THE JOURNAL OF FOOD

E-ISSN 1309 - 6273, ISSN 1300 - 3070

CILT / VOLUME : 48
SAY| / NUMBER : 1
YIL/ YEAR : 2023

PUBLISHED BY THE ASSOCIATION OF
FOOD TECHNOLOGY IN TURKEY



GIDA (Gida Teknolojisi Dernegi Yayinn)
THE JOURNAL OF FOOD (Published by the Association of Food Technology; Turkey)
Cilt / Volume: 48 e Sayt/ Number: 1 e 2023
iki ayda bir yayimlanir / Published bimonthly
E-ISSN 1309-6273, ISSN 1300-3070

Sahibi / Owner
Gida Teknolojisi Dernegi Adina / On bebalf of the Association of Food Technology; Turkey

Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN
Yonetim Kurulu Baskani / President of the Association

Bas Editor/ Editor-in Chief
CAKIR, Ibrahim; Bolu Abant Izzet Baysal University, Turkey

Editorler / Editors

AVCI, Ayse; Sakarya University, Turkey

COLAKOGLU, A. Sinan; Kahramanmaras Stitcii Imam
University, Turkey

DEMIRKESEN, Mert; llkem, Ministry of Agriculture and
Forestry, Turkey

DEMIROK SONCU, Eda; Ankara University, Turkey
ERINC, Hakan; Nigde Omer Halisdemir University, Turkey
EYILER, Esen; Akdeniz University, Turkey

KULEASAN, Stikran; Mebmet Akif University, Turkey
TABAN, Birce; Ankara University, Turkey

TORUN, Mehmet; Akdeniz University, Turkey

OZDEN, Ozkan; Istanbul University, Turkey

YILMAZ, Merve Silanir; Bitlis Even University, Turkey

Yonetim Yeri
Adres / Address
Buytikelci Sokak No: 18/1 Kavaklidere/Ankara Turkey

Tel: (+90) 0534 968 5994 e Faks: (+90) 312 317 8711
E-posta / E-mail: dergi@gidadernegi.org
URL: http://www.gidadernegi.org

Yayin Tiirii: Yaygin streli ve hakemli

Hazirlayan / Prepared

Sim Ajans

19. Sokak No: 47/1 Emek / Ankara
Tel :(+90) 312 925 25 95

e-mail: simajans@simajans.com

Yayn Tarihi / Publication Date
1502 2023

Danisma Kurulu / Advisory Board

Akkose, Ahmet; Atatiirk University, Turkey

Arik, Goksen G.; Balikesir University, Turkey

Atalar, ilyas; Bolu Abant Izzet Baysal University, Turkey
Baysal, A. Handan; [zmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Turkey
Bezirtzoglou, Eugenia; Democritus University of Thrace, Greece
Bozkir, Hamza; Sakarya Uygulamal Bilimler University, Turkey
Cilak, Gizem O.; Hitit University, Turkey

Draughon, Ann Tennessee University, USA

El Soda, Morsi University of Alexandria, Egypt

Erbay, Zafer; Adana Bilim ve Teknik University, Turkey
Evren, Mustafa; Ondokuz Mayis University, Turkey
Fogliano,Vincenzo University of Napoli Federico II, Italy
Gercekaslan, K. Emre; Nevsehir Haci Bektas Veli University, Turkey
Ghosh, Bikash C. National Dairy Research Institute, India
Gollop, Natan The Volcani Center, ARO, Israel

Griffiths, Mansel University of Guelph, Canada

Guineser, Onur; Usak University, Turkey

Giiven, Esra C.; Istanbul Teknik University, Turkey

Ho, Chi-Tang The State University of New Jersey, USA
Hosoglu, Miige 1.; Gebze Teknik University, Turkey

Hiiner, Irem D.; Trakya University, Turkey

Kahraman, Kevser; Abdullab Gril University, Turkey

Karaca, Hakan; Pamukkale University, Turkey

Kocan, Deniz; Aksaray University, Turkey

Konuskan, Dilsat B.; Mustafa Kemal University, Turkey
Kuleasan, Hakan; Stileyman Demirel University, Turkey
Meral, Raciye; Yiiziincii Yil University, Turkey

Mete, Aylin A.; Mersin University, Turkey

Morales, Francisco J. CSIC Instituto del Fro, Spain

Mujtaba, Mustafa G. Florida Gulf Coast University, USA
Mutlu, Tirkan K.; Cukurova University, Turkey

Ozturk, Fatma; Kdtip Celebi University, Turkey

Paalme, Toomas Tallinn University of Technology, Estonia
Parlar, Harun Technical University of Munich, Germany
Raspor, Peter University of Primorska, Slovenia
Rezessy-Szabo, Judit M. Corvinus Universty of Budapest, Hungary
Sari, Ferda; Cumburiyet University, Turkey

Sengiin, ilkin Y.; Ege University, Turkey

Soyer, Yesim; Orta Dogu Teknik University, Turkey

Togay, Sine O.; Bursa Uludag University, Turkey

Toker, Omer S.; Yildiz Teknik University, Turkey

Velioglu, Murat; Namik Kemal University, Turkey

Yemis, Gokce P.; Sakarya University, Turkey

Yolacaner, Elif; Hacettepe University, Turkey

Yorulmaz, Asly; Adnan Menderes University, Turkey

Zorba, Murat, Canakkale Onsekiz Mart University, Turkey

Bu dergi, TUBITAK ULAKBIM TR Dizin, CrossRef, DergiPark Akademik, EBSCO Host, CiteFactor, Infobase Index,

Scilit, Journal Index, BASE (Bielefeld Academic Search Engine), OCLS WorldCat, FAO Agris, CAB Abstracts, DIIF,
Journal Factor, COSMOS, Scholarsteer, JIFACTOR, Research Impact Factor, Index Copernicus, Scientific World
Index (Sciwindex), Scientific Indexing Services (SIS), CABI (CAB Direct), Academic Resource Index, IIJIF, Food

Science and Technology Abstracts (FSTA), Google Scholar ve Academindex Ttirkiye veri tabanlart kapsamindadir.

This journal is covered by TUBITAK ULAKBIM TR Dizin, CrossRef, DergiPark Akademik, EBSCO Host, Cite
Factor, Infobase Index, Scilit, Journal Index, BASE (Bielefeld Academic Search Engine), OCLS WorldCat, FAO Agris,

CAB Abstracts, DIIF, Journal Factor, COSMOS, Scholarsteer, JIFACTOR, Research Impact Factor, Index
Copernicus, Scientific World Index (Sciwindex), Scientific Indexing Services (SIS), CABI (CAB Direct), Academic
Resource Index, IJIF, Food Science and Technology Abstracts (FSTA), Google Scholar and Academindex

Turkey database systems.




Icindekiler / Content

Arastirmalar (ingilizce) / Researches (English)

Outiirk, S., Bagder Elmacy, S., Ozcelik, F. Effect of fermentation processes on phenolic content and antioxidant activity during
production of black carrot vinegar / Kara havug sirkesi tiretimi sirasinda fermantasyon islemlerinin fenolik icerigi ve antioksidan
aktivitesi Uzerine etkisi . . .. .. ..o 25-37

Yildiz, S., Karakus, E., Oztirk-Muti, S. D-optimal mixture design approach in the production of cookies enriched with dietary
Sfiber sources such as lentil flour, banana fruit and banana peel powder / Mercimek unu, muz meyve ve muz kabuk tozu gibi
diyet lifi kaynaklar ile zenginlestirilen bisktvi Giretiminde D-optimal karisim tasarimi yaklagmimi .. ........... ... ... ... 94-106

Gecer, E.NN., Anli, R.E. The effect of different storage conditions on anthocyanin profile of merlot red wines / Farkli depolama
kosullarin merlot saraplarinda antosiyanin profili Gizerine etkisi . ............ ... .. . . 160-170

Yonar, D., Haman Bayari, S. Investigation of regular and hypoallergenic infant milk formulas by ATR-FIIR spectroscopy combined
with multivariate analysis methods / Standart ve hipoalerjenik bebek stitii formiillerinin ATR-FTIR spektroskopisi ve ¢ok degiskenli
analiz yontemleriyle incelenmesi .. ... ... ... .. 171-184

Celik, S.K., Turan, E., Simsek, A. Some physicochemical and sensory properties of bazelnut beverages enriched with VIT-C source
Sruits and shelf life / VIT-C kaynakli meyvelerle zenginlestirilmis findik iceceklerinin bazi fizikokimyasal ve duyusal ozellikleri ve
TAf OMITT . Lo 185-198

Arastirmalar (Tirkge) / Researches (Turkish)

