM3.5 3.85b<+0.93 3.30<d£0.80 3.25b%0.79 3.25<%0.64
INHOM3.5 3.60<+0.99 4.052£0.83 3.30%0.86 3.85%0.49
HOM3.75 4.5521+0.69 3.65<+0.88 4.202£0.77 4.0510.69
INHOM3.75 4.352%0.59 4.55210.83 4.502%0.69 4.352+0.59
' Kiigtik harfler satirlar arasinda olmak tizere istatistiksel farkliligt gostermektedir (P <0.05).
" Lower case letters shows the statistical difference between the lines (P <0.05).
SONUC formiilasyonlarina gbre gOriiniis ve agizda

Model bir sitli tath Orneginde katmanlt yapt
olusturularak homojen olmayan dagilim ile yag
azaltma isleminin gerceklestirildigi bu ¢alismada,
en yiksek yag icerigine sahip kontrol Srneginin
yuksek dis yapiskanlik, elastikiyet, i¢ yapiskanlik ve
esneklik degerine sahip oldugu, ancak diger
formiilasyonlardan daha ylksek yag icerigine
sahip olmast nedeniyle sertlik degerinin daha
dustik oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda
%25 oraninda yag icerigi azaltlmis homojen ve
homojen olmayan dagilima sahip tath 6rneklerinin
(HOM3.75 ve INHOM3.75) diger tatlt

algilanan kivam degetlerinin daha yiksek oldugu
tespit edilmis olup, homojen olmayan dagilim ile
yag icerigi %25 oraninda azaltlmis sutli tatht
formilasyonu ile tliketicinin algiladigt lezzet
degismeden yag miktarmin  azaltdabilecegi
belirlenmistir. Homojen olmayan daglimla yag
iceriginin %30 oraninda azaltilabilmesinin de séz
konusu olabilecegi ancak tzerinde c¢alisiimast
gerektigi disiinilmektedir. Ayrica bu calismada
secilen model sutli tath disinda baska model
Orneklerde ileri arastirilmalarin yapilmast da 6nem
tasimaktadir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlarin baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢ikar
catismast bulunmamaktadir.

YAZARLARIN KATKISI
Mige BAYSAL, laboratuvar analizlerinin takibi,

sonuglarin  degetlendirilmesi ve  makalenin
yazimint  saglamistir.  Yesim  ELMACI,
arastirmanin  planlanmasi,  yuritilmesi  ve
sonuglarin degerlendirilmesini saglamistir.

Yazarlar makalenin son halini okuyup, incelemis
ve onaylamistir.
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oz

Bu calismada, kusburnu bitkisinde bulunan fenolik bilesiklerin mikroenkapsiilasyonu sirasinda kaplama
materyali ¢esidinin ve ¢ekirdek:kaplama materyali orantnin enkapstlasyon verimi ve 1sil stabilite tizerine
etkileri incelenmistir. Kaplama materyali olarak maltodekstrin ve gam arabik kullanilmistir ve her iki kaplama
materyali de fenolik ekstrakt tozlari ile agirlik¢a 1:20 ve 1:30 oranlarinda karistirlmustir. Mikroenkapsiilasyon
islemi dondurarak kurutma yoluyla gerceklestirilmistir. Elde edilen mikroenkapsiiller 1sil stabilitelerinin
degerlendirilmesi amactyla kek hamuruna ilave edilerek pisirme islemi uygulanmis ve pisitme islemi
sonundaki 1sil stabiliteleri incelenmistir. En yitksek enkapstilasyon verimi i¢in en uygun kaplama materyalinin
gam arabik, c¢ekirdek:kaplama materyali oramnin ise 1:20 oldugu belitlenmistir. Mikroenkapsiilasyon
isleminin, kullanian kaplama materyali ve ¢ekirdek:kaplama materyali oraninindan bagimsiz, 1si stabiliteyi
arttirdign tespit edilmistir (P <0.05). En yiiksek 1sil stabilite kaplama materyali olarak gam arabik,
cekirdek:kaplama materyali orant olarak da 1:30 kullanddiginda elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Mikroenkapsiilasyon, kusburnu, 1s1l stabilite, verim

MICROENCAPSULATION OF ROSEHIP (Rosa canina) PHENOLIC
COMPOUNDS

ABSTRACT

In this study, the effects of coating material type and core:coating material ratio on encapsulation
efficiency and thermal stability of microencapsulated phenolic compounds found in roschip plant
were investigated. Maltodextrin and gum arabic were used as coating materials and both materials
were mixed with phenolic extract powders in ratios of 1:20 and 1:30 by weight. The
microencapsulation process was carried out by freeze-drying. In order to evaluate the thermal stability
of microencapsules, they were added to the cake dough and after baking process, their thermal
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stability was examined. The most suitable coating material and core:coating material ratio, which
resulted in the highest encapsulation efficiency, were gum arabic and 1:20, respectively. The
microencapsulation process was found to increase the thermal stability regardless of coating material
and core:coating ratio (P <0.05). The highest thermal stability was obtained when gum arabic was
used as coating material and 1:30 was used as a core:coating material ratio.

Keywords: Microencapsulation, rosehip, thermal stability, yield

GIRIS
Rosaceae  familyasinin  Rosa  cinsine ait olan
Kusburnu (Rosa canina L.), Tirkiye’nin pek ¢ok
yoresinde rahatlikla  yetisebilen yabani gl
tirlerinin  yalanct meyvelerine verilen isimdir
(Giler, 1997). Kusburnu meyvesi, diger
meyvelerle karsilastirildiginda C  vitamini  ve
fenolik bilesik iceriginin daha zengin oldugu
gorilmistir (Oz vd., 2018). Yapisinda bulunan
askorbat, beta-karoten, tokoferol, antosiyanin ve
diger fenolik bilesikler sayesinde  yuksek
antioksidan aktiviteye sahiptir (Stanila vd., 2015).
Diunyada yaygin kullanim alanlari ¢ay ve regel
uretimi olmakla bitlikte, bebek mamasindan likor
tretimine kadar pek cok uygulamasi séz konusu
olmasina ragmen yine de kullanimi azdir (Caglar
ve Demirci, 2017). Turkiye’nin hemen her yerinde
rahatlikla  yetisebilen kugburnu meyvesinin
kullanim alan1 iilkemizde ¢ay ve regel tiretiminden
ileri gitmemistir (Oz vd., 2018).

Kusburnu meyvesine olan ilginin az olmasimna
karsin, yapisindaki biyoaktif bilesiklerin énemli bir
bélimint olusturan fenolik bilesiklere olan ilgi
oldukea yiksektir (Ercisli, 1996; Apak vd., 2007;

Guimardes vd., 2013). Fenolik bilesiklerin
antienflamatuar etkisi, antioksidan aktivitesi,
antikarsinojen  Ozelligi,  antimikrobiyal  ve

antimutajenik etkileri, yapilan ¢alismalarda rapor
edilmigtir. (Orhan vd., 2007; Wenzig vd., 2008;
Barros vd., 2011; Guimaraes vd., 2013; Jesus vd.,
2020). Farkhi kusburnu titlerinde yapian gesitli
calismalarda en yiksek fenolik bilesik icerigine
Rosa canina L. serotipinde rastlanmustir (Ercisli,
2007; Murathan vd., 2016). Kusburnunda
bulunan fenolik bilesiklerin basinda floroglusinol,
quercetin, gallik asit, kafeik asit gelmekte ve biyiik
bir kismint apigenin olusturmaktadir (Stanila vd.,
2015; Bhave vd. 2017; Fetni vd., 2020). Bunlarin
yaninda katesin, resveratrol ve klorojenik asit de
az miktarda bulunmaktadir (Fetni vd., 2020).
Fenolik bilesikler; 151k, oksijen, nem ve sicaklik
gibi oksidasyona sebep olan gevresel etmenlere

karst oldukea dayaniksizdir (Ballesteros vd., 2017).
Bu ylizden, enkapstilasyon isleminin uygulanmast
ile depolama stabilitelerinin arttirilmasi, termal
dayanukliliginin ~ gelistirilmesi ~ ve  yapinin
gliclendirilmesi amaglanmaktadir.

Enkapsiilasyon islemi ile bir bilesen, baska bir
madde ile kaplanarak bu maddenin igine
hapsedilir. Kapsillerin dis  katmanmi kaplama
materyali, kaplanan materyal ise ¢ekirdek olarak
isimlendirilir ~ (Madene vd., 20006). Fenolik
bilesiklerde enkapsiilasyon, cekirdek materyalin
cevresel etmenlere karst glclendirilmesi  ve
reaksiyon = stabilitesinin  arttirllmasi  amaciyla
uygulanabildigi gibi bilesiklerin sebep oldugu act
tat ve kokunun maskelenmesi amaciyla da
uygulanir (Desai ve Park, 2005). Kullanilacak
kaplama materyalinin ¢ekirdek ile uyumlu olmasi
ve reaksiyona sebep olmamast 6nemlidir. Bu
Ozellikleri sebebiyle maltodekstrin, gam arabik,
hidrofobik modifiye nisasta ve kitozan gibi
polisakkaritler siklikla kaplama materyali olarak
tercih edilmektedir (Gouin, 2004; Madene vd.,
20006; Ballestereos vd., 2017). Bunlarin yant sira,
meyve sularinin enkapstlasyonunda
maltodekstrin ve gam arabik en stk kullanilan
kaplama materyalleridir (Kuck ve Norefia, 2016).

Polisakkarit ve glikoproteinlerin bir karisimi olan
gam arabik; sudaki yiksek ¢6zunurligl, disik
viskozitesi ve emilsiyon kapasitesinin yliksek
olmast sebebiyle tercih edilmektedir (Cano-
Chauca vd., 2005). Ayrica, gam arabik iceren
karisimlarin - uzun  sire s isleme
birakilmasiyla proteinli bilegikler ¢bker ve gamin
emilsiyon kabiliyeti artar (Lépez-Franco vd.,
2015). Maltodekstrin ise nisasta hidrolizi sonucu
ortaya ¢tkan ve son derece ucuz bir polisakkarittir
(Tonon vd., 2009). Polisakkarit olmasina karsin
organik ¢oziiciilerde ¢ok az ¢6zliniir ve bu 6zelligi
ve ucuz olmast sebebiyle cok tercih edilir (Khoee
ve Yaghoobian, 2017).

maruz
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Enkapsiilasyon uygulamast genellikle kurutma
teknikleri kullanilarak gerceklestirilir. Plskirterek
ve dondurarak kurutma, en sik kullanilan iki
yontemdir (Silva vd., 2014). Piskiirterek kurutma
ucuz ve genis bir kullanim alant sunmasi, islenen
Uriine zarar vermeden calisabilmesi sebebiyle stk
tercih edilit (Wen vd., 2014). Buna karsin
dondurarak kurutma, vakum altinda ve -55 °C gibi
dustik sicakliklarda yapilmast sebebiyle masraflidir
ancak suyun uzaklastirilmast disik basing ve
sicaklikta gerceklestirildigi icin hiicre ve yapisal
bilesenler asgari diizeyde zarar gorir (Gouin,
2004; Ballestereos vd., 2017). Dondurarak
kurutmanin bu 6zelligi, fenolik bilesikler gibi
hassas maddelerin enkapstlasyonunda tercih
edilmesinde 6nemli bir nedendir (Asami vd,,
2003; Wen vd., 2014; Ballesteros vd., 2017).

Bu calisgmada, kusburnu meyvesinden elde edilen
fenolik bilesiklerin maltodekstrin ve gam arabik
olmak tzere iki farkli kaplama materyali
kullanilarak dondurarak kurutma ydntemi ile
enkapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir. Farklt
oranlarda kullanilan kaplama materyallerinin,
fenolik bilesiklerin 1sil stabiliteleri Uzetine etkisi
arastirilmistir. Mikroenkapstillerin 1s1l
stabilitesinin degerlendirmesi amaciyla kapsiiller,
model gida olarak kullanilan kek hamurunun icine
ilave edilmis ve en uygun kaplama materyali ile
uygun kaplama oram beliflenmistir. Béylece,
icerigindeki  fenolik  bilesiklerin  korunmasi
saglanarak ilave edildigi Urtnlerin fonksiyonel
Ozelliklerinin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Bu calismada kullanilan kusburnu meyveleti (Rosa
canina), Ankara’daki yerel marketlerden kuru halde

temin edilmistit. Kuru haldeki kusburnu
Orneklert, tane icindeki titylerin
uzaklastirtlmasinin =~ ardindan  gekirdekleriyle

birlikte 6gutilerek toz haline getirilmis ve 1180
um’lik elekten gegirildikten sonra +4 °C’de
polietilen ambalaj icinde saklanarak
depolanmustir.

Calismada kullanilan gallik asit (Sigma-Aldrich),
Folin-Ciocalteau  reaktifi ~ (Merck), metanol
(Metck), etanol (Merck), asetik asit (Merck) ve

sodyum karbonat (Merck) analitik safliktadir.
Enkapsiilasyon islemi icin ise gam arabik (akasya
gami) (Alfasol) ve maltodekstrin (Dekstroz
esdegeri 10-12) (Alfasol) kullanilmustir. Kek
hamuru icin kullanidlan tuz, kabartma tozu, sut
tozu, yumurta aki tozu, kabartma tozu ve un ise
Ankara’daki yerel marketlerden temin edilmistir.

Yoéntem

Ekstraksiyon iglemi

Toz haldeki kusburnu Ornekleri, ekstraksiyon
islemi icin 1.25:25 (agirhik:agirlik (w:w)) oraninda
¢ozgen ile karistirilmis ve ¢ozgen olarak distile su
kullanilmistir. Ornekler, ti¢ kademeli bir sogutma
diizenegi ile desteklenmis mikrodalga
ekstraksiyon  (General  Electric ~ Company,
Diegem, Belgika) sistemi ile 360 W mikrodalga
gicinde 15 dk. sire ile ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon — siirenin  belitlenmesinde,  6n-
denemeler sonucunda elde edilen toplam fenolik
madde miktar1 dikkate alinmustir, bu degerin
sabitlendigi  nokta  ekstraksiyon  isleminin
tamamlandi®i  nokta  olarak  belirlenmistir.
Mikrodalga ekstraksiyon islemi sonunda bitki
ckstraktlarinin ortalama sicakligr 82 °C olarak
Olgiilmustir. Elde edilen ekstraktlar gézenek capi
20 pm olan kaba filtre kagid: ile filtre edilmis,
amber renkli siselere doldurulmus ve dondurarak
kurutma islemi i¢in -18 °C’de dondurulmusglardir.

Dondurarak kurutma (Liyofilizasyon) islemi
Liyofilizasyon islemi, dondurulmus &rneklerde
liyofilizatérde (Taption Group Co. Ltd., Amerika)
-55 °C’de, 50 Pa vakum altinda, 24 saat siiresince
yapilmustir. Toz haline getirilen liyofilize 6rnekler
amber renkli cam siselerde enkapstlasyon
islemine kadar +4 °Cde depolanmustr ve
liyofilizasyon verimi 0.45 g kuru ekstrakt/100 mL
karistm  olarak  hesaplanmugtir.  Bu  deger;
liyofilizatér islemi sonucu elde edilen kuru 6rnek
miktarinin  baslangictaki stvi ekstrakt hacmine
bolinmesiyle elde edilmistir.