Urgu-Oztiirk, M. Paslanmaz celik yiizeylerde siit protein konsantresi birikiminin ve su ile ¢alkalama, alkali ve enzimatik temizleme
yontemlerinin etkinliginin FTIR-ATR ile degerlendirilmesi / Evaluation of fouling with milk protein concentrate on the stainless
steel surfaces and the efficiencies of rinsing, alkaline and enzymatic cleaning methods by using FIIR-ATR as a tool . . .. .. 1-15

Ersoy, G., Arslan-Tontul, S., Erbas, M. Probiyotik A. clausii sporu iceren kek uretimi / Cake production with probiotic A. clausii
SPOTOS . oot 16-24

Kanca, N., Altinay, C., Albayrak-Delialioglu, R. Farkli oranlarda peyniralti suyu ve stit bazli fermente iceceklerin bazi 6zellikleri /
Some properties of whey and milk-based fermented beverages in different proportions . .......... ... ... . ... 38-49

Yilmaz, H., Sahin, A.R. Kafein molekiiliiniin musin proteini ile olan etkilesiminin floresan spektroskopi teknigi ile arastirilmast /
Investigation of the interaction between caffeine molecule and musin protein by fluorescence spectroscopy technique . . . .50-60

Diuindar-Kurit, B., Sagol, S., Agcam, E., Akyildiz, A. Farkli kurutma yontemlerinin bogurtlen kalite 6zellikleri tizerine etkileri
ve kuruma kinetigi / Effects of different drying methods on quality attributes of blackberry and drying kinetic .. ........ 61-72

Akcay-Salik, R., Bitim, E., Kdpriialan-Aydin, O., Selcuk, E., Altay, O., Kaymak-Ertekin, F. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen zeytin yaprag: ekstraktinin iyonik jelasyon yontemi ile enkapsiilasyonu ve kefir iceceginde kullanilmas: / Encapsulation
of olive leaf extract obtained by ultrasonic-assisted extraction method and use in kefir beverage . .................... 73-93

Akdeniz, V. Ultrason uygulamasinin yogurt benzeri fermente stit irintinde farkli probiyotik laktobasil tiirlerinin canliligi tizerine
etkisi / Effect of ultrasound application on viability of different probiotic Lactobacillus species in yogurt-like fermented dairy
DIOAUCE ..o 107-117
Bayram, M., Topuz, S. Madimaktan (Polygonum cognatum Meissn.) yanit yiizey yontemi kullanilarak fenolik bilesik ekstraksiyonunun

optimizasyonu / Optimization of phenolic compound extraction using response surface method from madimak (Polygonum
COGNALUM MOISSTL.) . . oot ettt 118-129

Sisli, B., Celebi-Uzkug, N.M., Bayhan, A., Kirca-Toklucu, A. Karalahna saraplarinin fenolik bilesenleri tizerine fermantasyon
teknigi ve sisede depolamanin etkisi / Effect of fermentation technique and bottle storage on the phenolic components
Of Karalahna wines . ... .......... ... . 130-143

Kutlu Kantar, N. Derin 6tektik ¢oztictiniin Rbeum ribes koklerinden fenolik bilesik ekstraksiyonu tizerine etkisi / Impact of deep
eutectic solvent on phenolic compound extraction from Rbeum ribes roofs . ............ ... .. ... . ... ...... 199-208

Orii, F., Hendek Ertop, M. Siyez kepegi eksi hamur optimizasyonunun ekmegin kalite ve biyoaktif nitelikleri tizerindeki etkileri /
Effect of the optimization of einkorn bran sourdough on the quality and bioactive properties of the bread . .......... 209-226

Comak Gocer, E. M., Koptagel, E. Farkli yagli tohumlardan elde edilen bitkisel sttlerden tretilen kefirlerin baz fiziksel ve duyusal
ozellikleri / Some physical and sensory properties of kefir made from vegetable milk from different nuts . ............ 227-241

Derlemeler (Turkce) / Reviews (Turkish)

Nurko, E., Nakilcioglu, E. Gida endistrisinde simbiyotikler, postbiyotikler ve paraprobiyotikler / Symbiotics, postbiotics, and
paraprobiotics i1 the food iNAUSITY ... .. ... 144-159



GIDA Arastirma / Research

THE JOURNAL OF FOOD ‘ GIDA (202_3) 48 (1) 1-15
E-ISSN 1309-6273, ISSN 1300-3070 doi: 10.15237/gida.GD22093

PASLANMAZ CELIK YUZEYLERDE SUT PROTEIN KONSANTRESI
BIRIKIMININ VE SU iLE CALKALAMA, ALKALI VE ENZIMATIK
TEMIiZLEME YONTEMLERININ ETKINLiGINIiN FTIR-ATR ILE

DEGERLENDIRILMESI

Miige Urgu Oztiirk”
Ege Universitesi, Mithendislik Fakiiltesi, Gida Mithendisligi Bélumd, Izmir, Turkiye

Gelis / Received: 04.10.2022; Kabul / Accepted: 13.12.2022; Online baskt / Published online: 16.12.2022

Urgu-Oztiirk, M. (2023). Paslanmaz celik yiizeylerde siit protein konsantresi birikiminin ve su ile
calkalama, alkali ve enzimatik temizleme yontemlerinin etkinliginin FTIR-ATR ile degerlendirilmesi.
GIDA (2023) 48 (1) 1-15 doi: 10.15237/ gida.GD22093

Urgu-Ogtiirk, M. (2023). Evaluation of fouling with milk protein concentrate on the stainless steel surfaces and the
efficiencies of rinsing, alkaline and engymatic cleaning methods by using FIIR-ATKR as a tool. GIDA (2023) 48 (1) 1-
15 doi: 10.15237/ gida. GD22093

oz

Birikim, gida giivenligi ve Uriin kalitesi agisindan 1s1l islemin gerekli oldugu siit endistrisinde 6nemli bir
sorundur. Ozellikle paslanmaz celik yiizeylerde uygulanan 1sil islemler, hizla birikimler olusturarak hem
trtnlerin kalitesini degistirebilmekte hem de gida giivenligi agisindan biyiik riskler olusturabilmektedir. Bu
calismada, farkl sicaklik uygulamalarinin ve kalsiyum ilavesinin stit protein konsantresinin paslanmaz celik
yuzeylerdeki birikimine etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla, laboratuvar tipi birikim modeli 3
farklt birikim sicakhiginda (65, 90 ve 110 °C) uygulanmistir. Ayrica, meydana gelen kalintinin
uzaklastirilabilmesi amactyla uygulanabilecek su ile calkalama, alkali ve enzimatik temizleme yontemlerinin
etkinlikleri degerlendirilmistir. Kalsiyum ilavesi ve uygulanan sicakligin artmastyla ylizeyde meydana gelen
birikim miktarinin arttigt ve temizleme etkinliklerinin azaldigi belirlenmistir. Temizleme etkinligi en distik su
ile calkalama yonteminde, en yiiksek ise enzimatik temizleme yonteminde belirlenmistir. Cok degiskenli
analiz teknikleri ile kombine edilerek kullantlan FTIR-ATR tekniginin, siit protein konsantresi birikiminin
veya kalintisinin oldugu paslanmaz celik yiizeylere ait siuflar arast ayrimlarinda kullanim potansiyelinin
oldugu belitlenmistir.

Anahtar kelimeler: siit protein konsantresi, FTIR, paslanmaz celik yiizey, temizleme etkinligi

EVALUATION OF FOULING WITH MILK PROTEIN CONCENTRATE ON
THE STAINLESS STEEL SURFACES AND THE EFFICIENCIES OF RINSING,
ALKALINE AND ENZYMATIC CLEANING METHODS BY USING FTIR-ATR

AS ATOOL

ABSTRACT

Fouling is an important problem in the dairy industry where heat treatment is necessary for food
safety and quality. The fouling may affect product quality and food safety. This study aimed to
investigate the effects of different fouling temperatures and calcium addition on the fouling amount
of milk protein concentrate on stainless steel surfaces. For these purposes, laboratory-scale fouling
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model was applied at three different temperatures (~65, 90, 110°C) on the surfaces. Then, the
efficiencies of rinsing with water, alkaline and enzymatic cleaning methods were evaluated. The
addition of calcium and an increase in the applied temperature increased the fouling amount while
decreasing cleaning efficiency. The lowest cleaning efficiency was determined in the rinsing method,
whereas the highest was observed using enzymatic cleaning method. The study showed the potential
of applying FTIR-ATR combined with multivariate analysis to discriminate the classes of fouled with

milk protein concetrate or cleaned surfaces.

Keywords: milk protein concentrate, FTIR, stainless steel surface, cleaning efficiency

GIRIS
Gudalarin islenmesi sirasinda, gidayla temas eden
yluzeylerde  (6zellikle 1sitma  ylzeylerinde)

bilesenlerin zaman igerisinde istenmeyen birikim
ve kalintilar olusturmasi, sektor icin 6nemli bir
sorundur (Barish ve Goddard, 2013; Fryer vd.,
2013; Wilson, 2018). Gida giivenligi ve irin
kalitesi acisindan 1sil islemin gerekli oldugu siit
endustrisi ise bu birikimlerden en ¢ok etkilenen
alandir (Blanpain-Avet vd., 2012; WallhdufB3er vd.,
2012; Zouaghi vd., 2019). Sit endustrisinde,
birikimden kaynaklanan problemler, st ile temas
eden cesitli ylzeylerde (basta 1s1 degistiriciler
olmak tizere borular, makinalar, membran porlari,
konveyorlar vb.) olusmaktadir (Chang vd., 2002;
Wilson, 2018). Ozellikle paslanmaz  celik
yluzeylerde uygulanan 1sil islemler ile birlikte
olusan siit kaynakli birikimler, zaman icerisinde
uzaklastirilmast giic kalintilara neden olarak 1st
transfer etkinliginin azalmasi, enerji tiiketiminin
artmast, basin¢ dalgalanmalari, hatta bazt
durumlarda 1s1 degistiricilerde titkanmalar gibi
proses etkinligini olumsuz yonde etkileyen bircok
soruna yol agmaktadir (Bansal ve Chen, 2000,
Hagsten vd., 2016, Zouaghi vd., 2018). Ayrica, 1s1l
islemin gerceklestigi yiizeylerdeki bu birikimler,
gereksiz 1s1l islem uygulamasina sebep olarak tiriin
kalitesinde azalmalara veya tam tersi sekilde
yetersiz 1sil islem uygulamasina yol agarak
mikrobiyal gelisime, kontaminasyonlara ve ileri
diizeylerde  biyofilm  olusumlarina  neden
olabilmektedir (Blanpain-Avet vd., 2012; Barish
ve Goddard, 2013; Boxler vd., 2013; Hagsten vd.,
2016; Zouaghi vd., 2019). Birikimin yant sira bu
birikimlerin uzaklastirilmast ve temizlenmesi de
6nemli bir noktadir. Ozellikle siit sektdriinde, siit
kaynakli bilesenlerin ylzeylerde kuvvetli ve hizlt
bir seckilde tutunan birikimler olusturmast,
temizleme isleminin sikliginin artmasma (glinde
birden fazla) neden olmaktadir (Bansal ve Chen,
2006; Blanpain-Avet vd., 2012). Bu sik temizleme

islemi ise Gretimlerin durmasina, fazla miktarlarda
su, kimyasal dezenfektan ve enetji kullanimina ve
tabi ki bunlarin sonucunda zaman kaybu, isletme
maliyetleri ve c¢evresel kayiplarin artmast gibi
gesitli sorunlarin olusmasina sebep olmaktadir
(Barish ve Goddard, 2013; Boxler vd., 2013;
Jimenez vd., 2013; Petit vd., 2013; Boxler vd.,
2014; Yang vd., 2018).

Sit kaynaklt birikimlerin olusumunda, 6zellikle
stt proteinleri (basta peynir altt suyu proteinleri,
Ozellikle B-laktoglobulin, olmak dzere) ve
minerallerin (6zellikle kalsiyum) basrol oynadig
bilinmektedir (Visser ve Jeurnink, 1997; Jimenez
vd., 2013; Khaldi vd., 2015; Khaldi vd., 2018). Bu
bilesenler 1sinin  etkisi ile stabilizasyonlarin
kaybetmektedir. Ozellikle peynir altt suyu
proteinlerinde 1s1 uygulamast ile sekonder ve
tersiyer yapilarinda ¢6ziilme ve globuler yapida
acilmalar meydana gelmektedir. Acilan proteinler,
reaktif stlfidril gruplarint (-SH) agiga cikartarak
aktif ara Griin olusturmakta ve diger proteinlerle
(kazein misellerindeki  k-kazein, diger -
laktoglobulin molekiilleri ve peynir altt suyu
proteinleri ile) distlfit ara degisim reaksiyonu ile
agregatlar1 olusturarak veya 1s1 transfer ylzeyi ile
interaksiyona  girerek  birikimlere  neden
olabilmektedir (Lalande ve Tissier, 1985; Lalande
vd., 1989; Bansal ve Chen, 2006; Petit vd., 2011;
Truong vd., 2017; Khaldi vd., 2018). Mineraller
(6zellikle  kalsiyum) ise sicaklikla  birlikte
¢ozuntrliklerinin azalmastyla protein molekulleri
arasindaki interaksiyonlari etkileyerek birikimi
tetiklemektedir.  Dolayistyla,  stt  kaynaklt
bilesenlerin  ylizeylerde —meydana  getirdigi
birikimler kompleks bir mekanizmadir ve bu
mekanizmanin  kontrolii bircok faktére bagl
olarak degismektedir. Bu faktorler, bilesen
Ozellikleri (protein icerigi ve konsantrasyonu,
kalsiyum icerigi, pH, iyonik kuvvet, gaz dagilimi
vb.), 1s1l islem kosullari (6n 1sitma, sicaklik profili,



Sut protein konsantresinin paslanmaz gelik ylizeylerdeki birikimi

sicak-soguk  akiskan  arasindaki  sicaklik
farkliliklar), 1s1 degistirici ylizey 6zellikleri (serbest
enetji, polarite, materyalin tipi ve dizaynr) olarak
siniflandirilabilir  (Santos vd., 2006; Petit vd.,
2011; Jimenez vd., 2013). Siit kaynakli birikimler
icin ise en temel iki faktSriin Urtin bilesimi (basta
protein ve kalsiyum icerigi) ve uygulanan
sicakliklar oldugu vurgulanmistir (Blanpain-Avet
vd., 2012; Hagsten vd., 2016; Khaldi vd., 2018).
Bu nedenle, birikimin, bilesen ve uygulanacak
olan 1sil islemlerle direkt olarak baglantili bir
sekilde olustugu séylenebilmektedir (Lalande vd.,
1989; Visser ve Jeurnink, 1997; Bansal ve Chen,
20006). Ancak, su ana kadar yapilan c¢alismalarda
daha cok peynir alti suyu proteinlerinin birikim

mekanizmalart tzerine yogunlasgilmis ve bu
birikimin  karakterizasyonunda  mikroskopik
teknikler, ylzey purizlaligl, ylzey serbest

enetjisi, basing dusiisti ve 1s1l iletkinligin Sl¢imleri
gibi teknikler kullandmistir (Boxler vd., 2014
Zouaghi vd., 2018; Khaldi vd., 2018; Magens vd.,
2019). Bu calismada, stit protein konsantresi
birikim modeli olarak kullanilmasi ve farklt
sicaklik ve kalsiyum ilavesinin birikim Uzerine
etkilerinin  degetlendirilmesi ~ amaclanmustir.
Ayrica, olusan birikimlerin uzaklastirilmast icin su
ile calkalama, alkali ve enzimatik temizleme
ajanlarinin etkinlikleri incelenmistir. Bu amacglarla,
hizli, basit ve giivenilir yontemlerden olan
titresimsel spektrofotometrelerden biri olan ATR-
FTIR1n, stt sistemlerinde iretimler aksamadan,
hizli  bir  sekilde birikim  ve  temizligin
karakterizasyonunun saglanmasi tizerine kullanim
olanaklart degerlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada birikimlerin olusturulmast amactyla siit
protein konsantresi (Enka Sut A.S., Turkiye)
kullanddmustir.  Siit  protein  konsantresinin
kurumadde, protein ve yag degetleri sirasiyla
%95.7520.27, %71.3510.34 ve %0.50+0.01dir.
Kurumadde, protein ve yag degetleri sirasiyla
gravimetrik (IDF, 1982), Kjeldahl (AOAC, 2012)
ve Gerber (IDF, 1981) yontemlerine gore
belirlenmistir. Ayrica, kalsiyumun birikimdeki
roliinii degerlendirebilmek adina CaCly (Sigma
Aldrich, TIspanya) kullanidmistir.  Birikimin
olusturulabilmesi i¢in gidayla temas eden

yuzeylerde (6zellikle 1s1 degistiricilerde) yaygin
olarak  kullanilan materyallerden biri  olan
paslanmaz ¢elik 316 (SS316) kullandmistir.
Birikimin temizlenmesi icin ticari olarak formiile
edilmis alkali (Brio Complex; iTram Higiene,
Ispanya) ve enzimatik (Savinase, Novozymes,
Danimarka) temizleyici ajanlar kullanilmistir.
Alkali temizleyici sodyum hidroksit (~%5 v/v
NaOH), enzimatik temizleyici ise proteaz
enzimini icermektedir. Denemeler O6ncesinde,
paslanmaz celik 4 cm x 4 cm boyutlarinda, 0.1 cm
kalinliginda kesilerek kare kuponlar halinde
hazirlanmistir.