Mikroenkapsiilasyon iglemi

Mikroenkapstilasyon isleminde kullanilan
cekirdek:kaplama materyali oranlart ve kek
yapiminda kullanilan mikroenkapsiil tozu miktart
yapilan 6n denemelerle belirlenmistir. Kaplama
materyali olarak kullanilan maltodekstrin ve gam
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arabik, agirlikca %10 olacak sekilde distile su ile
karistirdmistir.  Mikroenkapsiilasyon  isleminde
1:20 ve 1:30 (w/w) olmak tlzere iki farkli
cekirdek:kaplama materyali orant kullanilmustir.
Karisimlar ytksek hizli homojenizatérde (HG-
15A, Wisd, Daihan, Giiney Kore) 4000 rpm’de 5
dakika stireyle homojenize edilmis, ardindan 35 W

ultrasonik  giicte 20  dakika  siiresince
ultrasonikasyona (Sonoplus Ultrasonic
Homogenizer, HD 2070, Almanya) maruz

birakilmigtir. Elde edilen karigimlar -18 °C’de
dondurulduktan sonra -55 °C’de ve 50 Pa vakum
altinda 24 saat siresince liyofilizatérde (Taption
Group Co. Ltd., Amerika) kurutulmustur.
Kurutulup toz haline getirilmis 6rnekler 1180
um’lik elekten gegirildikten sonra analizlerde
kullanilincaya kadar amber renkli cam siselerde -
18  °Cde  depolanmistir.  Enkapsiilasyon
verimliligi, mikroenkapstillerin toplam fenolik
madde miktar1, ylizey fenolik madde miktari ve 1sil
stabilite sonuglari, kullanilan kaplama materyalleri
ve kaplama oranina gore degerlendirilmistir.

Model gida denemeleri
Mikroenkapsiilasyon ~ uygulamalari sonrast
mikroenkapstillerin  ve enkapsiile edilmemis

kusburnu eksraktt tozunun 1si stabilitelerinin
karsilastirlmast icin kek 6rnekleri kullantlmustir.
CGalismada kullanilan kek formilasyonu, Alifaki
(2019)  tarafindan  sunulan  formilasyonun
dizenlenmis bir halidir. Kek hamurunun
formiilasyonunda fenolik bilesenlere olan negatif
etkisi nedeniyle seker  kullanilmamigtir
(Waterhouse, 2002). Kek hamuru i¢in 100 gram
bugday unu kullanilmistir. Kek karisimi un
bazinda %25 yag, %12 yagsiz siit tozu, %9
yumurta beyazi tozu, %3 tuz, %5 kabartma tozu
ile 140 ml su kullanilarak hazirlanmistir. Kek
hamuru hazirlanirken  6ncelikle  eritilen  yag
icerisine 9 g yumurta beyazt ilave edilmis ve
karisim bir dakika siire ile kanstrilmistir. 100 g
una sirast ile 12 g yagsiz siit tozu, 3 gtuz ve 5 g
kabartma tozu karstirildiktan sonra yaglt karisimla
bitlestirilerek 3 dakika stire ile karistirtlmistir. 100
g kek hamurunun icine 100 mg enkapsiile
edilmemis ekstrakt tozu veya 100 mg mikro
enkapsil tozu ilave edilerek 1 dakika daha
karistirilmis ve elde edilen hamur 35 dakika
sureyle 175°C°de pisirilmistir (Arcelik, MF 35 B,

Turkiye). Pisirme isleminde firina 100’er g olacak
sekilde iki adet kek Ornegi yerlestirilmistir.
Kontrol grubu olarak ise enkapsiile edilmemis
ekstrakt tozu ve mikroenkapsil tozu igermeyen
ornekler hazirlanmistir. Kekler Uc¢ tekerrurlu
olarak hazirlanmustir.

Analizler

Fenolik bilesik miktar1 tayini igin 6rnek
hazirlama

Yiizey fenolik bilesik miktart analizi i¢in, 100 mg
ornek, 50:50 etanol:metanol (hacim:hacim (v:v))
soliisyonu icerisinde disperse edilmis, 1 dakika
boyunca vortekslenmis (DAIHAN Scientific Co.,
Ltd., Korea) ve daha sonra 0.45 pm’lik filtreden
gecirilmistir. Toplam fenolik madde tayini icin ise
100 mg 6rnek, hacimce 50:8:42°lik etanol:asetik
asit:su  (viviv)  ¢Ozeltisi  ile  birlikte vorteks
kanstiricida (Daihan, VM10, Wisd Laboratory

Instruments,  Glney Kore) 1  dakika
karistirildiktan  sonra  0.45 um’lik  filtreden
gecirilmigtir.

Fenolik bilesik miktar1 analizi

Yiizey fenolik bilesik miktarinin ve toplam fenolik
bilesik miktatinin analizi Folin-Ciocalteu metotu
kullanilarak yapilmistir (Singleton ve Rossi, 1965).
Toplam fenolik madde degerleri gallik asit
esdegeri  (GAE)/g kuru madde olarak
belirtilmistir. Filtreden gecirilen 6rnekler, distile
su kullanilarak 26 kat seyreltilmistir. 0.1 mL
seyreltik 6rnek, 0.9 mL distile su ve 4 mL 0.2 N
Folin-Ciocalteau reaktifi eklenmis ve 2 dakika
sonra 5 mL %7.5’lik NaCOs3 ¢ozeltisi eklenmistir.
2 saat karanlkta ve oda sicakhiginda bekletilen
orneklerin UV-VIS spektrofotometrede
(Lambda35, Perkin Elmer, ABD) 765 nm dalga
boyunda absorbans degerleri Slctilmiistiir.

Gallik asit standart egrisi icin 6ncelikle 0.5 g/100
mL olacak sckilde stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan stok ¢6zeltisinden 0-0.5-1.0-1.5-2-2.5-
5 ml almarak 50 mDlik balon jojelere
yetlestirilmis, hacimler distile su ile tamamlanarak
derisimleri sirasiyla  0-50-100-150-200-250-500
mg/L olan gallik asit ¢Ozeltileri hazirlanmustir.
Cozeltilerin absorbanslart UV-VIS
spektrofotometrede (Lambda35, Perkin Elmer,
ABD) 765 nm dalga boyunda Ol¢tilerek standart
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egri cizilmistir. Cizilen standart egriye ait formil
y=0.0014x-0.0076 olarak, R? degeri ise 0.9976
olarak belirlenmistir.

Enkapsiilasyon verimi
Enkapsiilasyon verimi esitlik (1) ile hesaplanmistir
(Cilek vd., 2012):

%EE = 2= X 100 (1)

Esitlikte EE; enkapsiilasyon verimini (%), EPC:
Toplam fenolik bilesik miktar1 ve yiizey fenolik
bilesik miktarinin farkini (mg gallik asit/g kuru
madde) ve TPC: toplam fenolik bilesik miktarin
(mg gallik asit/g kuru madde) temsil etmektedir.
Enkapstilasyon verimliligi icin kullanilan Esitlik
1’de pay ve paydada kaplama materyalinin miktari
aynt anda etkili oldugundan nihai
etkilemedigi gbrillmiis, bu nedenle hesaplamada
dikkate alinmamistir.

sonucu

Is1l stabilite
Isil  stabilitenin  hesaplanmasinda
kullanilmistir:

esitlik  (2)

%Kaywp =
Hamurdaki toplam fenolik bilesik miktari—Kekteki toplam fenolik bilesik miktar1 x
Hamurdaki toplam fenolik bilesik miktar:

100 @

Formilasyondan kaynaklanabilecek — degerleri
elimine edebilmek icin kontrol kek hazirlanmis ve
pisirilmis ve kontrole ait degetler cikarilarak
enkapsil ve tozdan kaynaklanan fenolik bilesik
miktarlart kullanilmistir (Luca vd., 2014).

Istatistiksel analiz

Analizler sonucu elde edilen veriler Minitab 17
istatistik paket programi kullanilarak istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Tek yonli varyans
analizi ile (ANOVA) grup ortalamalari arasindaki
farklar belirlenmistir ve istatistiksel acidan 6nemli
bulunan degetrler Tukey testi ile P <0.05 6nem
derecesine gore verilmistir.

Sonuglar ve tartisma

Yiizey fenolik bilesik miktar1

Farkli kaplama materyalleri ve kaplama oranlart
kullanilarak mikroenkapstilasyon islemi
uygulanmis kusburnu 6rneklerinin yilizey fenolik

bilesik miktarlart Sekil 1°de verilmistir. Analiz
sonucunda yiizey fenolik bilesik miktatlart gam
arabik ile 1:20 ve 1:30 oranlarinda kaplanan
Ornekler icin sirastyla 1.32%0.21 ve 2.19%0.17;
maltodekstrin ile 1:20 ve 1:30 oranlarinda
kaplanan o6rnekler icinse sirastyla 2.24%0.12,
1.3540.19 mg GAE/g kuru madde olarak
bulunmustur. Kapsiil ylizeyinde fazla miktarda
fenolik bilesik bulunmasi, islemin dusik verimle
gerceklestigini  ve  etkin  bir  kaplama
saglanamadigint géstermektedir. Gam arabik ile
kaplanmis Orneklerde kaplama maddesi orami
arttirildikea yiizey fenolik bilesik miktarinin arttig
gortlmistir (P <0.05). Bu bilgiden yola ¢ikilarak
gam arabik miktarinin artmastyla enkapsiilasyon
etkinliinin azaldig1 séylenebilir. Maltodekstrin ile
kaplanmis 6rneklerde ise kaplama maddesi orant
artttkca yiizey fenolik bilesik miktarinin azaldig
gorilmis ve bu azalma istatistiki a¢idan 6nemli
bulunmustur (P <0.05). Bu durum maltodekstrin
miktarinin artmastyla enkapsiilasyon etkinliginin
artmast seklinde agiklanabilecegi gibi baslangic
fenolik madde konsantrasyonundaki dustsle de
iliskilendirilmistir. Cilek vd. (2012) tarafindan

visne posasindaki fenolik bilesikletin
enkapsiilasyonu lzerine farkli oranlarda gam
arabik ve maltodekstrin kullanilarak

gerceklestirilen calismada da benzer sonuglar elde
edilmistir. Maltodekstrin orant 1:10'dan 1:20'ye
ctkartildiginda  yiizey fenolik miktart 14 mg
GAE/g kuru maddeden 4.24 mg GAE/g kuru
maddeye diismustiir.

Benzer bir durum Saikia vd. (2015) tarafindan
Averrboa carambola posasindaki fenolik bilesiklerin
maltodekstrin ile ekstraksiyonu iizerine yapilan
calismada da  gorilmektedir.  Maltodekstrin
oraninin artmastyla yiizey fenolik miktart 6nemli
Olgide azalmig, 1:10 oranindan 1:20 oranina
geciste 129 mg GAE/100 g kuru maddeden 23
mg GAE/100 g kuru maddeye dismustur.

Toplam fenolik bilesik miktari

Mikroenkapstllerin ~ toplam  fenolik  madde
miktarlarinin kaplama maddesi cesidi ve oranina
gore degisimleri Sekil 2’de sunulmustur. Elde
edilen veriler incelendiginde kaplama maddesi ve
oraninin, mikroenkapstllerdeki toplam fenolik
bilesik miktatrina etkisinin istatistiki acidan 6nemli
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oldugu gorilmustir (P <0.05). Kullanilan gam
arabik ve maltodekstrin miktart artttk¢a toplam
fenolik madde miktarinda azalma goérilmistir.
Bu durum, kaplama materyali miktarindaki artisin,
fenolik madde konsantrasyonunda azalisa neden

olmast ile iliskilendirilmis ve bu nedenle
enkapsiilasyon verimi acisindan  bir  yorum
yapilamamistir.  Ancak  literatirde  benzer

sonuglart rapor eden pek ¢ok calisma yer

almaktadir. Tomsone vd. (2020) bayir turpu
suyunun,  aralarinda  maltodekstrinin = de
bulundugu kaplama materyalleri kullanilarak
mikroenkapstilasyonu  tzerine  bir  ¢alisma

yayinlamislardir. Yapilan calismada 20:80, 50:50
ve 80:20 oranlarinda maltodekstrin kullanilarak
¢ekirdek:kaplama materyali oranlart denenmis ve
kaplama materyali miktarindaki artisin toplam
fenolik bilesik miktarini 6129 £ 15 mg GAE/100
g kuru maddeden 1915 £ 26 mg GAE /100 g kuru
maddeye kadar disirdigh rapor edilmistir.
Kaplama materyallerinin karigimdaki
konsantrasyonlarindaki artisin  toplam  fenolik
bilesik  miktarina  olumsuz  etki  yapmast
kacinilmazdir. Baska bir ifade ile, toplam fenolik
bilesik miktarindaki bu azalis, karisimlar
olusturulurken fenolik bilesik bakimindan zengin
olan kusburnu tozunun toplam kuru madde
icindeki oraninin azalmasindan kaynaklandigt

sOylenebilir. Bunun yaninda enkapstilasyon islemi
asamalarindan  homejenizasyon isleminin de
fenolik  bilesiklerde mekanik hasara neden
olabilecegi literatiirde rapor edilmistir (Alifaki,
2019). Ayrica, mikroenkapsiilasyon islemi igin
kullanilan dondurarak kurutma sirasinda fenolik
bilesik kaybi, dondurma islemi ve gida tzerinde
olusan 1031chidrasyona stresi ile iliskilendirilebilir
(Papoutsis, 2018). Liyofilizasyon islemi sonrast
gerceklestirilen pargalama islemi de bu kayiptan
sotumlu tutulmaktadir. Parcalama islemi sirasinda
oksijene maruz kalan materyal ylizeyinin artist
fenolik bilesiklerin oksidasyonuna neden olarak
kaybina sebebiyet verdigi literatiirde farkh
yayinlarda rapor edilmistir (Papoutsis vd., 2018;
Baysan vd., 2021). Bu sebeplere ¢k olarak
dondurarak kurutma islemi sirasinda meyve
dokularinda bulunan bazi enzimlerin serbest
kalmast sonucunda fenolik bilesiklere zarar
verebilecegi de bildirilmistir (Shofian vd., 2011).
Ancak bu c¢alisma kapsaminda Srneklerin
liyofilizasyon  ile  enkapsilasyonu  Oncesi
gerceklestirilen  mikrodalga  ekstraksiyonunun
gerceklestirildigi  sicakhk  ve dikkate
alindiginda inaktive olmayan enzim etkisinin diger
sebeplere gbre daha siurlt diizeyde oldugu
distntlmektedit.
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Sekil 1. Farkli kaplama materyalleri ve ¢ekirdek:kaplama materyali oranlart ile hazirlanan
mikroenkapsiillerin yiizey fenolik bilesik miktarlar
Figure 1. Surface phenolics of encapsulated powders with different coating materials and core: coating material ratios
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Sekil 2. Enkapstile edilmemis ekstrakt tozunun ve farkli kaplama materyalleri ve ¢ekirdek:kaplama
materyali oranlari ile hazirlanan mikroenkapstllerin toplam fenolik bilesik miktarlart
Figure 2. Total phenolic contents of extract powder and encapsulated powders with different coating materials and core:

coating material ratios
Kullanilan farklt kaplama materyalleri maltodekstrin =~ kullanidlarak ~ 1:20  oraninda
karsilastirildiginda  maltodekstrin  ile kaplanan hazirlanmis mikroenkapsilleri ile

orneklerin toplam fenolik bilesik miktarinin gam
arabikle kaplananlara kiyasla daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu durum, maltodekstrinin daha
yuksek ¢O6zuntrlik ve daha dustk viskozite
degerlerine (Sarabandi vd. 2019) sahip olmast
nedeniyle fenolik bilesikleri daha iyi sarmasi ile
aciklanabilmektedir.  Sarabandi  vd.  (2019)
tarafindan  gerceklestirilen  patlican  kabugu
ekstraktlarinin - mikroenkapsiilasyonu ile ilgili
baska bir calismada da maltodekstrin ile
kaplanmis 6rneklerde, gam arabik ile kaplanmisg
orneklere kiyasla daha yiksek oranda toplam
fenolik madde gorildigi bildirilmistir. Benzeri
sekilde Tolun vd. (2016) tziim polifenollerinin
enkapsiilasyonu  Uzerine yaptiklart  calismada
maltodekstrinin  fenolikleri daha iyi sarmast
nedeniyle daha yiiksek toplam fenolik bilesik
degerleri elde ettiklerini raporlamisladir.

Bu calismada kusburnu fenoliklerinin = 1:20
oraninda maltodekstrin kaplama materyali ile
kaplanarak elde edilen mikroenkapstllerinin
toplam fenolik bilesik miktar1 diger urtnlerin

karsilastirlldiginda Averrboa carambola'dan (2.3 mg
GAE/g kuru madde (Saikia vd. 2015)), brokoli
yan Urtnlerinden (3.50 mg GAE/g kuru madde
(Marinelli vd. 2020)) ve gilaburundan (12.67 mg
GAE/g kuru madde (Alifaki, 2019)) daha ytksek
ancak sogan kabugundan (209.24 mg GAE/g
kuru madde (Akdeniz, 2017)) ve Uzim
cekirdeginden (657.86 mg GAE/g kuru madde
(Yadav vd., 2020)) daha disik oldugu

gorilmustir.

Enkapsiilasyon verimi

Farkli kaplama maddeleri ve kaplama oranlarinin
enkapsiillasyon  verimine etkisi  Sekil = 3’te
sunulmugtur. En yitksek enkapsiilasyon verimi
(%094.19£0.16) kaplama materyali olarak gam
arabigin, cekirdek:kaplama materyali orani olarak
ise 1:20 oranmnin kullaniddigr Srneklerde elde
edilmistir. Gam arabikle kaplanan Orneklerde
cekirdek:kaplama materyali oraninin artmasinin
enkapsiilasyon  verimliligini  6nemli  Slgiide
azaltugr gorilmustir (P <0.05). Maltodekstrin
kullanilarak yapilan enkapstilasyon isleminde ise
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cekirdek:kaplama materyali oranin artmastyla
azalan enkapstilasyon verimligi istatistiksel agcidan
6nemli bulunmamustir (P >0.05). Benzeri sekilde,
Akdeniz vd. (2017) tarafindan sogan kabugundaki
fenolik bilegiklerin enkapstilasyonu ile ilgili
sunulan calismada maltodekstrin kaplama orani
1:10'dan  1:20'ye ¢ikarildiginda enkapstlasyon
verimin istatistiki olarak Gnemli derecede
degismedigi belirtilmistir. Yine aynt calismada
gam arabik ve maltodekstrin karisimi ile
hazirlanan mikroenkapsillerde ise gam arabigin,

enkapsiilasyonu ile ilgili bagka bir ¢alismada da
maltodekstrin ve gam arabik kaplama materyali
olarak degerlendirilmis, daha yiiksek ¢oztnurlik
ve daha dusik viskozite degerlerine sahip
maltodekstrinle kaplanmis orneklerin
enkapstilasyon verimliliginin daha yiiksek oldugu
gOsterilmistir. Karbonhidrat bazli bir kaplama
materyali olan maltodekstrin ve gam yapidaki gam
arabik’in karsilagtirildigr diger bir calismada yine
maltodekstrinin Gzim polifenollerini kaplamada
daha yiksek verim sergiledigi bu durumun

enkapsillasyon  verimliligini  azaltut  rapor  maltodekstrinin  fiziksel ~6zellikleri nedeniyle
edilmistir. Sarabandi vd. (2019) tarafindan fenolikleri daha iyi sarmalamastyla iliskili oldugu
yaplmis  patlican  kabugu  ekstraktlarmin  bildirilmistir (Tolun vd. 2016).
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Sekil 3. Farkli kaplama materyallerinin ve ¢ekirdek:kaplama materyali oranlarinin enkapsiilasyon
verimine etkisi.
Figure 3. The effect of different coating materials and core: coating material ratios on encapsulation efficiency

Isil stabilite

Farklt kaplama materyalleri ve kaplama oranlart
kullanilarak hazirlanmis mikroenkapsiillerin ve
enkapsille edilmemis ekstrakt tozunun kek
hamuruna eklendikten sonraki toplam fenolik
bilesik  miktarlart  Sekil  4’te  verilmistir.
Mikroenkapstiller ve enkapsiile edilmemis
ekstrakt tozu, kek hamurunun hazirlanmasinin
ardindan cklenerek  karnstirdmustir.
Kaplama materyali olarak gam arabik ya da
maltodekstrin kullanilmast mikroenkapsiil

hamura

eklenmis hamur Orneklerinin  toplam  fenolik
madde miktart Gizerinde istatistiksel olarak 6nemli
bir fark olusturmustur (P <0.05). Gam arabikle
kaplanmis mikroenkapstillerin eklendigi
hamurlarin toplam fenolik bilesik miktarlarinin
maltodekstrinle  kaplanan  mikroenkapsillerin
eklendiklerine  gére daha distik oldugu
bulunmustur. Kaplama oraninin  etkisi
incelendiginde ise her iki kaplama materyali icin
de oranda artistn hamur Orneklerinin toplam
fenolik bilesik miktar1 tzerine etkili olmadig
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tespit edilmistir (P >0.05). Enkapsiile edilmemis
ekstrakt  tozu eklenen hamur  Ornekleri,
maltodekstrin  ile kaplanmis mikroenkapsiil
eklenen Ornekletle karsilastirildiginda  toplam
fenolik bilesik miktarinin daha dusik bulunmasi

edilmemis ekstrakt tozlarnin daha cok hasar
gormesiyle iliskilendirilmisgtir. Buna ek olarak,
enkapsiillasyon  islemi  sirasinda  uygulanan
homojenizasyon isleminin de fenolik bilesiklere
zarar verdigi literatirde bildirilmistir (Alifaki

karistirma  ve  c¢irpma strasinda  enkapsiile 2019).
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Sekil 4. Farkli kaplama materyalleri ve kaplama oranlari ile hazirlanmis mikroenkapstillerin ve enkapsiile
edilmemis ekstrakt tozunun eklendigi kek hamurlarinin toplam fenolik bilesik miktarlar
Figure 4. Total phenolic content of extract powder and microcapsules with different coating materials and coating ratios

added cake batter

Farkli kaplama materyali ve kaplama oranlar
kullanilarak ~ hazitlanan  mikroenkapsillerin
cklendigi hamurlarin  pisirilmesi sonucu elde
edilen kek Orneklerinin toplam fenolik madde
miktarlart Sekil 5te verilmistir. Gam Arabik
mikroenkapstllerinin =~ ilave  edildigi = kek
orneklerinde kaplama oraninin toplam fenolik
madde miktarina etkisi istatistiksel olarak 6nemli
bulunmugtur (P <0.05). 1:30 kaplama oranina
sahip olan numunedeki toplam fenolik madde
miktarinin daha yiksek oldugu belirlenmistir.
Literatiirde yapilan calismalarda maltodekstrin
mikroenkapstllerinin islem kosullarinin etkisi ile
kismen parcalandigy, gam arabik
mikroenkapstllerinin ise kiresel ylzey yapist
sayesinde daha dayanikli oldugu bildirilmistir
(Krishnan vd., 2005). Maltodekstrin
mikroenkapstllerinin =~ ilave  edildigi  kek

orneklerinde ise kaplama oraninin fenolik bilesik
miktart Uzerine istatistiksel acidan OGnemli bir
ctkisinin  olmadigr gérilmistir (P <0.05).
Kaderides vd. (2020) tarafindan gerceklestirilen,
portakal kabugu yan drinlerinin nar kabugu
ekstraktinin enkapsiilasyonu i¢in kullanildigr bir
calismada ise, mikroenkapstller ve enkapsile
edilmemis ekstraktlar kurabiyelerde
biyofonksiyonel bilesenler olarak kullanilmistir.
210°C’de 10 dakika siireyle gerceklestirilmis olan
pisitme ve sonrasindaki saklama islemi sirasinda
fenolik madde icerigi incelenmis, mikroenkapsiil
eklenmis Orneklerde %065 ve mikroenkapsiile
edilmemis ekstrakt eklenmis 6rneklerde ise %76
kayip oldugu belirtilmistir. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda mikroenkapsiilasyon isleminin
fenolik bilesik icerigindeki kaybi azalttig1 tespit
edilmistir.
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Sekil 5. Farkli kaplama materyali ve kaplama oranlari ile hazirlanan mikroenkapstiil ve enkapsiile
edilmemis ekstrakt tozu eklenen keklerin pisirme sonundaki toplam fenolik bilesik miktarlar
Figure 5. Total phenolic contents of extract powder and microcapsules with different coating materials and coating ratios

added cakes after baking

Farkli kaplama materyalleri ve kaplama oranlart
kullanilarak hazirlanan mikroenkapsiillerin  ve
enkapsile edilmemis ekstrakt tozunun 1sil
stabiliteleri  ise  Sekil = 6’da  verilmigtir.
Enkapsiilasyon isleminin pisirme sirasinda toplam
fenolik bilesik miktarinin  korunmasmna etkisi
istatistiksel acidan 6nemli bulunmustur (P <0.05).
Bir baska deyisle, mikroenkapsiilasyon isleminin
fenolik bilesiklerin 1sil islem kosullarinin etkisiyle
zarar gOrmesini  engelledigi tespit edilmistir.
Maltodekstrin  mikroenkapsiilleri i¢in kaplama
oranlart arasinda 1s1l stabilite acisindan istatistiksel
olarak 6nemli bir fark gérilmezken (P >0.05) gam
arabik mikroenkapsiillerinde kaplama oraninin 1s1l
stabiliteyl arttrdig bulunmustur (P <0.05). 1:30
cekirdek:kaplama materyali orani ile kaplanmis
mikroenkapstllerin 1sil stabilitesinin en yitksek
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler
1s181nda, 1s1l stabilite agisindan (%37.51£1.32) en
ideal kaplama materyalinin gam arabik ve en
uygun cekirdek:kaplama materyali oranmnin ise
1:30 oldugu sonucuna varidmistir. Literatiirde de
benzeri sonuclar rapor edilmistir; Suhag vd.
(2016) kaplama materyali olarak %35-40-45

oranlarinda gam arabik kullanilan bal tozu
mikroenkapsiillerini incelemisler ve gam arabik
oranindaki artisin 6rneklerde C vitamininin 1sil
stabilitesini arttirdigint bildirmislerdir. Ballesteros
vd. (2017) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada
attk kahve cekirdegi ckstraktlarinin
enkapsiilasyonu arastirilmis ve enkapsiilasyonun
fenolik bilesiklerin 1sil stabilitesini arttirdigs ve
gam arabigin daha verimli oldugu belirtilmistir.
Gong vd. (2020) ise yaptiklart calismada tarcin
aromasinin  1stl  stabilitesini  arttirmak  igin
ultrasonik destekli mikroenkapsiilasyon islemi
uygulamis ve mikroenkapsiilasyon islemi ile
aromanin 150-250°C pisirme sicakliklarinda bile
korundugunu bildirmislerdir. Luca vd. (2014) ise
maltodekstrin ve gam arabik karisimi kullanarak
gerceklestirdikleri  enkapsiilasyon  isleminin,
visneden elde edilmis olan fenolik bilesiklerin
175°C’de 22 dakika gerceklestirilen uygulamada
1s1l stabilitesini %022.2°den %30.7’ye ylkselttigini
belirtmislerdir.
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Sekil 6. Farkli kaplama materyalleri ve kaplama oranlari ile hazirlanan mikroenkapstllerin ve enkapsiile
edilmemis kusburnu ekstrakti tozunun sl stabiliteleri
Figure 6. Thermal stability of extract powder and microcapsules with different coating materials and coating ratios and
rosebip extract

Kusburnu fenolik bilesiklerinin islem kogullarina
karst stabilitelerini arttirmak icin
mikroenkapstlasyon isleminin uygulanmast ve
uygun kaplama materyali ve kaplama oranlarinin
(1:20 ve 1:30) incelenmesi sonucu elde edilen
verilerin literattire katk1 sagladigt
dustntlmektedir. Enkapstlasyon verimi ve 1sil
stabilite bir arada degerlendirildiginde en uygun
kaplama materyalinin gam arabik, en uygun
cekirdek:kaplama materyali oraninin ise 1:30
oldugu sonucuna vardmistir. Bu sartlar altinda
hazirlanan  mikroenkapsiillerde en  yuksek
enkapstlasyon verimi %94.191+0.16, 1s1 stabilite
degeri ise %37.51%£1.32 olarak hesaplanmustir.
Bundan sonra yapilacak calismalarda, belirlenen
en uygun islem kosullar1 ve kaplama materyali ile

hazirlanan  mikroenkapsillerin  daha  detaylt
incelenmesinin, parcactk 6zelliklerinin, morfolojik
yapilarinin, saklama stabilitelerinin =~ ve

biyoyararhliklarinin belirlenmesinin uygun olacagt
dustnilmektedit.

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

YAZAR KATKILARI

FE, ENG, MSY, IS ve YS deneylerin planlanmast
ile yapilisinda goérev almislar ve taslak metni
olusturmuslardir. OS danisman olarak calisma
fikrinin ~ olugsmasinda,  deney  tasariminin
olusturulmasinda, verilerin degerlendirilmesinde
ve taslagin kontrolinde/diizenlenmesinde gorev
almistir. Yazarlar makalenin son halini okumus ve
onaylamustir.

TESEKKUR
Calismalarimizin  tim asamalarinda  6neri ve
bilgilerini paylasarak calismalarimizin

yonlenmesine katkida bulunan Yasar Ozlem
ALIFAKTya en icten tesekkirlerimizi bir borg
bilitiz.
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ABSTRACT

The object of this study is to determine the best solvent and optimum extraction conditions for extraction
of maximum phenolic compounds from Akhensilla vulgaris leaves. Extractions were carried out using solvents
with different polarities. Box-Behnken Design was used to optimize extraction conditions including
extraction time, temperature, and liquid/solid ratio. In the study, extract obtained with acetone-water
indicated the highest total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and antioxidant activity.
Optimum extraction conditions for both responses were found as 168 min, 48.5 °C, and liquid/solid ratio
of 41:1. The maximum TPC and TFC values were determined as 7.17 mg GAE/gdw and 3.63 mg QE/gdw
under optimum extraction conditions. Concentrations of five phenolic compounds analyzed by HPLC
increased significantl after optimization. The results indicated that optimizing extraction conditions is critical
for quantification of phenolic compounds. The present model can contribute to food industry where
phenolic compounds have potential use as biopreservatives.

Keywords: Alhemilla vulgaris, antioxidant activity, Box-Behnken design, extraction optimization, phenolic
compounds

ALCHEMILLA VULGARIS'TEN FENOLIK BILESIKLERIN EKSTRAKSIYON
KOSULLARININ YANIT YUZEY YONTEMI KULLANILARAK
OPTIMIZASYONU

oz

Bu calismanin amaci, Alhemilla vulgaris bitkisinin yapraklarindan maksimum fenolik bilesik
ckstraksiyonu ig¢in en iyl ¢6zlclinin ve optimum ckstraksiyon kosullarinin belirlenmesidir.
Ekstraksiyonlar, farkli polaritelere sahip ¢6zuictiler kullanilarak gerceklestirildi. Box-Behnken tasarimi
(BBD), ekstraksiyon stiresi, ekstraksiyon sicakligi ve stvi / katt orant iceren ekstraksiyon kogullarini
optimize etmek i¢in kullanildi. Calisgmada aseton-su ile elde edilen ekstrakt, en yliksek toplam fenolik
icerik (TPC), toplam flavonoid icerik (TFC) ve antioksidan aktivite géstermistir. Her iki yanit igin
optimum ekstraksiyon kosullari, 168 dakika, 48.5 °C ve 41:1 sivi / katt orant olarak bulundu.
Optimum ekstraksiyon kogullart altinda maksimum TPC ve TFC degetleri 7.17 mg GAE / gdw ve
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3.63 mg QE / gdw olarak belitlendi. HPLC ile analiz edilen bes fenolik bilesigin konsantrasyonlarinin,
optimizasyondan sonra énemli dlciide arttigt bulundu. Sonuglar, ekstraksiyon kosullarinin optimize
edilmesinin fenolik bilesiklerin miktarinin belirlenmesi icin 6nemli oldugunu géstermektedir. Mevcut
model, fenolik bilesiklerin biyo-koruyucu olarak potansiyel kullanima sahip oldugu gida endistrisine

katkida bulunabilir.