Birikim ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Birikim ¢ozeltisi kurumaddede %05 yagsiz siit
protein konsantresi olacak sekilde destile su ile
hazirlanmistir. Bu amacla, siit protein konsantresi
manyetik karstirict ile tamamen ¢6ziininceye
kadar (35 °C, 600 rpm, 30 dk) karistirilmistir.
Kalsiyumun  birikim  miktarina  etkilerini
degerlendirmek amaciyla, hazirlanan karisima 100
ppm oraninda kalsiyum ilave edilmigtir. Calismada
kullantlan bu oranlar, yagsiz sttin bilesimi
(6zellikle protein orani) referans alinarak secilmis
ve tim denemelerde sabit tutulmustur.

Paslanmaz ¢elik yilizeylerde birikimlerin
olusturulmasi

Birikim yontemi

Birikimin  yiizeylerde  olusturulmast  igin,
Guerrero-Navarro  vd.  (2019)  tarafindan
tasarlanan laboratuvar tipi birikim modeli

kullanilmistir.  Arastirmacilar, actk  kurutma
kosullarinda olugturulan birikim modelinin daha
kisa bir stre icerisinde ylksek miktarlarda

birikime yol actigint belirtmistir  (Guertrero-
Navarro vd., 2019). Bu nedenle, calisma
kapsaminda bu acgtk kurutma kosullarinda

laboratuvar tipi birikim modelinin uygulanmasina
karar verilmistir. Ancak, yapilan 6n denemeler
sonucunda uygulanan kosullarda bazt
modifikasyonlar yapilmustir.

Birikim sicakliklar:

Calismada olusturulacak birikimler, tg¢ farkls yiizey
sicakhiginda gerceklestirilmistir. 11k sicaklik olarak,
peynir altt suyu proteinlerinin denaturasyonunun
heniiz gerceklesmedigi, diger bilesenlerde de
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Onemsiz dizeyde degisimlerin olacag: distintlen
bir sicaklik (65 °C) secilmistir. Diger iki sicaklikta
ise hedef, hem A tipi - 100 “C altinda ve peynir altt
suyu proteini denatiirasyonunun ytksek oldugu
birikim modelinin hem B tipi - 100 °C iizerinde ve
daha c¢ok kalsiyumun etkin olabilecegi birikim
modelinin olusturulmasidir (Lalande vd., 1985;
Foster vd., 1989; Visser ve Jeurnink, 1997). Bu
amacla, A tipi birikimi saglayabilmek icin
paslanmaz celik kupon yiizeyi 90 *C’ye, B tipi
birikim icin ise 110 “C’ye getirilerek birikimler
olusturulmustur.

Birikimin olugturulmasi

Birikim olusumu Oncesinde, paslanmaz celik
kuponlar temizlenmis ve dezenfekte edilmistir
(Anonymus, 2015). Bu amacla, kuponlar alkali
deterjanla en az 60 dk yikanarak saf su ve
etanolden gecilmis, ardindan otoklavda (15 dk,
121 °C) sterilize edilmistir.

Birikim islemi 6ncesinde hazirlanan kuponlar ilk
olarak etiivde hedeflenen sicakliga (65, 90 veya
110°C)  gelebilmesi icin  yaklastk 20 dk
bekletilmistit.  Ardindan  hazirlanan  birikim
cozeltisi 0.4 ml eklenerek 45 dk boyunca kupon
yuzeyinde kurumast beklenmistir. Belirtilen
birikim miktari ve siiresine yapilan 6n denemeler
sonucunda karar verilmistir. Bu kuruma stirecinin
ardindan, tekrar 0.4 ml ¢cozelti eklenerek 45 dk
daha ylizeyde tutunmast saglanmustir. Bu kuruma
sireci, aynt kosullarda 5 dongii halinde
gerceklestirilmistir. Ardindan, kuponlar ylzeyde
tutunmayan bilesenlerin uzaklastirilabilmesi icin
50 °C’de, 30 ml deionize su iceren kapta 1 dk
boyunca vorteks ile ¢alkalanmistir. Daha sonra,
tekrar bes birikim dénglisii uygulanarak birikim
stireci tamamlanmstir. Birikim islemi sonunda,
yuzeydeki fazla suyun uzaklastirilmast icin
kuponlar 50 °Cde 2 saat boyunca etiivde
bekletilmistir.

Birikimin temizlenmesi

Temizleme etkinliginin degerlendirilmesi
amaciyla, birikim islemi sonrasinda yiizeyler su ile
calkalama, alkali temizleme veya enzimatik
temizleme islemlerine tabii tutulmustur. Su ile
calkalama islemi, sadece su ile yiizeyin
calkalanmasi, boylelikle kalintilarin su ile ne
derecede uzaklastirilabildigini  gérebilmek igin

gerceklestirilmistir. Bu asamada, kuponlar birikim
sonrasinda 30 ml, 20-25 °C’de deionize su ile 10
dk boyunca calkalanmistir. Calismada kullanilan
temizleme prosedirleri alkali ve enzimatik
temizleyicilerin Urlin  katologlarinda yer alan
bilgilere gore uygulanmustir. Alkali temizleme
islemi icin kuponlar birikim sonrasinda ilk olarak
20-25 °C’de deionize su ile 10 dk, ardindan 70
°C’de 45 dk boyunca ticari alkali temizleme ajant
ile, en son tekrar deionize su ile 10 dk calkalanarak
temizlenmistir. Enzimatik temizleme islemi icin
ise 50 °Cde 30 dk boyunca ticari enzimatik
temizleme ajant uygulanmustir.

Temizleme islemi sonrast kuponlar 50 °C’de 2 saat
boyunca etiivde bekletilmistir.  Temizleme
etkinligi asagida verilen esitlik ile hesaplanmistir.

Temizleme etkinligi =
Birikim sonrast kupon agirligit veya bant alant

- — X
Temizleme sonrast kupon agirligit veya bant alant

100

Kuponlara uygulanan tiim analizler 24 saat
icerisinde tamamlanmustir. Birikim ve temizleme
islemleri 3 tekerriir olacak sekilde yuritilmustiir.

Yontem

Birikim agirlig1

Kuponlarin  birikim  éncesi  ve  sonrasinda
agirliklart tartilarak birikim miktatlart mg/cm?
cinsinden hesaplanmistir. Ayrica, su ile ¢alkalama,
alkali veya enzimatik temizleme islemleri
sonrasinda da kalinti miktarlar1 belirlenerek
temizleme isleminin etkinligi degerlendirilmistir.

FTIR analizi

Paslanmaz c¢elik kuponlarin  spektralart  oda
sicakliginda (2511 °C) FTIR cihaz (Perkin-Elmer
Inc.,, Norwalk, CT, ABD) kullanilarak elde
edilmistir. ~ Bu  amagla, yeni  (birikim
uygulanmamus), farkli kosullarda birikimlerin
gerceklestirildigi, birikim sonrast su ile calkalanan,
alkali veya enzimatik temizleyici ile temizlenen
kuponlarin yiizeyleri cihazin kristali Uzerine
konularak incelenmistir. Her bir 6rnek grubu icin
4 tekrarl okuma ile 4000-650 cm! dalga boyunda,
4 cm! ¢ozuntrlikte, ortama 32 tarama alinarak
spektrum elde edilmistir. Ornek &lgiimlerinden
once bos yluzeyden de 6l¢tim alinmustir.
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Istatistiksel ve gok degiskenli veri analizleri
Birikim miktarlart ve temizleme etkinliginin

istatistiksel ~ degerlendirilmesinde SPSS  paket
programi  (versiyon  28.0, IBM, ABD)
kullanilmigtir.  Orneklere ait ham  spektralar
Piroutte© ¢ok degiskenli analiz programi