Anahtar kelimeler: Alhemilla vulgaris, antioksidan aktivite, Box-Behnken tasarimi, ekstraksiyon

optimizasyonu, fenolik bilesikler

INTRODUCTION

Today, plants are becoming increasingly popular
related to their potential as a source of bioactive
compounds. These compounds promote various
health benefits and inhibit or reduce the risk of
human diseases due to their antioxidant activities
(Sepahpour et al, 2020). Among the
phytochemical substances, many polyphenols
with antioxidant properties exist in plants have
been shown to be antibacterial, anti-
inflammatory, and anti-tumor agents (Pham et al.
2019). In addition, polyphenols, which are natural
antioxidants, have increased their use in the food
and pharmaceutical industry instead of synthetic
antioxidants (Sousa et al. 2019).

Extraction is a crucial step to obtain biologically
active compounds (Pham et al. 2019). However,
there is no standard method for the extraction of
phenolics. This problem is due to the great
diversity of these compounds, which give them
different physicochemical properties (Sousa et al.
2019). For extraction, there are different
extraction methods including traditional methods
such as maceration and modern methods such as
microwave extraction, ultrasound extraction.
Although modern methods have ensured efficient
extractions, they are expensive or/and have
certain disadvantages (Cacique et al., 2020). For
instance, the main disadvantages of microwave
extraction method are: unbalanced heating
and/or overheating of extracts cause thermal
degradation of phenolic acids. In addition, it has
been reported that ultrasonic waves may cause the
degradation of some phenolic acids and the
formation of reactive hydroxyl radicals (Al Jitan et
al. 2018). Maceration which is one of the oldest
traditional extraction methods is used commonly
due to its simple methodology and low cost (Uysal
etal., 2019). The disadvantages of this method are
the large volume of solvents, the long processing
time (Cacique et al,, 2020). The extraction of

phenolic compounds from plants are affected by
various factors including extraction time,
extraction temperature, extraction solvent and
solvent concentration (Ahmed et al, 2020).
Therefore, it seems necessary to optimize
extraction conditions wusing the appropriate
solvent type for each plant sample to obtain the
maximum yield.

Response Surface Methodology (RSM) has been
broadly employed to design, analyze, and predict
extraction conditions. The conventional one-
factor-at-a-time approach of optimization is
neglected the combined interaction of variables
and does not guarantee obtaining optimal
conditions. To solve this problem, statistical
approaches such as Box-Behnken Design (BBD),
which is one of RSM, have offered the
opportunity to predict optimum extraction
conditions and understand the interactions
among extraction parameters (Belwal et al., 2016:
Pham et al.,, 2019).

Alehemilla L. genus that belongs to the Rosaceae
family is a perennial herbaceous plant and a
popular garden herb commonly known as Lady’s
Mantle. It is reported that Alkhemilla species are
traditionally used to treat gynecological and
gastrointestinal diseases and have diuretic, anti-
inflaimmatory, antioxidant and anti-influenza
properties (Acet and Ozcan 2018; Hwang et al.
2018; Tasi¢-Kostov et al. 2019). A previous study
demonstrated wound-healing properties of A.
vulgaris associated with promitotic activity in
epithelial cells and myofibroblasts (Shrivastava et
al. 2007). Neagu et al. (2015) found that the 4.
vulgaris extract showed high acetylcholinesterase
and high tyrosinase inhibitory effects: They
suggested that it could be extremely useful in the
treatment of degenerative diseases due to these
properties of A. vulgaris extract. In one of the
recent studies, A. zol/is was found to protect from
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UVB. Therefore, it has been suggested that 4.
mollis may be useful as a functional food for
preventing photoaging in human skin caused by
UVB (Hwang et al., 2018).

Alchemilla species are rich in flavonoids, phenolic
acids, and tannins, which are proven to be
responsible for some pharmacologic activities
(Renda et al, 2017). Previous studies have
revealed that Alkhemilla sp. have high phenolic
content and good antioxidant properties (Acet
and Ozcan 2018; Hwang et al. 2018; Tasi¢-Kostov
et al. 2019). However, there is a deficiency in the
studies focusing on the optimization of extraction
conditions for maximum phenolic compounds
extraction from A. vulgaris. Therefore,the aim of
the present study is to determine the best solvent
and to optimize extraction conditions for
extraction of maximum phenolic compounds
from A. wulgaris leaves by using maceration
extraction method. The BBD was employed to
predict the model and to optimize the extraction
conditions (temperature, time, liquid/solvent
ratio) based on total phenolic and flavonoids
content. In addition, the variation of phenolic
compounds in the extracts obtained before and
after optimization was analyzed using HPLC.

MATERIAL AND METHODS

Plant Material and Extraction

A. vulgaris was obtained in June 2020 from the
local market. The leaves of A. vulgaris were ground
in a domestic blender and sieved to yield a powder
with average particle diameter of 0.423 mm.

Maceration method was used for extracting
phenolic compounds of A. wulgaris leaves. To
define the best extraction solvent, extracts were
prepared using pure methanol, pure ethanol, pure
acetone, water, and aqueous mixtures of acetone,
methanol, or ethanol (50%). The ground plant
samples (1 g) were extracted with the appropriate
solvent (10 mL) in a water bath at 30 °C and for
120 min after the mixture was vortexed. After the
extraction procedure, the mixture was then
centrifuged at 2000 x g for 5 min, and the
supernatant was collected for analysis. The
supernatant was stored at -18 °C until analyzed.
The best solvent was determined based on

maximum TPC, TFC yields, and antioxidant
activities (DPPH radical scaevining activity, ferric
reducing power).

Total Polyphenol Content Determination

In the extracts, TPC was determined by using the
Folin—Ciocalteu method (Mouratoglou et al
2016). Gallic acid was used as standard, and the
results are expressed in milligrams of gallic acid
equivalent (GAE) per gram dry plant weight (mg
GAE/g dw).

Flavonoid Content Determination

A previously published methodology was
employed (Mouratoglou et al. 2016). The total
flavonoid concentration was calculated from a
quercetin calibration curve. Total flavonoid
content was indicated as mg quercetin equivalents
(QE) per g of dry plant weight (dw) (mg QE/g
dw).

DPPH Free Radical Scavenging Assay

The free radical scavenging activity of extracts
was assumed by DPPH-(Sanchez-Moreno et al.,
2003). The percentage of DPPH radical
remaining against extract concentration was then
plotted to obtain the amount necessary to
decrease the initial DPPH radical concentration
by 50% (ICso). ICso value was defined as extract
concentration, providing 50% inhibition of mg
dry plant sample per mL (mg (dw)/mL).

Ferric Reducing Power Assay

The Oyaizu method (1986) was used to determine
ferric reducing power. The antioxidant capacity of
extracts was expressed as ECso. The ECso value
(the effective concentration at which the
absorbance was 0.5) was calculated from the
graph of absorbance at 700 nm against extract
concentration (mg (dw)/mL).

Optimization of Extraction Process using a
Statistical Approach

In the study, firstly, the best solvent for the
maximum phenolic yield was determined. After
that, optimization of extraction conditions to
increase phenolic yield was aimed using a
statistical approach. The solvent defined to be the
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best for extraction was used for extraction in the
optimization step.

For optimization of extraction conditions, three
independent variables were evaluated based on
total phenolic compound and total flavonoid
compound of extracts from 4. pufgaris by using
Box Behnken Design. The independent vatiables
and their intervals were determined according to
the literature research (Eruygur et al. 2018, Uysal

et al. 2019, Ahmed et al., 2020, Cacique et al
2020). The variables were extraction time (A: 60-
180 minutes), incubation temperature (B: 30-70
°C), and liquid/solid ratio (C: between 10:1 and
70:1). For BBD analyses, three levels as high (+1),
medium (0) and, low (-1) were described. The
code and the real value of each variable are
presented in Table 1.

Table 1. Levels of independent variables tested in Box-Behnken design and their experimental designs
levels for optimization of extraction conditions

Coded levels
Symbol Variable .
Units 1 0 1
A Time min 60 120 180
B Temperature oC 30 50 70
C Liquid / Solid ratio 10 40 70
BBD  experiments were conducted for  points to test the reproducibility of the test

optimization. Experimental design method was
carried out by 17 experiments with five center

results. Table 2 represents the designs, and results
of the experiment runs.

Table 2. Experimental design based Box-Behnken design for optimization of extraction conditions

Run order Extraction Extraction Liquid/Solid TPC* TFC*
Time Temperature Ratio (mgGAE/gdw) (mgQE/gdw)
(min) )
1 120.00 30.00 70.00 3.99 2.07
2 120.00 50.00 40.00 7.02 3.01
3 60.00 50.00 70.00 3.11 1.11
4 120.00 50.00 40.00 6.83 3.39
5 120.00 50.00 40.00 7.12 3.27
6 180.00 50.00 70.00 6.23 3.01
7 60.00 30.00 40.00 2.47 1.11
8 60.00 50.00 10.00 2.81 1.11
9 180.00 70.00 40.00 7.25 2.61
10 120.00 50.00 40.00 6.82 3.11
11 180.00 50.00 10.00 5.54 3.04
12 60.00 70.00 40.00 4.57 1.75
13 180.00 30.00 40.00 5.95 3.76
14 120.00 70.00 10.00 5.43 1.97
15 120.00 30.00 10.00 491 2.01
16 120.00 50.00 40.00 7.11 3.17
17 120.00 70.00 70.00 6.63 1.61

*Experimental results

The response function coefficients were defined
by regression using the experimental data and

Design-Expert V7 trial version. For three variable
systems, the model equation is as follows:
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Y = B0 + B1A + $2B + B3C + B11A2 + B22B2 +
833C2 + B12AB + B13AC + $23BC (1)

Where Y is the predicted response (TPC and
TFC), B0 is the model constant; A, B, and C are
independent variables; 81, 82, and 83 are linear
coefficients, 311, 822, and B33 are the quadratic
coefficients and 12, $13, B23 are the cross-
product coefficients. A, B, C are the independent
variables. The coefficients of determination R2
adjusted R? and predicted R?> were used to
determine the suitability of the developed
mathematical polynomial equation. In addition,
the three-dimensional (3-D) response surface
graphs were plotted to illustrate the interaction of
two variables (Figure 1). Lastly, experiments were
made to confirm TPC and TFC values under the
optimum extraction conditions predicted by
BBD.

HPLC Analyses

Phenolic compounds (ellagic acid, catechin,
chlorogenic acid, gallic acid, p-hydroxybenzoic
acid) in the extracts were analyzed using high
performance liquid chromatography (HPLC).
This process was carried out as described in our
previous study (Yazici et al.,, 2020). The results
were expressed as pug/g dry weight (dw) of of A.
vitlgaris leaves.

Statistical Analyses

Statistical analyses were carried out with SPSS 20.
Data are expressed as the mean £SD. One-way
ANOVA was used to analyze the differences
among extracts obtained with different solvents.
The differences shown by data were significant
(P<0.05). Cortrelations among variables were
performed with Pearson’s correlation test.

RESULTS AND DISCUSSION

Solvent Selection for Extraction

The phenolic compounds have various chemical
properties due to variations in type, number, and
position of the functional groups. Therefore the
solubility of these compounds can be affected by
various solutions (Sepahpour et al., 2020). It is
also reported that the polarity of solvents has a
crucial role in the solubility of phenolic
compounds (Haminiuk et al., 2014; Sepahpour et

al., 2020). Therefore, the choice of solvent for
extraction is essential as it affects the type and
amount of phenolic compound recovered.

Ethanol, methanol, and acetone which are polar
organic solvents are used mostly for extraction
(Coklar and Akbulut 2017; Park et al.,, 2019).
However, using water for bioactive compounds
extraction may be a safer option for
pharmaceutical and food applications (Shelembe
et al., 2012). This study investigates the impact of
solvent type on the extraction of the phenolic
compounds, using seven solvents in the process:
acetone, ethanol, methanol, water, and aqueous
mixtures of acetone methanol, or ethanol (1:1
v/v). Table 3 shows the TPC, TFC, and
antioxidant activities of the extracts obtained with
different solvents. All extracts were found to have
significant total phenolic contents ranged from
1.08 mg to 4.83 mg GAE/g dw. There were
significant differences in TPC and TFC of
extracts obtained with different solvents
(P<0.05). Flavonoids and phenolics contents had
similar extraction patterns, acetone-water extract
exhibited the highest amount of TPC and TFC
(483 mg GAE/g dw; 191mg QE/gdw
respectively). However, water extract
demonstrated the lowest amount of TPC and
TFC (1.08 mg GAE/g dw; 0.68 mg QE/gdw,
respectively) (P<0.05). Polyphenols effectively
dissolved in organic solvents which are less polar
than water (Haminiuk et al., 2014). In the study,
the differences in the phenolic content of the
extracts obtained with different solvents could be
attributed to solvents’ polarities. In this work, the
solvents used in terms of polarity can be put in
order as water> methanol> ethanol>acetone
(Coklar and Akbulut 2017). This study shows that
the most efficient solvent for extraction of TPC
and TFC from .A. wulgaris is acetone-water,
followed by ethanol-water and methanol-water.
Similar results were reported by Al-Farsi and Lee
(2008). In that, they reported that flavonoid and
phenolic contents from date seeds were extracted
highest with 50% acetone followed by ethanol,
methanol, and their aqueous 50% solutions. In
addition, aqueous solvent mixtures were found to
be better than mono-component solvent for
phenolic extraction. Polar solvents are mostly
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utilized for recovering phenolic compounds from
plant material. The most suitable solvents are
aqueous mixtures containing ethanol, methanol,
and acetone (Do et al., 2014). It was reported that
addition of water to solvent may cause to increase
the polarity and swell plant materials by allowing
the solvent to easily penetrate the solid matrix

(Park et al., 2019). Similary, Yilmaz et al., (2006)
reported that aqueous mixtures of acetone,
methanol, or ethanol were more effective than a
mono-component solvent (water, acetone,
methanol, or ethanol) for the extraction of
phenolic compounds.

Table 3. Effect of solvent type on total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and
antioxidant activities of extracts from A. vulgaris**

Solvents TPC * TFC* 1Cso* ECso*
mgGAE/g dw mg QE/gdw mg (dw)/mL mg(dw)/mL
Acetone 3.04cd 1.49b 0.19cd 3.15d
Methanol 2.21¢ 091c¢ 0.592 5.98a
Ethanol 2.56d¢ 0.89¢ 0.43b 4.33¢
Water 1.08f 0.68¢ 0.622 6.232
Acetone-water 4.83a 1.91a 0.114 2.13¢
Methanol-water 3.44be 1.32b 0.31¢ 5.35b
Ethanol-water 3.94b 1.47b 0.24<d 3.34d

*Values are mean *SD (n=3). Different letter within the same column show differences of means among the

extracts obtained with different solvent (P<0.05).

** Extracts was obtained at 30 °C and 10:1 of liquid/solid ratio for 120 min in water bath.

Alchemilla species are rich in phenolic compounds,
which are responsible for some of the
pharmacological activities (Renda et al., 2017).
Vlaisavljevic et al. (2019) evaluated the
phytochemical profile and antioxidant properties
of extracts from _A. wulgaris obtained with
methanol, ethanol, ethyl-acetate, and water. They
obtained the highest TPC (9.65 mg GAE/g dw)
with ethyl acetate. Murathan (2018) found that the
total phenolic content in A. sericata was 427.2
mg/100g, while the total flavonoid content was
29.52 mg/100g. Denev et al. (2014) found that the
total flavonoid content of the methanol extracts
from A. sericata was 1831 mg/100g. Acet and
Ozkan (2018) reported that the higher phenolic
content from A. ellenbergiana was found in
methanol extract (777.2 mg/g extract GAE) and
ethanol extract (750 mg/g extract GAE) than
ethyl-acetate and hexane extracts. The change in
the phenolic content of Alkhemilla species can be
explained by several factors such as
environmental and genetic effects, plant organ,
extraction method, and storage conditions (Rebey
etal, 2012).

The phenolic compounds can play an important
role in neutralizing and absorbing free radicals

(Borra et al.,, 2013). The effects of solvents on
antioxidant activity of extracts were mostly
attributed to the content change of total phenolic
(Zhu et al., 2018). In this study, the antioxidant
activities of extracts were evaluated with reducing
power and DPPH assays. The lowest ECs or ICso
means the highest antioxidant capacity. The
DPPH ICs values in extracts varied from 0.11 to
0.62 mg (dw)/mL. Acetone-water extract showed
higher radical scavenging activity, followed by
acetone extract. ECso values of reducing power
varied from 2.13 to 6.23 mg (dw)/mL. Similarly,
ferric reducing power of acetone-water extract
was the highest and significantly different from
other extracts (P<0.05), followed by acetone
extract. The extracts obtained with water and
methanol exhibited significantly lesser antioxidant
activity (P<0.05). Solvents dissolve substances
with similar polarities (Wakeel et al., 2019). These
differences in the antioxidant activity of the
extracts obtained with solvents of different
polarities may be related to with the variety of
antioxidant compounds extracted. Similarly, in
another study, the water extract of .A. vulgaris
showed significantly lower anti-radical activity
compared to other extracts (Vlaisavljevi¢ et al.,
2019).
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Acetone—water mixture is reported as an effective
solvent for the antioxidants (Yilmaz et al, 2006;
Nasr et al.,, 2019). In this study, acetone-water
extract with the highest TPC and TFC showed the
best antioxidant activity. In contrast to our
finding, methanol extracts of Alkhemilla species
are reported to have high antioxidant activities
(Usta et al., 2013; Denev et al., 2014; Boroja et al.,
2018; Murathan, 2018). These different results
may be attributed to the extraction method and
conditions that affect the antioxidant activities of
the extract (Do et al., 2014).

In addition, Pearson's correlation coefficient
indicated that TPC and TFC had a negative
correlation with ICso of DPPH scavenging
activities (r = -0.883, -0.9406; respectively, P<0.07)
and ECso of reducing power capacities (r = -
0.816,-862, respectively; P<0.07). Previous
studies found the correlation between TPC with
DPPH scavenging activity and reducing power
capacity (Tusevski et al. 2014 ). Phenolic
compounds are majorly responsible for the
antioxidant activity of plant (Zhao et al., 2014).
The results of the study indicate that phenolic
compounds may be the responsible for the
antioxidant activity of extracts.As a result,
phenolic content and antioxidants activity were

observed to be affected by the solvent type.
Acetone-water extract with the highest TPC and
TFC showed the best antioxidant activity in the
study. Therefore, optimization of phenolic
compound extraction from A. pulgaris was carried
out using acetone-water as solvent.

Optimization of Extraction Conditions using
BBD

Maceration is the easy and simple method for the
recovery of bioactive compounds (Uysal et al.
2019). Many factors have been established to
influence the extraction efficiency, such as solvent
type, and solid to solvent ratio, extraction
temperature, and time (Eruygur et al. 2018, Uysal
et al. 2019, Ahmed et al,, 2020, Cacique et al
2020). In this study, 50% acetone-water was used
for extraction of phenolic compounds from A.
vulgaris in optimization. Extraction parameters
including extraction time, extraction temperature,
and liquid/solid ratio were improved extraction in
the next step for optimal TPC and TFC yield by
BBD (Table 2). BBD was employed to define the
optimum level of parameters that provided
maximum total phenolic and total flavonoid
extractions and to understand the relationships
between the extraction parameters with TPC, and
TFC.

Table 4. ANOVA results for quadratic model obtained by BBD

Source Df TPC TFC

F-Value Prob > F F-Value Prob > F
Model 9 191.96 < 0.0001%* 88.63 < 0.0001*
A-Extraction Time 1 749.35 < 0.0001* 438.42 < 0.0001*
B-ExtractionTemperature 1 223.57 < 0.0001* 8.30 0.0236*
C- Liquid/Solid Ratio 1 8.38 0.0232* 0.89 0.3779
AB 1 6.65 0.0365* 52.15 0.0002*
AC 1 1.58 0.2490 0.015 0.9071
BC 1 46.70 0.0002* 2.87 0.1340
A2 1 327.85 < 0.0001* 36.52 0.0005*
B2 1 53.18 0.0002* 73.41 < 0.0001*
C2 1 247.29 < 0.0001* 157.29 < 0.0001*
Lack of Fit 3 1.27 0.3970 0.34 0.7980

* Significant parameter.

The variance analysis of the quadratic regression
models designed for optimum TPC and TFC
suggested that the models were statistically

significant, as shown in Table 4 (P<0.05). The
fitted second-order  polynomial  equation
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lustrating the TPC and TFC yields by using

response surface analysis is given in Eq. (2 and 3).

TPC=+6.98+1.50%A+0.82* B+0.16+C-
0.20%A*B+0.098*A*C+0.53*B*C -
1.37%A2-0.55*B2-1.19*C2 @)

TFC=+3.19+0.92%A-0.13*B-0.041*C-0.45*A*B-
7.500B-003*A*C-0.10¥B*C-0.36*A2-0.52%B2-
0.76+C2 3)

The statistical significance of model terms is
assumed by their respective P-value. Also, “The
Lack of Fit F-value” is a special diagnostic test for
adequacy of a model. Non-significant lack of fit is
desirable. In the study, the predicted R? (0.96 and
0.96 respectively) and adjusted R? values for TPC
and TFC (0.99 and 0.99, respectively) were in
Figure 1.

reasonable agreement with the value of R2 (0.99
and 0.98, respectively). The values of R? imply a
correlation between the experimental results and
predicted values (Uysal et al., 2019).

The statistical analysis indicates that the evaluated
variables have a significant effect on TPC and
TFC. Values of "Prob > F" less than 0.05 indicate
that model terms are remarkable. In this case A,
B, C, AB, BC, A2, B2, C2 are significant model
terms for TPC. In addition, A, B, AB, A2, B2, C2
are significant model terms for TFC (Table 4).
The effects of extraction time, extraction
temperature, and liquid/solid ratio on TPC and
TFC were illustrated in 3-D response surface
graphs. The 3-D plot graphical representations
are shown in Figure 1.

TPC

Claid S 7" g Tempemne
N

Figure 1. Response surface plots (3D) showing the interaction effect of variables on total phenolic
content (a,b,c), and total favonoid content (d,e,f).

The TPC results obtained under different
conditions were in the range from 2.47 to
7.25mg/g GAE (Table 2). The lowest TPC was
obtained at 30 °C in 40:1 liquid/solid ratio for

60min (Run 7), while the parameters for the
highest TPC were 70 °C, 40:1 liquid/solid ratio
and 180 min (Run 9). As seen in Figure 1a, the
effect of extraction temperature is positive on
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TPC. Considering the interactive effect of
variables, the interaction between time and
temperature (A*B) showed a remarkable effect on
TPC (P<0.05). The TPC significantly increased
with increasing extraction temperature and time.
As seen in Figure 1a, and ¢, TPC increased in the
range of about 55 to 65 °C; however, the amount
of TPC tended to remain constant after 65 °C. In
line with our results, Shi et al. (2003) found
extraction temperature of 65 °C to be the best for
extracting phenolic compounds from grape seeds.
The increase in the amount of TPC in parallel
with the temperature is corresponded with
literature (Silva et al., 2007; Belwal et al. 2016).
According to Figure 1a, TPC increased until 150
min. After this duration, the level of the phenolic
content begined to decline. The results show that
extending the time of extraction might lead to a
decline in TPC due to the applied extraction
temperature, which may degrade the phenolic
with the extended extraction time (Ahmadian-
Kouchaksaraie et al., 2010).

In the study, the TPC increases significantly
increasing until 40:1 liquid/solid ratio (P< 0.05)
(Figute 1¢). The liquid/solid ratio which gave the
highest TPC was 40:1 mL/g. In addition, the
interaction between extraction temperature and
liquid/solid ratio (B*C) showed a remarkably
positive effect on TPC (P< 0.05), but there was
no significant interaction between liquid/solid
ratio and extraction time (A*C) (P>0.05) (Table
4).

Similary, extraction time (A), and extraction
temperature (B) profoundly influenced TFC
(P<0.05), but the liquid/solid ratio had no
significant effect on TFC (P>0.05) (Table 4).
Figure 1d shows that the TFC increased in parallel
to the extraction time. The maximum TFC was
observed at about 45 °C. An increase in the yield
of flavonoid was be achieved with the increase of
extraction time at lower temperatures. The
prolonged extraction time increases the chances
of decomposition of phenolics (Belwal et al.
2016). The highest TFC (3.76 mgQE/gdw) was
obtained at 30°C for 180 min (Run 13, Table 2).
The increase in extraction temperature might be
increased mass transfer improved  with

penetration of solvent into the plant matrix
(Belwal et al. 2016) Interestingly, a negative
interaction between extraction time and
temperature (A*B) was obtained for the TFC. It
may be attributed that the long extraction time,
and sustained exposure to the high temperature
increase the loss of phenolic compounds by
oxidation (Al-Farsi and Lee, 2008).

After optimization, an improvement in
antioxidant capacities was expected. The DPPH
scavenging activity and ferric reducing power
capacity were found as 0.073 mg (dw)/mL and
1.09 mg (dw)/mL, respectively. The finding
implies that optimization of extraction conditions
increases phenolic compounds, which have high
antioxidant capacity.

Validation and Determination of Optimal
Conditions for Extraction of Phenolic
Compounds

The optimal conditions were determined by
maximizing the desirability of the responses (TPC
and TFC yields) using Design Expert software,
and the validity of models was evaluated. These
optimal conditions were used for the extraction
process. The optimum conditions for TPC and
TFC in a single experiment were extraction time
(168 min), extraction temperature (48.5 °C), and
liquid/solid ratio (41:1). The predicted TPC and
TFC values under optimal conditions were 7.25
mg GAE/gdw and 372 mg QE/gdw,
respectively. These predictions were validated by
experiments in which 7.17 mg GAE/gdw of TPC
and 3.63 mg QE/gdw of TFC were obtained.
Experimental results for TPC and TFC values are
in agreement with the predicted values.

HPLC Analyses of Phenolic Compounds
A. vulgaris mostly comprise phenolic acids (ellagic

acid, gallic and chlorogenic acid, p-
Hydroxybenzoic acid), flavonoids (catechin,
quercetin) and flavonoid glycosides (rutin,

avicularin, and tiliroside), as reported in the
previous studies (Duckstein ef a/., 2012; Boroja et
al, 2018; Vlaisavljevi¢ et al., 2019). In this study,
five phenolic compounds in the extracts obtained
before and after optimization were analyzed using
HPLC. The concentration of all phenolic
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compounds evaluated in this study increased
significantly after optimizing the extraction
conditions (Table 5). Especially ellagic acid
increased from 171.92 to 3724.65 pg/g dw. Zhang
et al., (2010) found that the extraction conditions
have a significant effect on the extraction yield of
ellagic acid from Platycarya strobilacea. They found
that the ellagic acid yield increased in parallel to
extraction time, liquid/solid ratio and extraction
temperature. Similary, the present study showed
that extraction time, temperature and liquid/solid
ratio positively influenced TPC.

The order of phenolic compounds were; ellagic
acid> catechin>chlorogenic acid>gallic acid > p-
hydroxybenzoic acid (Table 5). Our finding is in
line with the previous studies showing that ellagic
acid is the main phenolic component in leaves of
A. vulgaris Moller et al., 2009; Neagu et al., 2015;
Ili¢-Stojanovic¢ et al., 2017; Boroja et al, 2018). On
the contrary, the 80% acetone extract from aerial
parts of A. glabra was found to contain gallic acid
(63mg/100g), 3,4-hydroxybenzoic acid
(135mg/100g), chlorogenic acid (80mg/100g),
catechin (250 mg/100 g), epicatechin (524
mg/100 g) and rutin (1057 mg/100 g) but not
ellagic acid (Denev et al.2014).

Table 5. The concentrations of selected phenolic compounds in 4. vulgaris extracts obtained after and

before optimization

of extraction conditions

Compound Retention UV band Concentration* Concentration **
time (min) (nm) (ug/g dw) (ug/g dw)
Gallic acid 6,8 280 0.65 11.89
Chlorogenic acid 15,7 280 78.65 109.6
p-hydroxybenzoic acid 18,2 320 2.98 8.41
Ellagic acid 47,7 240 171.92 3724.65
Catechin 15 280 88.77 137.64

*Concentrations of phenolic compounds in extract obtained before optimization
** Concentrations of phenolic compounds in extract obtained after optimization

As a result, the study shows that different
extraction conditions affect the concentrations of
phenolic compounds. In addition, A. wwulgaris
extracts seem to have high and rich phenolic
content. The biological activity of _A. wulgaris
extracts may be attributed to their phenolic
profile.

Conclusion

The results of the study indicate that solvents play
an important role in the extraction, and acetone-
water (50%) was the most efficient solvent for
phenolic extraction from _A. wulgaris leaves. The
response surface methodology was successfully
employed to optimize the extraction conditions
(extraction temperature, time, and liquid/solid-
ratio). It was observed that TPC yields
significantly affected by liquid/solid ratio,
extraction time, and temperature, while the most
important factors affecting TFC yield were
extraction time and temperature. The optimal
extraction conditions were found to be extraction

temperature of 48.5 °C, time of 168 min, and
liquid/solid ratio of 41:1. The TPC and TFC
values under optimal conditions were 7.17 mg
GAE/gdw and 3.63 mg QE/gdw, respectively. In
addition, five phenolic compounds were
quantified in extracts by HPLC. Concentrations
of all phenolic compounds evaluated in this study
are found to increase after optimization of
extraction conditions. The study confirmed the
high phenolic content of extracts from A. vulgaris
parallel with high antioxidant activity.

The results suggest that optimizing the extraction
conditions is critical for accurate quantification of
phenolic compounds in A. vulgaris. This study can
be useful to the development of industrial
extraction processes to enhance the efficacy of a
large-scale extraction system.

CONFLICT OF INTEREST: The author
expresses no conflict of interest associated with
this work.
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oz

Saglikli beslenme anlayst ile taze ve kaliteli gidaya ulasma talebi son zamanlarda giderek artmaktadir.
Gidalarin tazeligini ve kalitesini yitirmeye baslamis olmast, tiketici giivenini ve memnuniyetini sarsmakla
kalmamakta, Griniin risk durumuna gore tiketicinin sagligint da tehlikeye atmaktadir. Beslenmede akla ilk
gelen temel gida maddelerinden olan et gibi besleyici ve ekonomik degeri yiksek bir gidanin tazeliginin
belirlenmesinde zamanla yaris séz konusudur. Ne var ki, bu amaca yonelik klasik ydntemler fazla malzeme,
isglicli ve zaman harcanan zotlu bir analiz siirecini beraberinde getirmekte, bu nedenle sézii gecen
dezavantajlarin  giderildigi alternatif yOntemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Hatta tazelikteki degisimin
izlenmesinde tiiketicinin de dahil edildigi gercek zamanlt tespitler mimkiin hale getirilmeye calistimaktadir.
Bu derlemede, cesitli et ve et Griinlerinin tazeligini belitlemeye yonelik 6zellikle renk indikatérleri, sensorler
ve biyosensérler gibi yeni yaklasimlar ele alinmustur.

Anahtar kelimeler: Et, tazelik, renk indikatotleri, sensor, biyosensor

DETECTION OF MEAT FRESHNESS: NEW APPROACHES

ABSTRACT

Recently, there has been an increasing demand for fresh and high quality food as a result of healthy
eating awareness. Depending on the risk status of the product, consumer health and safety get into
danger as well as breaking consumer reliance and satisfaction due to the foods which have started to
become unfresh and lose quality at the time of purchasing. Nutritious and economically valuable
foods such as meat has been one of the major product groups which is needed to be checked for its
freshness against time. However, classical methods require much labor and chemical usage as well as
being time consuming. Therefore, there has been a need for alternative methods which can eliminate
present disadvantages. Moreover, it is aimed to make possible real time detection of meat freshness
including consumer based controls. This review evaluates new detection methods such as color
indicators, sensors and biosensors to determine freshness of several kinds of meat.