(versiyon 3.11, InfoMetrix, Inc., Woodville, WA)
kullanilarak degerlendirilmistir. Toplanan spektra
verileri Yumugak Bagimsiz Smif  Analojileri
Modellemesi (SIMCA) ile analiz edilerek 6rnekler
arasindaki siniflandirmalar ortaya koyulmustur.
Bu amacgla, siniflandirma 6ncesinde veriler
normallestirme ve 2. tlirev Savitzky-Golay 15-
nokta polinom filtre kullanilarak islenmistir.
Temizleme islemi etkinliginin degerlendirilmesi
icin belirlenen spektral bandlarin  alani  ise
Grams/Al programi (versiyon 8, ThermoFisher
Scientific Inc., Smiths Detection) ile tespit
edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Kalsiyum ilavesinin ve birikim sicakliklarinin
siit protein konsantresi birikimine etkisi
Calismada ilk agsama olarak, kalsiyum ilavesinin ve
farklt birikim sicakliklarinin - paslanmaz  celik
ylzeylerde siit protein konsantresinin birikimine
etkilerinin  degerlendirilmesi saglanmustir. Bu

amagcla, baslangicta (birikim islemi Oncesi) ve
birikim islemi sonrast kuponlarin agirliklar
beliflenmis, aradaki fark bulunarak birikim
miktatlart hesaplanmigtir. Bu hesaplama yontemi,
literatuirde  bircok  arastirmacit  tarafindan
paslanmaz  ¢elik  ylizeylerde birikimin = ve
temizleme islemlerinin etkinliginin degerlendiril-
mesi amactyla 6nerilmistir (Barish ve Goddatd,
2014; Liu vd., 2017). Sit protein konsantresinin
birikim sonrast (SPK-1) sonrasi ylizeylerde
tutanan kalinti miktarlart Cizelge 1°de verilmistir.
Cizelge 1  incelendiginde, siit  protein
konsantresinin belirtilen birikim yontemine gore
(10 kurutma dénglisii sonucunda) paslanmaz celik
yizeylerde ortalama 12.55 * 0.02 mg/cm? ile
1339 + 0.03 mg/cm? araliginda birikim
olusturdugu gorilmustir. Bu birikim miktarlar
literatiir ile uyumludur. Literatirde, kullanilan
birikim ¢6zeltisine baglt olarak yiizeyde meydana
gelen birikimin miktarinin degistigi
gorilmektedir.  Pastdrize sit  birikimlerinin
incelendigi bir ¢aligmada, 19.21 mg/cm? birikim
elde edilitken (Liu vd., 2017), peynir altt suyu
proteini ile hazirlanan ¢ozeltilerden elde edilen
birikimlerin yaklasik 30.8 mg/cm? oldugu tespit
edilmistir (Zouaghi vd., 2018).

Cizelge 1. Birikim islemi sonrasi, su ile ¢alkalama, alkali ve enzimatik temizleme islemleri sonrast
paslanmaz ¢elik ylizeye tutunan kalintt miktarlari (mg/cm?)
Table 1. Fouling amounts attached to the stainless steel surface after founling, rinsing with water, alkaline and engymatic

cleaning processes
65 °C 90 °C 110 °C
Raliyum Kalsiyam Kalsiyum Kalsiyum Kalsiyum Kalsiyum
ilavesi . . ilavesi . . ilavesi . -

olmadan ilavesi ile olmadan ilavesi ile olmadan ilavesi ile
Without calcium With caleinm Without calcinm With caleinm Without calcium With caleinm
ZS;PKC17 12.55+0.022X  12.9940.01>X  13.021£0.01»Y  13.36+0.01>Y  13.051£0.02%  13.3910.03>%
]S\/ZFC?} 9.821£0.03»X  10.19£0.02>X  10.06+0.02~Y  10.47£0.03>Y  10.09+£0.01>*  10.60£0.02>%
ZS;PKC?; 4.1210.01>X 4.33£0.01> X 4.281+0.02%Y 4.46£0.01bY 4.4010.02%% 4.64£0.03b%
]S\/})PIZi 2.561+0.013X 2.88£0.01»%  2.90%0.01»Y 3.00£0.02bY 3.78£0.01% 3.99£0.02>%

SPK-1: Siit protein konsantresi ile birikim sonrast paslanmaz gelik kupon, SPK-2: Su ile ¢alkalama sonrasi paslanmaz gelik kupon, SPK-
3: Alkali temizleme uygulanmis paslanmaz celik kupon, SPK-4: Enzimatik temizleme uygulanmus paslanmaz ¢elik kupon. »> Farklh
harfler aynt birikim sicakligr i¢in kalsiyum ilavesi olmadan ve kalsiyum ilavesi ile hazitlanan kuponlar arasindaki istatistiksel anlamli
farklihg gostermektedir (P <0.05). Y Farkli harfler kalsiyum ilaveli veya ilave edilmeden farkli birikim sicaklikliklarinda hazirlanan
kuponlar arasindaki istatistiksel anlamli farkliligi gostermektedir (P <0.05).

MPC-1: Stainless steel coupon after fonling with milk protein concentrate, MPC-2: Stainless steel conpon after rinsing with water, MPC -3: Stainless steel
conpon after alkaline cleaning, MPC -4: Stainless steel conpon after engymatic cleaning. - Different letters indicated a statistically significant difference between
conpons fouled with and without calcium addition for the same founling temperature (P <0.05). XY Different letters indicated a statistically significant difference
between coupons prepared at different fouling temperatures for the same solution with or without calcinm addition (P < 0.05).



M. Urgu Oztiirk

Cizelge 1  incelendiginde, siit  protein
konsantresine ilave edilen kalsiyumun birikim
miktarlarint  6nemli  Glclide  arttirdify  tespit
edilmistir (P <0.05). Benzer sekilde, Khaldi vd.
(2015), peynir altt suyu protein ¢ozeltisine farkl
konsantrasyonlarda (70 to 87.5 mg L) kalsiyum
ilavesinin plakali 1s1 degistirici yiizeylerindeki
birikimlerine etkisini degerlendirmis ve ilave
edilen kalsiyum oranmnin artmastyla birikim
miktarinin buytk 6lciide arttugini vurgulamistir.
Jimenez vd. (2013) tarafindan yapilan bir
calismada da, peynir alt suyu protein
konsantratina kalsiyum ilavesinin paslanmaz celik
yuzeylerde  olusturdugu  birikim  miktarint
artturdigini tespit etmistir. Arastirmacilar, kalsiyam
ilave edilmeden olusan birikimlerin ince, plrtzsiiz
ve homojen oldugunu, tersi durumda ise yiizeyde
kalin ve stki bir kalinti meydana geldigini
vurgulamustir.

Birikimin bilesimi ve gérintsini etkileyen bir
diger etken ise uygulanan 1si islem sicakhigidir.
Literatiirde, stt kaynakll birikimler uygulanan
sicakliga gbre A ve B tipi olmak iizere iki ana
kategoriye ayrilmistir (Lalande vd., 1985; Foster
vd., 1989; Visser ve Jeurnink, 1997). A tipi
birikimin, pastdrizasyon kosullarinda (100 °C
altinda, genellikle 75 °C’de baglar), daha ¢ok
peynir alt1 suyu proteinlerinden olustugu, beyaz,
ince, yumusak ve slngerimsi yapida oldugu
belirtilmistir (Burton, 1968; Nielsen vd., 1995;
Petit vd., 2013). B tipi birikim ise, sterilizasyon
kosullarinda (110 °C izerinde), cogunlukla
minerallerden (kalsiyum fosfat ve sitrat gibi) ve
disiik oranlarda proteinden (%15-20) olusan gri
ve sert yaptdadir (Changani vd., 1997; Visser ve
Jeurnink, 1997; Hagsten vd., 2016). Bu nedenle,
calisma kapsaminda, stit protein konsantresi ile
hazirlanan birikimlerin 65, 90 ve 110 °C olmak
tzere farkli ylizey sicakliklart (hem A tipi hem B
tipine  Ornek  sicaklik) ile  olusturulmast
saglanmustir. Stt protein konsantresinin (SPK-1)
hem kalsiyum ilave edildigi hem de ilave
edilmedigi durumlarda uygulama sicakligindaki
artts ile paslanmaz celik yiizeylerdeki birikiminin
arttgl tespit edilmistir (Cizelge 1).

Sit protein konsantresi ile farkli sicakliklarda
birikim saglanmis paslanmaz celik yiizeylerin

(SPK-1’e ait gorintiiler) bazi temsili goriinttleri
Sekil 1’de verilmistir. Genel olarak, stt protein
konsantresinin giiclii bir sekilde paslanmaz ¢elik
yluzeye tutundugu, uygulanan birikim sicakligina
baglt olarak ylzeyde actk kahverengi ile koyu
kahverengi arasinda degisen bir birikim meydana
getirdigi  belirlenmistir.  Calismada  Ozellikle,
birikim islemi siiresince uygulanan = sicaklik
artifinda daha kahverengi bir birikimin olustugu
dikkati ¢ekmektedir (Sekil 1). Birikimdeki bu
kahverengiligin artis;, 6zellikle 110 °C sicaklik
uygulamasinda daha bariz gorilmektedir. Bu
sonug, daha Once gozlemlenen endistriyel
kosullarda tespit edilmis sit birikimleri ile
benzerlik gostermektedir (Barish ve Goddard,
2013). Paslanmaz ¢elik yiizeyde meydana gelen bu
rengin 6zellikle stt proteinleri ve sekerleri (laktoz)
arasinda gerceklesen Maillard reaksiyonuyla ilgili
olmast muhtemeldir (Guerrero-Navarro vd.,
2019). Bu durumda, uygulanan sicakligin
artmastyla hiz kazanabilecek Maillard reaksiyonu,
birikim  ¢6zeltisindeki  bilesenlerin  yiizeydeki
tesvik  edebilecektir.  Yani,
yuzeylerdeki yiiksek termal yikiin birikimi ve
Maillard reaksiyonu hizinin artmasi ile bilesenler
ylzeye daha kuvvetli tutunma egilimi olusturarak,
birikim kaynakli meydana gelebilecek
problemlerin artmasin tetikleyebilecektir (Barish
ve Goddard, 2013; Guerrero-Navarro vd., 2019).