Keywords: Meat, freshness, color indicators, sensor, biosensor.
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GIRIS
Gudalarda tazelik, Urtin binyesindeki mikrobiyal
gelisim, aciga ¢ikan metabolitler ve kimyasal
degisimler dogrultusunda sekillenmekte olup bu
kapsamda gidalardaki genel tazelik indikatotleri
glukoz, organik asitler, etanol, ugucu azotlu
bilesikler, ATP yikimlanma urtnleri,
karbondioksit,  sulfirli  bilesikler,  diasetil,
amonyak, biyojen aminler, toksinler, enzimler gibi
maddelerdir (Okstiztepe ve Beyazgil, 2015;
Kocaman ve Sarimehmetoglu, 2010; Purma ve
Serdaroglu, 2000). Tazelikte meydana gelen
degisimlerin duyu organlarimiz ile algilanacak hale
gelmeden saptanmast ise hem gida giivenilirligi ve
tiketicinin korunmast hem de olast ekonomik
kayiplarin  6ngorilmesi/6nlenmesi  bakimindan
biytk 6nem tasimaktadir (Fu vd., 2019).

Et ve et urunleri, temel besin unsutlart ve nem
miktar1 yiksek gidalar olarak bozulmaya son
derece yatkin gidalar arasindadir. Bu gidalarin
depolanma  siiresince  enzimatik  ve/veya
mikrobiyal  kaynakli  oksidatif — doniisiimler
sonrasinda protein, yag ve karbonhidratlarinin
yikimlanmasina bagli olarak ugucu ve nahos
kokuya neden olan maddeler aciga c¢tkmaktadir
(Jia vd., 2019). Etin tazeligi toplam ucucu bazik
azot (Total Volatile Basic Nitrogen; TVB-N),
hipoksantin/ksantin, biyojen aminler, hidrojen
sulfir (H.S), pH, mikrobiyolojik parametreler
(toplam mezofilik aerobik canli sayisy) ile
beliflenmektedir. Bu  parametreler/maddeler,
indikatér 6zellik gbsteren unsurlarin baslicalar
olmakla beraber birbitleriyle de iligkilidir (Fu vd.,
2019). Ornegin, etin tazeligini yitirmesi siirecinde
meydana gelen kimyasal degismelerin énemli bir
bolimu mikrobiyolojik temellidir.
Mikroorganizmalarin  proteolittk  aktiviteleri
sonucu serbest aminoasit zincitleri olusmakta,
bunlar da kolaylikla oksidatif deaminasyon,
dekarboksilasyon ve desilftirizasyona ugrayarak
NH;, CO2 ve HaS olusturmaktadir. Bunlardan,
azotlu bilesiklerin yaygin formlart arasinda NHs,
di- ve tri-metil amin bulunmakta olup bu gazlarin
tamamt toplam ugucu bazik azot (TVB-N) olarak
tanimlanmakta (Kuswandi ve Nurfawaidi, 2017)
ve bu maddelerin konsantrasyonu arttikca
kademeli bir pH vyiikselmesi de s6z konusu
olmaktadir (Pacquit vd., 2000).

Diger tazelik kriterlerinden biyojen aminler,
gidanin  bunyesindeki spesifik aminoasitlerin,
mikrobiyal yol ile dekarboksilasyonundan agiga
ctkan distik molekil agiehkli bilegikler olarak
tanimlanmaktadir. Bu nedenle gidanin niteligi ve
tasidig1 mikrobiyal yiik, biyojen amin olusumunda

belirleyici sayilmaktadir (Lazaro vd., 2015).
Biyojen aminler, bozulmanin  iletleyen
safhalarinda yiksek konsantrasyonlarda

olugmakta iken ette diger tazelik indikatérleri olan
hipoksantin veya ksantin ise hayvanin kesimini
miuteakip kaslarda birikmeye baslamaktadir
(Albeda vd., 2017). Hipoksantin/ksantin ise, ATP
yikimlanma drtnlerindendir. ATP, énce inosin
monofosfata (IMP) parcalanmakta, sonra da
inosin ~ ve  hipoksantine  yikimlanmakta,
oksidasyonun ilerlemesiyle ksantin ve son Urln
olarak trik asit olugsmaktadir (Karim vd., 2019).
Ksantin/ hipoksantin tayinine yonelik calismalarla
ilgili olarak literatiire bakildiginda Devi vd.
(2013)’nin balik, tavuk, domuz ve sigir etinde
ksantin tespiti i¢cin Au (altin) elektrodun Ag
(gimiis) nanopartikiller/sistein ile
modifikasyonundan elde ettigi amperometrik
biyosensorii veya Albelda vd. (2017)’nin domuz
eti icin ksantin oksidaz ile grafen-TiO, bazlt
elektrokimyasal hipoksantin biyosensorti  gibi
cesitli et ve et Urlinleri icin gelistirilen ve yeni
yaklasimlara Ornek teskil eden aragtirmalar
gortilmekteyse de hipoksantin/ksantin tayinine
yonelik olarak kirmizi ve beyaz etle yapilan
aragtirmalarin, balik ve deniz triinleri i¢in yapilan
calismalardan daha az oldugu dikkati cekmektedir.
Ballk  ve  deniz  urunlerinde  tazeligin
saptanmasinda ugucu azotlu bilesiklerin, genellikle
bozulma sutecinin orta veya gec, evresi icin
belirleyici oldugu ifade edilitken, ATP yikim
urunlerinin  balik olut olmez olusan ilk
biyokimyasal Urinler olmasi nedeniyle bunlarin
olusum diizeyinin, bozulmanin erken asamalart
i¢in daha aydimnlatict olduguna isaret edilmektedir
(Sarag, 2011). Nitekim Metin vd. (2002) de
alabalik burgerlerini 28 gun sogukta depolamuislar
ve depolama boyunca urindeki degisimleri
incelemislerdir. Arastirmada duyusal
degerlendirmelere ve hipoksantin diizeyine goére
21. gun itibariyle bozulma gerceklestigi halde
TVB-N  degerlerinin  dusuk  kaldigi, pH
degerlerinin - de depolama sutresince dusis
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gosterdigi belirlenmistir. Bu calismada oldugu gibi
etin tazeligini belirlemede uygun indikatorii
bilmenin yant sira s6z konusu indikatér maddenin
tayin yontemi de Onemlidir. Cunkd tayin
yontemleri  segilitken bu  yOntemlerin  tespit
limitleri, basit/kompleks olmasi gibi faktotler
dikkate  alinmaktadir.  Literatirde,  tazelik
indikatotlerinin - belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarla pek c¢ok teknik gelistirilmistir. Bu
detlemede, etin tazeliginin  belirlenmesinde
kullanilan baglica tayin yontemlerinin yani sira
Ozellikle bu konudaki yeni yaklasimlar hakkinda
bilgiler verilmistir.

ETIN TAZELIGININ
BELIRLENMESINDE KULLANILAN
BASLICA TAYIN YONTEMLERI

Etin tazelik kriterlerinden herhangi birinin
belitlenmesinde kromatografik,
spektrofotometrik, titrimetrik yontemlerin yani
sira pH Olclimleri ve mikrobiyolojik analiz
yontemleri temel olusturmaktadir. Titrimetrik
yontemde, iyi bir 6rnek homojenizasyonu, aranan
maddenin ekstraksiyonu ve ekstraktin uygun
kimyasallarla titrasyonundan elde edilen sarfiyatin
kullanddigi hesaplama ile sonuca ulagtlmaktadir.
Nitekim Qiao vd., (2017), tavuk etinde TVB-N
tespitini bu yéntemle yapmislarsa da analiz siireci
kapsamli bir hazirlik gereksinimini beraberinde
getirmektedir (Wojnowski vd., 2017). Ote yandan
spektrofotometrik ~ yontem ile  hipoksantin
belirlenebilmekte (Albeda vd., 2017), pH 6l¢imii
de etin kalitesini belirlemede yararlanilan kimyasal
yontemler arasinda gosterilmekte (Kuswandi ve
Nurfawaidi, 2017), fakat pH 6l¢imu her zaman
dogru yonlendirmemekte veya tek basina yeterli
olmamaktadir (Metin vd., 2002). Mikrobiyolojik
yontemler de ilgili standartlarda belirlenen sekilde
uygulanarak (TS 6582-2 EN ISO 6888-2, TS 2664
gibi) tazeligin seyri hakkinda fikir vermekle
beraber yine emek ve zaman kaybinin s6z konusu
oldugu ifade edilmektedir (Wojnowski vd., 2017).
Kromatografi, tazelik kriteri tespitinde kullanilan
yontemlerden bir digeridir. Yiksek basing sivi
kromatografisi ile Senman (2007), gokkusagi
alabaliginda biyojen aminlerin, Sara¢ (2011) ise
Ataturk Baraj Golu'nden avlanan pullu sazan
(Carasobarbus  lutens) ve karaca (Capoeta trutta)
baliklarinda hipoksantinin miktarin

belirlemislerdir. Son yillarda ise var olan
kromatografik yontemler gelistirilerek
tirevlendirme islemini hizlandiran ve 6rneklerden
biyojen aminlerin ekstraksiyon verimini ylkselten
dispersif sivi-stvi mikroekstraksiyon yontemi ile
kanatlt etleri, domuz eti ve biftek gibi cesitli et
orneklerinde GC-MS ile biyojen amin tespiti
gerceklestirilmistir (Wojnowski vd., 2019).

Sonug olarak, klasik yontemler dogruluk ve
gecetlilik bakimindan yaygin olarak kullanilmakta
ise de (Wu vd., 2019), &zelikle kromatografik
yontemler icin belirtilen maliyetli olma, nitelikli is
gliclii gereksinimi ve fazla zaman almast gibi
dezavantajlarin yani sira (Yazdanparast vd., 2019)
titrimetrik yontemlerde oldugu gibi kapsamli bir
ornek hazirlama (Wojnowski vd., 2017) ve analiz
stirecinin (6gtitme, filtrasyon, gerekli kimyasallarin
temini, titrasyon ¢Ozeltilerinin - hazirlanmasi,
titrasyon; Fishler, 1995) s6z konusu olmast, yeni
yaklagimlar arayisinda temel olusturmaktadir.
ETIN TAZELIGINI BELIRLEMEDE
YENI YAKLASIMLAR

Etin tazeliginin belirlenmesinde kullanilan baslica
tayin yontemlerinin isglic, zaman ve kimyasal
sarfiyatt gibi gereksinimleri azaltarak bu siirecin
hizlandirilmasi hedeflenmektedir. Buna ek olarak,
tiketici bazinda da tazeligin belirlenmesini
mimkiin kilacak daha ekonomik, pratik ve aynt
zamanda hassas yeni yaklasimlara yonelim dikkati
cekmektedir (Wu vd., 2019). Bu yeni yaklasimlar
arasinda  sensorler  (biyosensorler, yenilebilir
sensorler; Zhai vd., 2020a) ve renk indikatdrleri
(Ezati vd., 2020) basta olmak tizere elektronik
burun (Rajamaki vd., 2004), torimetre (Sujiwo vd.,
2018), NIR-MIR (near- middle infared teknolojisi;
Sinelli vd., 2010) gibi alternatif 6l¢iim cihazlart ve
teknikler yer almaktadir.

Renk indikatdrleri ve sensorler

Akilll  ambalajlama  teknolojisinin  dayandigt
temeller arasinda sensorler ve indikatorlerin
oldugu ifade edilmekte (Zhai vd., 2019),
bunlardan yararlanarak tazelik tespitinin tliketici
bazinda dahi yapilabilirligi
gorilmektedir. Tazeligin yitirilmesine paralel
olarak kolaylikla fark edilecek bir gorsel degisimin
ortaya ¢ikmast ile gercek zamanl bir izleme

mumkin
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saglanmakta, bu da sensor veya indikatorlerin

ambalaj materyaline entegrasyonu ile
gerceklestirilmektedir.  Sensérler  ve  renk
indikatorleri, kuctuk farklar ile bitbirinden
ayrilmaktadir.  Renk  indikatérleri,  Urlinin

durumuna gore ciplak gozle gorilebilen renk
degisimleri Uzerinden kalitatif ve yari-kantitatif
tespit araclat  (Zhai vd., 2019) olarak
tanimlanmakta ve pH gibi degisimlere duyarlilik
gostermekte iken, sensérler spesifik bir hedef
maddeyi algilayip kaydeden analitik cihazlar olarak
(Deligéz vd., 2017) tanimlanmaktadir. Her ikisi de
akilli ambalajlama teknolojisinin ortak catist
altinda pek ¢ok calismanin ¢ikis noktasi olmustur.

Indikatotler, bir gidadaki kimyasal degisimi ve bu
degisimin boyutunu, sahip oldugu spesifik
6zellikler dogrultusunda renk degistirerek ortaya
koyan maddelerdir. Bunlar, sentetik kimyasal
indikatérler ve dogal kolorimetrik indikatotler
olmak tizere temelde iki gruptur. Ayrica, indikatér
tretiminde yararlanilan tekniklere ve yeniliklere
paralel olarak hassasiyeti arttirilan gelismis renk
indikatotleri de bulunmaktadir (Wu vd., 2020). Ne
var ki metil kirmizisi, kresol kirmizisi, bromkresol
yesili, bromkresol moru, klorofenol, bromtimol
mavisi ve ksilenol gibi sentetik boyalarin toksik ve
hatta bazilarinin karsinojenik olmasi, saghigi ve
cevreyli tehdit etme potansiyeli nedeniyle
arastiricilars  dogal  kaynaklarin  kullanimina
yoneltmektedir (Roy ve Rhim, 2020). Bu nedenle
bitkiler ve kokli sebzeler basta olmak tizere cesitli
kaynaklardan elde edilen kurkumin, betanin,
antosiyanin ve klorofil gibi dogal renk maddeleri,
tazeligin  belirlenmesine yOnelik calismalarda,
Ozellikle pH degisimlerine hassasiyetleri nedeniyle
kullanilan maddelerdit.

Gunumizde dogal kaynaklardan elde edilen
indikatotlere olan yonelim, pek ¢ok akilli ambalaj
calismasinin  ¢ikis noktasint  olusturmaktadir.
Dogal renk maddeleri icerisinde antosiyaninlerin
tazeligi belirlemeye yonelik calismalarda kullanilan
baslica madde grubu olmast, bozulmaya paralel
olarak aciga citkan maddelere hassasiyetinin fazla
olmasina dayandirilmaktadur. Yapilan
kolorimetrik bir sensér ¢alismasinda kirmizi turp
(Raphanus sativus 1.) ve siyah piring (Oryza sativa L.
indica)  ekstraktlarindan  antosiyanin, 1spanak

(Spinacia  oleracea) ve kis yasemeni (Jasminum
nudiflorum) ekstraktlarindan ise klorofil ve karoten
dogal pigmentleri elde edilmistir. Bu pigmentler
domuz etinde biyojen amin varligini belitleme
amaciyla kullanilmis ve domuz etinde mikrobiyal
faaliyete baglt olusan biyojen amin varligina en
duyatli pigmentin siyah piring ekstraktindaki
antosiyaninler oldugu belitlenmis olup bu

performansin, analitler  ile antosiyanin
molekilinin hidroksil ve karbonil gruplar
arasindaki  etkilesimden ileri geldigi  One

sturtilmistir (Huang vd., 2014). Siyah piring
kepegi antosiyaninleri yakin zamanda balik etinin
tazeligini belitleme amactyla yapilan jelatin/okside
kitin nanonkristalleri icerikli akilli ambalaj
calismasinda da bagarili sonug vermistir (Ge vd.,
2020). Cesitli et triinlerinin tazeligini belitlemeye
yonelik olarak yapilan baska calismalarda da, mor
patates (Wei vd., 2017; Jiang vd., 2020; Chen vd.,
2020a), mor domates (Li vd., 2021), dut (Zeng vd.,
2019), Echinm amoenum (Mohammadalinejhad vd.,
2020), kirmizt kabak (Vo vd., 2019; Liu vd., 2021,
Chen vd., 2021), siyah havu¢ (Moradi vd., 2019),
yabanmersini ve kirmizi iziim kabugu posast
(Kirek vd., 2019), gil (Kang vd., 2019), bamya
¢igegi (Zhai vd., 2017; Zhang vd., 2021) gibi ¢esitli
kaynaklardan elde edilen ve kolorimetrik
Ozelliginden bagarih  bicimde yararlanilabilen
antosiyaninler kullanilmigtir.

Antosiyaninler ve diger renk pigmentleri, ambalaj
materyallerine entegre edilerek kullanilmaktadir.
Yapisal ve kimyasal Ozellikleri dikkate alinarak
amaca uygun sccilen dogal veya sentetik boya
temelli bir indikat6riin film haline getirilmesi bir

dizi  islemle  gergeklestirilmektedir. — Akilli
ambalajlamada kullanilan indikatér film Gretimine
ait cesitli teknikler mevcuttut. Bir

polimer/biyopolimer igerisine renk indikatori
ilave edilip d6kme yéntemi (Roy ve Rhim, 2020)
veya laminasyon teknigi ile film olusturuldugu
(Lee vd., 2020) calismalar, bu tekniklere 6rnek
teskil etmektedir. Bir bagka c¢alismada ise
kurkuminin LDPE (distk yogunluklu polietilen)
ile ekstriide edilmesiyle kolorimetrik film elde
edilitken (Zhai vd., 2020b), musir gluteni bazlt
(zein) alizarin pigment ¢ozeltisinden
elektroegirme teknigi ile nanosensér bazli, pH
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indikatorii  Ozelligine sahip bir akidli ambalaj
tretilmistir (Aghaei vd., 2020).

Balik eti icin yapilan bir ¢calismada, karboksi metil
seliloz/nisasta kompozitine tath mor
patateslerden elde edilen antosiyaninler entegre
edilmis ve Ozellikle amonyagin agiga c¢tkmasina
bagli olarak gerceklesen pH degisimi rengin
kirmizidan mavi-yesile dénmesiyle izlenmistir
(Jiang vd., 2020). Jelatin/polivinil alkol matrikse
entegre edilmis karadut ekstrakti antosiyaninleri
ile de benzer bir c¢alisma yapilmis, ugucu azotlu
bilesiklerin varliginda elde edilen indikatér film
renginin parlak kirmizidan koyu yesile dondiigii
belitlenmistir (Zeng vd., 2019). Antosiyaninlerin
temini daha 6nce de bahsedildigi gibi farkli
kaynaklardan yapilabilmekte olup karideslerle

yaplan  bir  calismada  Ecbium  amoenum
antosiyaninleri, bakteriyel seliloz icerisinde
immobilize edilerek pH degisimine duyarli bir
indikator olarak kullanilmistir

(Mohammadalinejhad vd., 2020). Dilimlenmis
domuz etlerinin ambalajlanmasinda kirmizi kabak
antosiyaninleri, kitosan/polivinil alkol matriks
icerisinde (Vo vd., 2019), yaban mersini ve kirmiz
tztim kabugu posast ekstraktindan elde edilen
antosiyaninler ise kitosan ve karboksi metil seliiloz
matriks icerisinde (Kiirek vd., 2019) kullanidmis ve
tavuk etinin tazeliginin belirlenmesinde basarilt
olunmustur. Antosiyaninler ile akilli indikat6r film
yapiminda kitosanin yani sira  nigasta, j-
karragenan,  pullulan, agar, jelatin, vb.
polisakkaritler ve c¢esitli biyopolimer matriksler
kullanilabilmektedir (Roy ve Rhim, 2020).

Kurkumin zerdegaldan elde edilen, baharat ya da
renk maddesi olarak kullanilan dogal bir renk
indikat6rii olup son zamanlarda antosiyaninlerin
yanu stra oldukea ilgi cekmekte ve eskiye gére daha
fazla arastirmaya konu olmaktadir (Chen vd.,
2020b). Balik ve deniz urinlerinin tazeligini
belirlemeye yonelik olarak yapilan bir kolorimetrik
film  calismasinda,  kitosan/okside  kitin
nanokristallerinden olusan matrikse entegre
edilen kurkuminden vyararlandmistir (Wu vd.,,
2019). Aymt trtin grubu icin ugucu aminlerin
vatrligina duyarlt olan kurkumin, polivinil prolidon
(PVP) ve etl seliloz/polietilen oksit (PEO)
polimer ¢6zeltisine ilave edilmis ve bu polimer ile

elektroegirme  teknigi  kullanilarak  dretilen
nanoliflerden farkli bir kolorimetrik indikatér elde
edilmis olup (Luo vd., 2020), kurkumin ve silftr
nanopartikillerinin  kullanildigi pektin bazli bir
indikator film calismasinda, Uretilen filmin karides
ambalajlanmasinda kullaniminin  uygun oldugu
sonucuna vartlmustir (Ezati ve Rhim, 2020). Zhai
vd. (2020b) ise ekstriide LDPE-kurkuminden
kolotimetrik film dreterek, sigir ve balik eti
tzerinde TVB-N’e duyarhh bir akidli ambalaj
calismast yapmuslar; 6zellikle de filmin bozulmaya
paralel olarak acik saridan actk kahverengiye
doénen amonyak sensérii olarak islev gésterdigini
belirtmiglerdir. Zhang vd. (2021), tath su
karidesleti (Macrobrachinm rosenbergii) ile yaptigt bir
calismada agar ve polivinil alkol bazli yapiya
kurkumin ilavesiyle stabilitesi yiiksek bir ambalaj
clde etmisler ve ambalaj renginin, amonyak
varhginda  sandan  kirmiziya  déndigini
bildirmislerdir.

Alizarin, Turk kirmizist olarak da anilmakta ve
koékboyast  bitkisinden elde edilen, alkolde
¢ozinebilen  bir  renk  maddesi  olarak
tanimlanmaktadir (Ezati vd., 2020). Yapilan bir
calismada,  seliloz/kitosan ~ bazli  filmde
kolotimetrik indikat6r olarak alizarin kullanilmis
ve bu filmin sigir eti kiymasindaki pH degisimini
hassas bicimde belitleyebildigi gérilmiistir (Ezati
vd., 2019). Alizarin ve farklt seliloz cesitleri ile
kompozit yap: olusturuldugu bir bagka ¢alismada
da; bu kompozit yapinin UV-gorinir bolge
6zelliklerinin, radikalleri yakalama aktivitesinin ve
sil  stabilitesinin ~ gelistigi  belitlenmistir. Bu
formdaki indikator filmin, paketli et Griinlerinin
ambalaj ortamindaki asidik veya bazik gaz
olusumuna bagli pH degisimlerine olduk¢a duyatlt
ve geri doniigimli renk gegislerini miimkin kilan
(pH 2-12 arast saridan mora renk déntisimi) iyi
bir alternatif oldugu sonucuna varilmistir (Ezati
vd., 2020).

pH degisimlerine duyarliligt olan maddelerin
kullanildig1r  indikatér calismalarindan  biri  de
sikoninle yapilan ve domuz eti ile balik etinin
paketlenmesine  yonelik  gerceklestirilen  bir
arastirmadir (Ezati vd., 2021). Sikonin, bitkisel
kaynakli (Lathospernum erythrorbizon) bir farmasotik
olup yara, yanik vb. tedavisinde kullanilan anti
inflamatuvar,  antibakteriyel, anti  timor,
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antioksidan vb. gesitli fonksiyonlara sahip bir
dogal naftokinon pigmentidir (Topcu ve
Colgecen, 2015). Ezati vd. (2021) tarafindan
yapilan bir ¢alisgmada bu madde, selilloz tabaka
tzerine adsorbe edilmek suretiyle indikator film
blinyesine alinarak akilli ambalaj {iretiminde
kullanilmistir.  Calismada, sikoninin  seliiloza
capraz baglanmis oldugu FTIR ile gériintilenmis,
kagit materyale bu maddenin entegrasyonu ile
antioksidan aktivitenin, 1sil stabilitenin ve suya
dayanikliligin arttigr gérilmustir. pH degisimine
oldukea duyarh ve stabil oldugu belirtilen filmin,
ortam pH’sina baglt olarak kirmizidan maviye
déndigi ve bu sonuglar nedeni ile akilli ambalaj
biinyesinde kullanilabilir oldugu bildirilmistir.

Dogal pigmentlerin kaynak ve c¢esitlerinin de
zaman  icerisinde  ¢ogaltuldigt  sOylenebilir.
Nitekim, spirulina bunlardan bir tanesidir.
Spirulina, giinimiizde gida takviyesi olarak da
piyasada varhik gostermekte olup pH hassasiyeti
yiksek  B-karoten, tokoferol, fikosiyanin,
fikoeritrin ve klorofil pigmentleri bakiminda
zengin, karakteristik mavi-yesil renkli bir mikroalg
olarak tanimlanmaktadir (Lafarga vd., 2020).
Spirulinadan mavi renkli fikosiyanin pigmentini
elektroegirme teknigi ile poli laktik asit (PLA) /
(PEO) ultra ince nanoliflere entegre eden Moreira
vd. (2018)’nin ¢alismasi veya spirulinay biyoktle
(biyomas) halinde polimer nanolifler icerisine
enkapsiile ederek kullanmak suretiyle
kolorimetrik pH indikatorii Greten Kuntzler vd.
(2020y'in  ¢alismasi, akilli ambalaj teknolojisi
cercevesinde iyi birer 6rnek teskil etmektedir.

Dogal veya sentetik indikatérlerin diinya ¢apinda
yayginlastigt  sOylenemese de ticari boyuta
ulasabilmis olan az sayidaki Ornegi gbz ardi
etmemek gerekir. Kirmizi et ve kanath etlerinde
pH degisimi ve biyojen aminlerin varligina duyarlt
antosiyanin  bazli indikatérler ile  dretilen
sensorler, deniz turtnlerinde ugucu aminlerin
varligina duyarl tazelik indikatérii ve ambalajli
kanatli etleri icin tretilen hidrojen stlfiir varligina
duyatlt indikatotler ticari olarak kullanilmaktadir
(Ahmed vd., 2018).

Tazelik kriterlerini belirlemede kullanidan  bir
baska yaklasim olan sensotler ise gelecegin akillt
paketleme sistemleri icin en umut verici ve

yenilikc; teknoloji olarak kabul edilmektedir
(Takma  ve  Nadeem, 2019). Literatiir
incelendiginde, cesitli et ve et Uriinleri igin
gelistirilmis ve farkli materyallerin kullaniddigr pek
cok sensor calismast  bulunmaktadir. Metal
nanopartikillerin cesitli matrikslere
hapsedilmesiyle iretilen kolorimetrik sensoérler,
bu alandaki uygulamalarin dikkat ceken bir
bélimiini olusturmaktadir. Tavuk etinde gercek
zamanlt  bir izleme icin gimis (Ag)
nanopartikillerin  kullanildigi gellan gam bazlt
kolorimetrik hidrojen siilfiir sensérii (Zhai vd.,
2019) bunlardan biridir. Zhai vd., (2020a)’nin
calismasinda, agar (AG), antosiyanin (AN), gellan
gam (GG) ve TiO: nanopartikillerinden cift
katmanlt filmler halinde trettikleri sensétler
karsilastirdmistir. AG/GG, AG-AN/GG, AG-
AN/GG-%0.5 TiO2, AG-AN/GG-%1 TiO; ve
AG-AN/GG-%2 TiO; olan kombinasyonlar
icerisinde  gerek  kolorimetrik  &zellikler
bakimindan stabilitesi gerekse bazik gazlara
(amin) duyathilik bakimindan AG-AN/GG-%2
TiO; bilesiminin en basarili kombinasyon oldugu
belitlenmistir.

Ote yandan, etin tazeligini belirlemeye yonelik
optik temelli bir sensér calismasinda, silikon
matrikse pH indikat6rii 6zellikli iyon cifti (lipofilik
iyon cifti: anyon karakterli pH indikatéri ve
kuaterner amonyum katyonu, silikon elastomerin
ic katmanmna homojen dagitilarak) immobilize
edilerek yapilan ve &zellikle amonyaga duyarlilik
gosteren ambalaj ortamindaki gazlarin asidik-
bazik karakterindeki degisim belitlenerek ette
tazeligin seyri gozlenmeye caligilmustir (Werner
vd., 1995).

Mikrobiyolojik durumun incelenmesine yonelik
olarak gelistirilen sensbtler de var olmakla
beraber, bu c¢alismalarin 6nemli bir bolimu
patojenler ve toksinlerini tespit etme amacl

oldugundan, tazeligin izlenmesine y6nelik
tasarimlar az sayidadir. Zohora vd. (2013),

elektronik burun cihazina kalay sensoéri entegre
ederek etlerdeki mikrobiyolojik kontaminasyonun
belirlenmesini saglayan tasarim ile bakteriyel
yikiin %98 oraninda tespitini saglamislardur.
Mercan  baliginda mezofilik  bakteriler ve
Enterobacteriaceae tespitine  yonelik  olarak
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gelistirilen kolorimetrik sensér (Zaragoza vd.,
2013) de tazeligi belitleme odakli ¢alismalar
arasindadir.

Dogal renk indikatorlerinde ifade edildigi gibi
tiiketiciye gliven veren antosiyanin, kurkumin gibi
pek cok meyve, sebze ve ciceklerin g6rintr
bolgedeki dogal boyar maddeleri yenilebilir
sensOtler kapsaminda da degerlendirilmektedir
(Halonen vd., 2020). Kolorimetrik tespit
gerceklestirmek icin  Dudnyk vd., (2018)’nin
calismasinda kirmizt kabaktan elde edilen ve
antosiyanin iceren eckstrakta pektin ilavesiyle
olusturulan film, ambalaj materyaline entegre
edilmistir. Sigir eti, tavuk eti, balik eti, karides gibi
farklt et cesitlerinin tazeligini yitirmesiyle tepe
boslugundaki miktart giderek artan aminlerin
varligi, bu filmin renginin mordan sariya
dénmesiyle beliflenmistir. Ian vd., (2020) ise
aminlerle  etkilesime  giren ve  meyve
ckstraktlarinda dogal olarak bulunan genipin
maddesini, biyojen amin varligini tespit etmek
tzere yenilebilir Ca-aljinata immobilize ederek
tavuk etinin tazeligini belitlemek amaciyla
kullanmiglardir.  Elde  edilen  kolorimetrik
sensOrdeki genipin, sogukta (4° C) muhafaza
edilen 6rneklerde putresin, kadaverin, tiramin ve
histaminle reaksiyon vererek koyu maviye
doniusmektedit.

Et ve et Griinlerinin tazeligini belirlemeye yénelik
sensOr ve indikator ¢aligmalarinin tamami; hizl,
gvenilir, trin durumundaki degisimi kolaylikla
fark edilir hale getiren, zararsiz ve ekonomik bir
ambalaj olusturma cabasinda birlesmektedir. Bir
yandan da bu teknolojinin hammaddesi olan renk
maddelerinden 6zellikle dogal kaynakli olanlarinin
mimkin olabildigince stabil kalmasi, beklenen
islevi géstermeleri agisindan 6nem tagimakta olup
her bir maddenin farkli dis etkenlerden farklt
olgide  etkilendigi  bilinmektedir. ~ Ornegin
kurkumin 1s1ga duyarli iken betanin ve antosiyanin
istya  duyarlilik gostermektedir (Etxabide vd.,
2021).

Sonug olarak, akilli ambalajlar gelistirilitken bu
maddelerin  tutunacagt  uygun  matriksler
olusturularak en iyi performansa sahip filmler
tretilmeye calisilmaktadir. Zhai vd. (2019)’nin,

tavuk ve balik etinin akilli ambalajlanmasinda
kullandig1 hidrojen stlfiir sensérintn belirginligi,
4°C/ 8 gunlik depolama sirecinde tiketicinin
ciplak gozle fark edebilecegi sekilde azalmaktadir.
Alizadeh-Sani vd., (2020)’nin kuzu etiyle yaptiklart
akili ambalaj calismasinda, antosiyanin igerikli
indikatér katman, Grlinln tazeligini yitirmesine
paralel olarak koyu kirmizi gériintimden soluk
seftali bir tona doénmektedir. Ezati ve Rhim
(2020)’nin karideslerle ~ yapmus oldugu
calismasinda ise depolama baslangicinda tekdiize
renge sahip olan kurkumin icerikli filmin orta
kismi, 306. saatte koyulasarak tazelik degisiminin
algilanmasint saglamustr.