tutunumunu

Temizleme etkinliginin kalinti miktar1 ve
FTIR analizi ile degerlendirilmesi

Paslanmaz ¢elik yiizeylerdeki birikim sonrast
kalintilarin uzaklastirilmast icin su ile calkalama
(SPK-2), alkali temizleme (SPK-3) ve enzimatik
temizleme (SPK-4) islemleri uygulanmistir. Bu
amacla, birikim islemi 6ncesi ve temizleme islemi
sonrasinda kuponlarin agirhklar tespit edilmis ve
temizleme etkinligi hesaplanarak belitlenmistir
(Gizelge 1, Sekil 2). Farklt sicaklik uygulamast ve
kalsiyum  ilavesi ile  hazirlanan  birikim
cozeltilerinin  temizleme islemleri sonrasinda
tespit edilen kalinti miktarlarinin, SPK-2, SPK-3
ve SPK-4 icin sirasiyla ortalama 9.82-10.60
mg/cm?, 4.12-4.64 mg/cm?ve 2.56-3.99 mg/cm?
araliginda degisim gOsterdigi tespit edilmistir. Bu
durumda, en yiiksek kalintt miktarlarinin su ile
calkalama islemi sonrasi, en dusik kalint
miktarlarinin ise enzimatik temizleme islemi ile
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elde edildigi tespit edilmistir. Her bir temizleme
islemi ayri ayrt incelendiginde, birikim islemi
stresince uygulanan sicakligin artisinin yiizeylerde
temizleme sonrast kalan kalinti miktarlarinin
artmasina yol actift belitlenmistir. Diger bir
deyisle, uygulanan birikim sicakliginin azalmasiyla
yuzeylerdeki birikimlerin daha cok
uzaklastirilabiledigi  tespit  edilmigtir.  Birikim
¢ozeltisine ilave edilen kalsiyumun da temizleme
sonrast meydana gelen kalinti miktarina etki ettigi
belirlenmistir. Her bir birikim sicakliginda, birikim
cozeltisine 1ilave edilen kalsiyjumun ylzeyde
tutunan kalinti miktarinin artmasina yol a¢tig
saptanmistir. Bu sonuglar, birikim sonrast elde

edilen  biritkim  miktarlant  ile  benzerlik
gostermektedir. Dolayistyla, birikimin artmasint
tesvik eden uygulama sicakliginin artmasi ve
kalsiyum ilavesi, temizleme islemleri sonrast
yizeyde kalan kalinti miktarinin artmasini da
tesvik edebilmektedir. Benzer sekilde, Khaldi vd.
(2015) tarafindan birikim islem parametrelerinin
ve birikim ¢6zeltisindeki kalsiyum miktarinin
peynir altt suyu proteinlerinin paslanmaz celik
ylzeylerde proteinlerin adhezyon kuvvetlerini ve
kalintinin  yapisal 6zelliklerini 6nemli  Slgtide
etkiledigi, 6zellikle kalsiyum miktarindaki artis ile
meydana gelen birikimlerin temizlenmesinin daha
gli¢ oldugu bildirilmistir.

Sekil 1. Farkls birikim sicakliklarinda siit protein konsantresi birikimi saglanan paslanmaz celik
ylzeylerden temsili gériintiler. a: 65 °C, b: 90 °C, ¢: 110 °C
Figure 1. Representative images of stainless steel copons fouled with milk protein concentrate at different temperatures. a:

65 °C, b: 90 °C, ¢: 110 °C

Sit protein konsantresi ile birikim saglanan
paslanmaz ¢elik kuponlarin su ile ¢alkalama, alkali
ve enzimatik temizleyiciler ile temizleme
islemlerinin etkinligi Sekil 2’de gosterilmistir. Sekil
2'deki sonuglar, stt protein konsantresi birikimini
temizlemek i¢in uygulanan su ile c¢alkalama
isleminin etkinliginin %18.00-25.08 araliginda
degistigini gOstermektedir. Alkali ve enzimatik
temizleme islemlerinin etkinliklerinin ise sirastyla
%061.00-66.25 ve %73.00-81.50 araliginda oldugu
belirlenmistir (Sekil 2). Bu durumda, stt protein
konsantresine kalsiyum ilave edildigi ve 110 °C
sicakhigin uygulandigi, ardindan sadece su ile
calkalama isleminin uygulandigi ylzeylerde en
yiksek kalintiyla karsidasildigi belirlenmistir. En
yiksek temizleme islemi etkinligi ise, birikimin
kalsiyum ilave edilmeden ve 65 °C’de saglandigi,
ardindan  enzimatik  temizleme  isleminin
uygulandigi yiizeyde tespit edilmistir. Ozellikle
uygulanan birikim islemi sicakliklarinin = ve
temizleme islemi yonteminin yiizeyde meydana
gelen sit protein konsantresi kalintilarinin
uzaklastirilmasinda  6nemli  etkiler meydana

getirdigi belirlenmistir (P <0.05). Paslanmaz ytizey
kuponlarda farkll temizleme ajanlarinin = sit
birikimine etkisinin incelendigi bir calismada da,
temizleme  etkinliginin = benzer  araliklarda
(%73.31-80.43) oldugu belirlenmistir (Guerrero-
Navarrao vd., 2019). Bu verilerin sonucunda, siit
protein  konsantresi birikimlerine uygulanan
enzimatik temizleme isleminin islem kosullara

bagli olarak %80’nin  lizerinde temizleme
etkinligini saglayabilecegi belirlenmistir.
Enzimatik temizleme ile alkali temizleme
yontemine kiyasla daha ylksek temizleme

etkinliginin saglanabilmesi kimyasal kullaniminin
azalmast, temizleme icin  kullanidacak  su
miktarinin, siirenin ve enerjinin azalmasi gibi
avantajlar  saglayabilecegi  dustntlmektedir.
Ancak, enzimatik temizleyicilerin Giriin maliyetinin
cok daha yliksek olmasi (Guerrero-Navarro vd.,

2022), endustriyel kullanimlarinda  maliyet
kiyaslamalarinin  yapidmast  gerekliligini  de
gbstermektedir.
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Sekil 2. Siit protein konsantresi birikimine su ile ¢alkalama, alkali ve enzimatik temizleme islemlerinin
etkinligi
Figure 2. The effectiveness of rinsing with water, alkaline and engymatic cleaning processes on milk protein concentrate
accumnlation

Temizleme etkinligi, (A-B/A)*100 formulu ile hesaplanmistir. Formulde A, birikmis kuponun birikim miktarint
(SPK-1), B, temizleme islemi yapilmis kuponun kalintt miktarini (SPK-2, SPK-3 veya SPK-4) ifade etmektedir.
SPK-1: Siit protein konsantresi ile birikim sonrast paslanmaz celik kupon, SPK-2: Su ile calkalama sonrast
paslanmaz celik kupon, SPK-3: Alkali temizleme uygulanmis paslanmaz ¢elik kupon, SPK-4: Enzimatik temizleme
uygulanmis paslanmaz celik kupon. Her kutu grafiginin i¢inde yer alan ¢izgi medyant temsil etmektedir.
Cleaning efficiency calenlated according to the formmulation: (A-B/A)*100. A indicated the area of fouled compon (MPC-1), B:
indicated the are of cleaned coupon (MPC-2, MPC3,MPC-4). MPC-1: Stainless steel coupon after fouling with milk protein
concentrate, MPC-2: Stainless steel coupon after rinsing with water, MPC -3: Stainless steel coupon after alkaline cleaning, MPC -4:
Stainless steel conpon after enzymatic cleaning. The line inside each boxplot represents the median.