Tim bu  caligmalardan  ayrica, tlketici
beklentilerine saglik ve cevre duyarliliginin da
cklenmesiyle dogal pigmentlerin  yant sira
biyobozunur polimetlerle yapilan calismalar da
literatirde yer bulmaya baglamistir. Nitekim
Latos-Brozio ve Masek (2020)’nin ¢alisgmasinda,
klorofil, kurkumin, lutein ve karoten gibi dogal
renklendiriciler ile yenilenebilir ve biyobozunur
Ozellik tastyan polimer matriksleri (polilaktid ve
polihidroksibiitirat) kullanarak trettikleri ambalaj
malzemesinin  alternatif ~ olabilecegi  6ne
strilmistir. S6z konusu calismada, ambalaj
malzemesinin sl ve mekanik 6zelliklerinin de
geliserek 1s1l oksidasyon, UV ve havanin etkisiyle
de renk degisimlerinin meydana geldigi, boylece
ambalaja yonelik klasik beklentilerin  6tesinde
cevre dostu ve c¢ok fonksiyonlu bir Uretim
gerceklestigi  ifade  edilmistir.  S6z
calismalar, umut vadeden yonleri ve saglayacagi
avantajlara karst birtakim dezavantajlar veya
gelistitilmesi gereken yonleri de icermektedir.
Nitekim, akilli ambalaj biinyesinde kullanilacak
olan maddenin stabilite sorunlari ve maliyete etkisi
dikkati ¢ekmektedir. Ayrica, ambalajin icerisinde
kullanilan malzemelerin trtin bilesimi ve duyusal

konusu

ozellikler uZzerine etkisi, saghk uZzerindeki
potansiyel etkileri ve aynt zamanda yasal
duzenlemelerdeki yeri gibi unsutlarn  tam

anlamiyla belirlenmesi gerekmektedir (Takma ve
Nadeem, 2019).

Biyosensorler
Biyosensorler, sensorlerden farkli olarak biyolojik
algilama birimine sahiptir. Biyosensérler, biyolojik

1059



1060

P. Talu Ozkaya, S. Dagbagli, S. Kayaardi

tanima elemant ile analiz edilecek olan hedef
molekulun etkilesime girmesi sonucu olusan
biyokimyasal yaniti, olculebilir fiziksel bir sinyal
haline donustutren kucuk algilayict cihazlar olarak
tanimlanmaktadir (Kivrak, 2019). Etin tazelik
kriterlerinden olan hipoksantin / ksantin (Reza
vd., 2014), biyojen amin (Verma vd., 2019),
kreatin (Fazial vd., 2018) gibi maddelerin analizi
amaciyla biyosensor teknolojisinden yararlanilmig
olan pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismalar icerisinde analit olarak 6zellikle
hipoksantin ve ksantinin secildigi tasarimlara
siklikla rastlanmaktadir. Nitekim Albelda vd.
(2017)’nin calismasi, domuz etine yonelik olarak
ksantin =~ oksidaz ile  grafen-TiO,  bazh
elektrokimyasal hipoksantin biyosensori
orneklerinden biri olup biyosensér tasarimlarinin
farklt tasarimlar ve malzemeletle cesitlendirilmesi
de mimkindir. Bunlardan, Chen vd. (2017)’nin
gelistirdigi  renk  dontstimli  (multicolor)
biyosensor, c¢iplak gozle algilanabilecek  bir
reaksiyon mekanizmasina gore tasarlanmustir.
Kullamilan altin nano c¢ubuk yizeyleri (GNR:
Gold Nano Rod), demir varliginda hipoksantinin
oksidasyonuyla agiga cikan hidrojen peroksitin
etkisiyle renk degisimi olarak algillanacak bir
plazmon rezonans (SPR) degisimine girmektedir.

Bir bagka yiizey plazmon rezonans (SPR) bazlt
biyosensér 6rnegi de Tantalum (v) oksit (Ta20s)
nano-yapilari icerisinde ksantin oksidaz enziminin
hapsedilmesiyle elde edilen fiberoptik ksantin
biyosenséridir (Kant vd., 2018). Donuk deniz
trtinleri icin gelistirilmis olan, ksantin oksidazin
bakir bazli metal-organik yapida nanolif film
tzerine immobilize edilmesiyle elde edilen
elektrokimyasal nanosensorler (Wang vd., 2019)
de son yillarda gelistirilen tasarimlara Srnek tegkil
etmektedir. Yazdanparast vd. (2019)’1n, poli (L-
aspartik  asit)/cok katmanli karbon nanotip
modifiyeli camst karbon elektroda immobilize
ettikleri  ksantin = oksidaz  enzimini iceren
biyosensor tasarimi da, balik etinde ksantin tespiti
icin basarilt olmustur. Chen vd. (2019) ise daha
genis bir tirin grubu olarak su trtnleri i¢in platin
nanopartikiiller ile gelistirdigi biyosensér ile
hipoksantinin tespitinde hizli sonu¢ alnmasint
miumkin  kdmustir. Mustafa vd. (2021) ise,
gelistirdikleri seryum oksit bazli hipoksantin

biyosensorii ile daha disiik maliyet, pratik
kullantm ve analiz petformansinda artig gibi
kazanimlar elde ederek aktif kullanima uygun yeni
jenerasyon bir tasarimin 6nclisi olmuglardir.

Her ne kadar hipoksantin ve ksantin analizine
yonelik biyosensOr calismalart fazla olsa da,
literatiirde diger tazelik kriterlerini tespit edebilen
biyosensér calismalart da mevcuttur. Bunlar
icerisinde biyojen aminlerin tespitine y6nelik
gelistirilen enzim biyosensotleri bulunmakta olup
bu biyosensorlerin  tasarimimda amin oksidaz,
transglutaminaz, diamin oksidaz, putresin oksidaz
gibi enzimler kullanilarak tretilen elektrokimyasal
biyosensérler meveuttur (Park vd., 2015; Verma
vd., 2019). Hatta, bu biyosensotlerin biyojen amin
tespitini laboratuvar Slgekli bir analiz olmaktan
ctkararak saha testi konumuna getirebilecegi 6n
gorilmektedir (Verma vd., 2019). Nitekim
Vanegas vd. (2018), fermente edilmis ve
edilmemis balik eti ezmelerinin de (fish paste)
dahil oldugu gida driinleri icin gelistirdikleri
tasarimda, diamin oksidaz enzimini kullandiklari
elektrokimyasal biyosensér ile biyojen amin
tespitini bagariyla gerceklestirmislerdir. Buna
karsin, her biyosensér calismasinin  beklenen
performanst saglayamadigini belirtmek de yerinde
olacaktir. Ornegin, bir kemiliiminesans (kimyasal
1sima) biyosensor ¢alismasinda biyojen amin
tespiti, enzimatik (putresin/diamin oksidaz)
etkilesime dayanmakta olup sigir, domuz, tavuk,
hindi ve balik olmak tzere bes ayrt et 6rnegi ile
calistlmis ancak Orneklerin 6n hazithgna iliskin
veya biyosensoriin girisim yapmamast yontinde ek
calismalara  ihtiya¢  oldugu  belirtilmistir
(Miklicanin ve Valzacchi, 2017).

Tazeligin ~ belitlenmesinde farkli  hedef
molekiillerin ~ de  baz alindifi  ¢aligmalar
bulunmaktadir. Domuz etinde tazeligi belirlemeye
yonelik yapilan bir c¢alisgmada, glukoz hedef
molekiil olarak alinmis ve modifiye altin elektroda
poliglutamat-glukoz oksidaz kompleksi
kaplanmak suretiyle bir biyosensor uretilmistir
(Ahmed vd., 2018). Balik etinde tazeligin tespit
edilmesi amaciyla hedef molekulin kreatin oldugu
bir diger calismada ise biyolojik ajan olarak
kreatinaz ve Ureaz olmak tizere iki enzimden
yararlanilmis ve reflektans Ol¢iimiine dayalt bir
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optik kreatin biyosensorii elde edilmistir (Fazial
vd., 2018).

Gerek sinyal donustiriici  gerekse  elektrot
tasarimindaki  farkliliklarla ayni  veya farkli
analitleri tespit etmeye yonelik, farkli performans
Ozelliklerine sahip ¢ok cesitli biyosensor ¢alismast
yapilabilmekte iken bunlardan bazilart tek bir et
cesidi, bazilart da birden fazla et ¢esidi icin
kullandabilir niteliktedir. Her tasarimin kendi
icerisindeki gl¢li ve zayif yonleri irdelenerek
gelinen noktanin ileriye tasinmast ve analiz
stirecinin kolaylastirilmasina ¢alistimaktadir.

Ambalajlt et tGriinleri i¢in ticari Slgekte kullanimi
olan biyosensorler mevcuttur; ancak bunlar,
patojen varhgini tespit amaclt kullanilanlardir. Bu
biyosensortlerde, ambalaja entegreli bir barkod
membranina patojen antikoru fikse edilmekte ve
ilgili patojenin varligina bagh olarak barkodun
okunabilirligi azalmakta, yani barkod silinmeye
baslamaktadir (Ahmed vd., 2018). Esasen patojen
kontaminasyonun tazelik kavrami ile dogrudan
baglantist olmadigi icin bu yondeki calismalar
detaylandirilmamustir.  Ne var ki, tazeligin
belitlenmesine yonelik olarak gelinen noktada
biyosensorlerin - tam  anlamuyla  yayginlastigt
s6ylenememektedir. Biyosensér ¢alismalarinda
maliyetli denemeler ve iretilecek biyosensériin
islevsellik ~ bakimindan  minyatiirize edilme
gerekliligi, uygun destek materyalinin se¢imi ve

biyoajanin  immobilizasyonundaki  zorluklar,
secicilik ~ ve  tespit limitinin (LOD) her
biyosensérde  beklentileri karsilamamast  gibi

sorunlar mevcuttur (Asal vd., 2018). Ayrica ¢oklu
analit 6lciimleme gibi kesinlik ve giivenilirligi
artiran calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu da,
bozulmanin erken asamalarini saptamak agisindan
onem tagimakta, tazeligin yitirilmeye baslandig
fakat tiriniin tiketime uygunsuz hale gelmedigi
evrenin de belitlenmesini mimkin kilacaktir
(Ghasemi-Varnamkhasti vd., 2018).

Diger Yeni Yaklagimlar

Etin tazeliginin belirlenmesine yonelik yeni
yaklasimlar, triin icerigindeki bakteri sayist ve
duyusal Ozelliklerin irdelenmesini temel alan
alternatif  teknikleri de icermektedir. Bu
tekniklerden baslicalart  elektronik  dil/burun,
torimetre gibi Sl¢im cihazlarr, NIR veya MIR

(Near veya Middle Infrared) teknigi, hiperspektral
goriintlleme olarak siralanabilir. Bunlar icerisinde
elektronik burun, depolama siiresince etten
salinan  ucucu Dbilesenlerin  Glcimlenmesine
dayanmaktadir. NIR veya MIR ise spektroskopik
verilerin temel bilesen analizine dayali iken
hiperspektral ~ gorintileme, canlt  bakteri
dagiliminin nicel olarak analiz edildigi bir
tekniktir. Son olarak torimetre; hassas, portatif ve
kullanimi kolay bir enstriiman olup hayvansal
dokulardaki elektriksel Ozelliklerin  degisimini
Olemek suretiyle etin tazeligini belirflemede
basartyla kullandmaktadir  (Sujiwo vd., 2019).
Literatiirde bu yontemler kullanidarak farkli et
cesitleri ile yapilan calismalar mevcuttur. Ornegin,
taze ton balig, vakum ambalajli sigir eti
(Dobrucka ve Cierpiszewski 2014) ve modifiye
atmosferle paketlenen tavuk eti pargalarinin
(Rajamaki vd., 2004) kalitesinin, elektronik burun
sistemi ile bagarii sekilde tespit edildigi
bildirilmistir. NIR ve MIR tekniginin kullaniddigt
bir bagka calismada da, yitksek oksijen icerikli
modifiye atmosfer ile paketlenen (%30 CO; ve
%70 O) dana kiymast Srneklerinin kalitesindeki
degisim, bilgisayar skorlarinin zamana kargi

modellemesinden  elde  edilen  depolama
stiresi/sicaklik ciktilariyla siniflandirilmistir
(Sinelli vd., 2010). Tavuk etinin tazeligini

belirlemeye yonelik olarak yapilan bir ¢alismada
ise ugucu bazik azot miktart ve mikrobiyal sayinin
torimetre degetleri ile paralellik gsterdigi ortaya

konmustur  (Sujiwo  vd., 2018). Ornekleri
cogaltmak mimkiin olmakla beraber, bu
kapsamda  yapilan calismalarin ~ basarist
degerlendirildiginde, sOz konusu yeni
yaklasimlarin ~ belli  bir  noktaya  ulastigt
gorilmektedir. Buna karsihk, diger pratik

yontemlerin aksine bu yaklagimlarin tiketiciye
ulasma ve hatta tiketim anmna dek tazeligin
izlenmesini saglama gibi bir iddiaya sahip
olmadigy, saha ya da laboratuvar 6lgekli tespitlerin
yapilmasinda yaratli olacagi 6ngorillmektedir.

SONUC

Son yillarda artis gOsteren tazelik sorunlart ve gida
zehirlenmeleri  glindemde Gnemli bir  yer
bulmaktadir. Ayrica et gibi besleyici ve ekonomik
degeri yliksek bir gidanin tazeliginin en hizly, kolay
ve dogru sekilde belitlenmesi, olast kayip ve
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zararlarin 6ngorilmesi ve 6nlenmesi bakimimndan
O6nem tagtmaktadir.

Titrimetrik, spektrofotometrik, kromatografik,
mikrobiyolojik  yontemler  gibi  geleneksel
yontemlerde karsilagilan zorluklarin giderilmesi ve
evsel/tiketici diizeyindeki tespitlerin  mimkiin
kilinmast adina yapilan arastirmalarda sensétler ve
indikatorlerin - bast ¢ektigi yeni teknolojilere
yonelim gerceklesmekte, gelistirilen sistemler
ambalaja entegtre edilerek tiketiciyle
bulusturulmaya calisimaktadir. Bu  y6ndeki
calismalarda, tazelik degisiminin ¢iplak gézle fark
edilecek sekilde belirgin ve gercek zamanli olarak
ortaya cikarilmasina yonelik pek ok basarih 6rnek
mevcuttur. Bunun yani sira biyosensérler, tazelik
kriteri olarak segilen herhangi bir analiti
hassasiyetle algilayan analitik cihazlar olarak son
zamanlarda 6nemli bir alternatif haline gelmis ve
tasarimsal farkliliklarla bu cihazlarin performansi
oldukea arttirlmistir. Ote yandan giderek artan
saglik bilinci ve dogal kaynaklardan elde edilen
materyallerin tliketiciye gliven vermesi yontyle
yenilebilir sensorler ve farkl ¢alisma prensipleri ile
son yillarda 6ne ¢tkan NIR & MIR, torimetre,
elektronik burun gibi alternatif cihazlar da 6ne
¢tkmaktadit.

Calistlan her yeni yaklagimda, tazelik kriterinin
kolayca tespit edilmesi ve analiz strecinin
kolaylastirilmasinin yant sira titketicinin de tazeligi
kolayca anlayabilecegi ambalajlarin gelistirilmesine
calisilmaktadir. Akdli ambalajlama teknolojisiyle
Ozdeslesen bu yeniliklerin, Grtine dair gercek
zamanlt bir gézlem saglamak ve titketici giivenini
pekistirmek  gibi  getirileri olsa da akills
ambalajlama uygulamalarinin  cesitli nedenlerle
tlkemiz de dahil olmak tzere diinya genelinde
beklenen ticari boyuta gegcememis oldugu
gorilmektedir. Hatta, et ve et urinleri icin
olabildigince hizlandirilmast istenen tazelik tespit
strecinde, cesitli dezavantajlarina ragmen klasik
yontemlere bagvurulmakta, yeni yaklasimlarin
daha tercih edilir konuma ge¢mesi adina yol
katedilmesi gerektigi ve bu nedenle gelismeye actk
oldugu gorilmektedir.
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