Paslanmaz celik ylzeylerde, birikim ve temizleme
etkinliginin  degerlendirilebilmesi icin birikim
miktarinin  yant sira  konfokal taramali lazer
mikroskobu, taramali elektron mikroskobu,
elektron-prob mikro analizleri, atomik kuvvet
mikroskopisi ve X-Ray foto-elektron
spektroskopisi gibi gesitli yontemler
kullanilabilmektedir (Jimenez vd., 2013; Hagsten
vd., 2016; Khaldi vd., 2018; Yang vd., 2018;
Guerrero-Navarro vd., 2020; Guerrero-Navarro

vd., 2022). Calismada siit protein konsantresi ile
birikim saglanmis yiizeyler hizlt bir yontem olan
FTIR spektroskopisi ile incelenmigtir. Sekil 3’de,
birikim sonrast ve farkli temizleme islemleri (su ile
calkalama, alkali ve enzimatik temizleme)
uygulanan yizeylerden FTIR spektrometresi ile
olgiilen 4.000-650 cm! dalga boyunda toplanan
FTIR spektralart verilmistir. Ayrica, kiyas amactyla
yeni (birikim saglanmamus) yiizeylerden de spektra
alinmugtir.
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Sekil 3. Paslanmaz celik kuponlarin FTIR spektralart
Figure 3. FTIR spectra of stainless steel conpon

SPK-1: Siit protein konsantresi ile birikim sonrast paslanmaz celik kupon, SPK-2: Su ile calkalama sonrast
paslanmaz celik kupon, SPK-3: Alkali temizleme uygulanmis paslanmaz ¢elik kupon, SPK-4: Enzimatik temizleme
uygulanmis paslanmaz celik kupon, Yeni: Birikim uygulanmamis bos paslanmaz ¢elik kupon.
MPC-1: Stainless steel conpon after fouling with milk protein concentrate, MPC-2: Stainless steel coupon after rinsing with water,
MPC -3: Stainless steel coupon after alkaline cleaning, MPC -4: Stainless steel conpon after engymatic cleaning. New: Unfouled

stainless steel conpon.

Sekil 3  incelendiginde, yeni  (birikim
uygulanmamis)  ylzeylerden  spesifik  bir
fonksiyonel grup titresimlerinden kaynaklanan
herhangi bir spektral bant elde edilmemistir.
Birikim saglanan yiizeylerden alman spektra
incelendiginde ise birtakim ayirict  bolgeleri
olusturan fonksiyonel gruplar oldugu
gorilmektedir. Bu birikim saglanan  yiizeyde
ozellikle ~1656 c¢cm-!, 1398 cm! ve 875 cm’de
yogun ve genis bantlar dikkati c¢ekmektedir.
Dolayistyla, bu bantlarin yeni ve birikim saglanan
ylzeyler arasindaki farkhiliklarin tespit edilebilmesi
icin kullanilabilecegini gosterebilir. Genel olarak,
orta infrared bélgesinde proteinlerin olusturdugu
absorbans bantlarin amit I, amit I ve amit IIT
bélgeleri olmak tzere sirasiyla ~1650, 1398 ve
1240 cmde gorildiigh bilinmektedir (Stuart,
2004). Dolayistyla, birikim saglanan kuponlardan
~1650 cm™de elde edilen spektral bant,
proteinlerin amit I bélgesi ile iliskilendirilebilir.
Literatiirde, bu bandin genel olarak proteinlerin
C=0 gerilmesi, N-H bikilmesi veya C-N
gerilmesinden kaynaklanabilecegi  bildirilmigtir
(Stuart, 2004, Deniz vd., 2018). Sekil 3
incelendiginde, birikim uygulanan yiizeylerden
alinan spektradaki en glicli ve genis bandin ~1398

cmde elde edildigi gorilmistiir. Bu bant ise
proteinlerin amit 111 bélgesinden
kaynaklanmaktadir. 1241-1472 cm™ araligindaki
bélgede yer alan absorpsiyon bantlart C-N
gerilmesi ve N-H bukilmesi (amit L)
titresimleriyle iliskili oldugu bilinmektedir (Su vd.,
2010). Birikim saglanan ylzeyden elde edilen
spektrada yer alan bir diger glicli bandin ise ~875
cm™’de oldugu belirlenmistir. Bu bant daha ¢ok
karbonhidrat titresimleri ile iliskilendirilebilir. Wu
vd.  (2007) tarafindan  sttozlarinin IR
spektralarindaki  1250-800 cm!  arasindaki
bélgenin  karbonhidratlarin  (6zellikle  laktoz
iceriginden  kaynakly C-O titresimleriyle
iliskilendirilmistir. Benzer sckilde, Zhou vd.
(20006) ise farkli siit tozlarinda 1250-800 cm!
arasindaki  bolgenin,  laktoz  iceriginden
kaynaklanan karbonhidrat grubuna ait C-O
titresimlerini temsil ettigini belirtmislerdir. Bu
spektralar  degerlendirildiginde, siit  protein
konsantresi ile birikim saglanan kupondan elde
edilen bu spesifik titresimlerin, daha ¢ok protein
ve karbonhidrat ile iliskili oldugu séylenebilir.
Ayrica, yag absorpsiyonuna karsilik gelen
bélgelerde (6rnegin  ~2874, 1745, 1477-1400,
1240 ve 1175 cm!) belirgin bir titresim meydana
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gelmedigi, dolayisiyla yagin herhangi bir titresim
olusturmadigt  belitlenmistir. Benzer sekilde
literatiirde, yagh siit ile olugan birikimlerde bile
vagin Onemli miktarlarda bulunmadigl, yani
birikimde Onemsiz dizeyde etkisinin oldugu
belirtilmistir (Burton, 1968).

Su ile calkalama, alkali ve enzimatik temizleme
islemleri  sonrast  hazirlanan  kuponlarin
ylzeylerinden elde edilen spektralar Sekil 3’de
verilmistir. Su ile calkalama islemi sonrast elde
edilen spektra ile birikim saglanan ylizeyden elde
edilen spektranin birbirine daha ¢ok benzerlik
gOsterdigi, belirgin titresimlerin aynt boélgelerde
meydana geldigi tespit edilmistir. Alkali ve
enzimatik  temizleme islemleri  sonrasinda
kuponlardan alinan spektralarda ise, belirtilen
bélgelerde titresimlerin oldugu, ancak birikim
saglanan ylzey spektrasina kiyasla daha az yogun

oldugu gérilmektedir. Dolayistyla, spektralar
arasinda gozle goralir farkliigin - olmamasi

temizleme etkinliginin degerlendirilebilmesi icin
belirlenen bu spektral bantlarin  alanlarinin
hesaplanmasi ile saglanabilecegi 6ngorilmiistiir.
Ayrica, kiyas amaciyla ¢ok degiskenli analiz
tekniklerinin uygulanmasi da uygun bulunmustur.

Wemsy Diagne vd. (2013) tarafindan, ATR-IR
tekniginde elde edilen spektralardan hedef
bolgeler secilerek ytikseklik oranlarina dayalt
kantitatif kiyaslamalarin yapilabilecegi
bildirilmigtir. Dolayisiyla, bu ¢alismada birikim

saglanan, birikim sonrast su ile calkalama, alkali
temizleme ve enzimatik temizleme islemleri
uygulanan ylzeylerin spektralarindan elde edilen
belirgin titresimlerin  alanlarinin  kiyaslanmast
Uzerine  yogunlasimistir. Bu  amagla, bu
ylzeylerden alinan 3 belirgin bolgenin (~ 1654,
1398 ve 874 cm') alanlarinin belirlenmesi ve

temizleme etkinligininin bu alanlarin
kiyaslanmastyla degerlendirilebilecegi
dustntlmustir.  Cizelge 2’de bu  bolgelerde

meydana gelen spektral bantlarin alanlari verilmis
ve bu alanlardan yola c¢tkilarak su ile ¢alkalama,
alkali ve enzimatik temizleme islemlerinin etkinligi
her bir spektral bant icin ayr1 ayr1 hesaplanmistir.
Bu durumda, amit I (1654 cm!), amit 111 (1398
cm), ve karbonhidrat (874 cm ) bolgeleri icin
sirastyla su ile ¢alkalama isleminin etkinliginin %
62, 15 ve 26, alkali temizleme isleminin
etkinliginin %94, 64 ve 79, enzimatik temizleme
isleminin  etkinliginin ise %96, 70 ve 87
araliklarinda oldugu saptanmustir. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak, her bir bolge icin en az etkin
temizlemenin su ile calkalama, en etkin
temizlemenin ise enzimatik temizleme olacagt
belirlenmistir. Dolayisiyla FTIR ile elde edilen bu
sonugclarin, Cizelge 1’de verilen temizleme sonrast

belirlenen kalintt miktarlart ile de uyumlu
oldugunu  gostermektedir.  Ayrica,  birikim

saglanan yiizeyde saptanan en yliksek alana sahip
bélgenin amit II1 (1398 cm™) bélgesi oldugu ve
bu fonksiyonel grup kaynakli  kalintinin
uzaklastirilmasinin daha giic oldugu s6ylenebilir.

Cizelge 2. Paslanmaz celik kuponlara ait spesifik bolgelerde meydana gelen spektral bantlarin alanlari
Table 2. The area of spectral band taken from specific sections of stainless steel conpons

Bantlarin ortalama alanlar Temizleme etkinligi*
Average area of each band Cleaning efficiency*
Suile Alkali Enzimatik
Dalga boyu . .

N calkalama  temizleme temizleme
(cm™) tkinligi tkinligi tkinligi
Wavenumber ~ SPK-1 SPK-2 SPK-3 SPK-4 ¢ (32) g (32) g (32) &l

-1
(ent”) MPC-1 MPC-2 MPC-3 MPC4 Eficiensy  Efficieny of  Efficiency of
of rinsing alkaline engymatic
with water cleaning cleaning
874 3.9240.10 2.9310.08 0.81%0.01 0.48%0.01 26%0.02 79£0.02 87£0.08
1398 72.331£0.20  61.02£0.10  25.87%0.09  22.76+0.08  15%0.01 64+0.03 70£0.09
1654 2.0840.05 0.78%0.01 0.1240.01 0.08%0.02 62+0.05 94+0.07 96+0.011

*Temizleme etkinligi, (A-B/A)*100 formiili ile hesaplanmigtit. Formiilde A, birikmis kuponun bant alanini (SPK-1), B,
temizleme islemi yapilmis kuponun bant alanin1 (SPK-2, SPK-3 veya SPK-4) ifade etmektedir.
*Cleaning efficiency calenlated according fo the formulation: (A-B/A)*100. A indicated the area of fouled coupon (MPC-1), B: indicated

the are of cleaned compon (MPC-2, MPC3,MPC-4).



Sut protein konsantresinin paslanmaz gelik ylizeylerdeki birikimi

Paslanmaz ¢elik yiizeylerin spektrumunda bazi
benzer titresimler gbzlemlenmesi sebebiyle, cok
degiskenli analiz teknigi kullanilarak Grnekler
arasindaki  farkliliklarin  ortaya  koyulmast
saglanmustir. Bu amacgla, ilk olarak SIMCA analizi
icin, spektrumlar, normallestirme, yumusatma ve
2. tirev (Savitzky-Golay ikinci dereceden bir 35-
nokta polinom filtre) kullanidarak islenmistir.
SIMCA ¢ boyutlu siuf projeksiyonu Sekil 4'de
gosterilmistir. Sekil 4’de farklt renkteki her bir
sinif farklt bir kuponu temsil etmektedir. SIMCA

Yeni kupon
New

SPK-3

MPC-3

ti¢ boyutlu smnif projeksiyonunda, birbirine benzer
Ozellige sahip siniflar daha yakin ve aynt grupta,
farkli olan smuflar ise birbirinden uzak
gorilmektedir. Bu durumda, birikim saglanmis
kupon ile su ile calkalama yapilmis kupon
birbirine yakin siniflarda iken, alkali ve enzimatik
temizleme islemleri uygulanmis stnuflar birbirine
daha yakin bulunmustur. Yeni kupon sinifina ise
en yakin sinif enzimatik temizleme uygulanmig
sintf oldugu belirlenmistir (Sekil 4).

Sekil 4. Paslanmaz celik kuponlarin SIMCA ti¢ boyutlu sinif projeksiyonu
Figure 4. SIMCA 3-d class projection of stainless steel coupon
SPK-1 (mavi): Siit protein konsantresi ile birikim sonrast paslanmaz ¢elik kupon, SPK-2 (kirmizi): Su ile ¢alkalama
sonrast paslanmaz celik kupon, SPK-3 (turuncu): Alkali temizleme uygulanmis paslanmaz celik kupon, SPK-4
(bordo): Enzimatik temizleme uygulanmis paslanmaz celik kupon, Yeni (yesil): Birikim uygulanmamis bos

paslanmaz celik kupon.

MPC-1 (blue): Stainless steel compon after fonling with milk protein concentrate, MPC-2 (red): Stainless steel coupon after rinsing
with water, MPC -3 (orange): Stainless steel conpon after alkaline cleaning, MPC -4 (claret red): Stainless steel conpon after engymatic

cleaning. New (green): Unfouled stainless steel conpon.

Ayrica, stnuflar arast mesafeler (ICD) gére de bir
ayrim yaptmistir (Cizelge 3). Sinuflar arasi mesafe
(ICD), her bir sinifin merkezinden Oklid mesafesi
olarak bilinen birimsiz bir parametredir ve siniflar
arasindaki  kimyasal ~kompozisyon farkiyla
dogrusal olarak iliskilidir. Tki sinif arasindaki bu
degerin 3 veya 3’ten yitksek olmast, bu iki sinifin
birbirinden  6nemli  Slcide  farkli  oldugu
gostermektedir (Vladisavljevic” vd., 20006). Bu
durumda, birikim uygulanmis smuf ile su ile
calkalanmig sinif birbirine benzer
sayilabilmektedir. Yeni kupona en yakin sinifin ise
4.5 degeri ile enzimatik temizleme uygulanan

yizey oldugu gorilmektedir.  Sekil 5te ise
orneklerin dalga sayilarina karsilik alinan ayirma
glicleri gosterilmistir. Bu sekilde yer alan en
yliksek bantlarda siniflar arast ayirma daha cok
etkili bulunmustur. Dolayistyla, en ylksek ayirma
giicleri 1654, 1398 ve 874 cm! dalga sayilarinda
gorilmektedir. Bu sonuglardan yola cikilarak,
SIMCA analizi ile kombine kullanilabilecek FTIR
spektroskopisinin  paslanmaz ¢elik  yiizeylerin
sintflandirilmasinda ve temizleme etkinliginin
degerlendirilebilmesinde kullanilabilecegi
belitlenmistit.

11
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Cizelge 3. Paslanmaz celik kuponlarin SIMCA siniflar arast mesafe degerleri
Table 3. SIMCA Interclass distances of stainless steel conpons

Yeni (bos) SPK-1 SPK-2 SPK-3 SPK-4
kupon MPC-1 MPC-2 MPC-3 MPC4
New

Yeni (bos) 0.0 11.3 9.7 52 4.5
kupon
New
SPK-1 11.3 0.0 2.3 41 4.8
MPC-1
SPK-2 9.7 2.3 0.0 3.8 3.5
MPC-2
SPK-3 52 4.1 3.8 0.0 2.6
MPC-3
SPK-4 4.5 4.8 3.5 2.6 0.0
MPC4

SPK-1: Siit protein konsantresi ile birikim sonrast paslanmaz celik kupon, SPK-2: Su ile calkalama sonrast
paslanmaz celik kupon, SPK-3: Alkali temizleme uygulanmis paslanmaz ¢elik kupon, SPK-4: Enzimatik temizleme
uygulanmis paslanmaz celik kupon, Yeni: Birikim uygulanmamis bos paslanmaz ¢elik kupon.

MPC-1: Stainless steel conpon after fouling with milk protein concentrate, MPC-2: Stainless steel compon after rinsing with water,
MPC -3: Stainless steel coupon after alkaline cleaning, MPC -4: Stainless steel conpon after engymatic cleaning, New: Unfouled
stainless steel conpon.

Ayrim glicu
Discriminating power

gruplandirilmasinda dalga sayilarina karsilik

Figure 5. Dicriminating power versus wavenumbers of

1398

1654

|
,\,'di. 4,L1L.‘ lw,\",,. J

874

Dalga boyu (cm™)
Wavenumber (cm™)
Sekil 5. Paslanmaz celik kuponlarin

alinan ayrim giici grafigi

Stainless steel conpons

SONUC

Bu ¢alismada, st protein  konsantresi
birikimlerine farkli sicaklik uygulamalari ve
kalsiyum ilavesinin etkilerinin degerlendirilmesi
amaclanmistir.  Ayrica, olusan  birikimlerin
uzaklastirilmast icin su ile calkalama, alkali ve
enzimatik temizleme soliisyonlarinin
etkinliklerinin degerlendirilmesi saglanmustir. Bu
amaglarla, hizli, basit ve givenilir yontemlerden
olan titresimsel spektrofotometrelerden biri FTIR
spektroskopisinin ¢ok degiskenli veri analizi ile
kombinasyonuna dayanarak farkli 6zelliklerdeki
paslanmaz celik ylizeylerin ayirt edilmesi tzerine
calistlmistir.  Mevecut  calismada, siit protein
konsantresine ilave edilen kalsiyumun ve
uygulanan sicakligin artmasinin birikim miktarin
arttirdigt  ve bu  birikimin  temizlenmesini
zorlastirdigr belirlenmistir. Hem birikim miktart
hem de FTIR ile analizi ile degerlendirme
yapildiginda, diger islemlere kiyasla enzimatik
temizleme isleminin temizleme etkinliginin daha
ylksek oldugu bulunmustur. FTIR
spektrsokopisinin ¢ok degiskenli analiz teknikleri
ile  kullantmimin  stit  protein  konsantresi
birikiminin  olustufu  ve/veya  temizlenmis
paslanmaz celik yuzeylerin ayrimlarinda kullanim
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potansiyeli  olabilecek  bir  teknik  oldugu
belirlenmistit. ~ Bundan  sonra  yapilacak
calismalarda, paslanmaz celik ylizeylerde farkl siit
kaynakli birikimlerin olusturulmasi ile FTIR-ATR
teknigi ile farklt spektroskopik ve mikroskopik
tekniklerin  kiyaslamalari  tizerine ¢alismalarin
gerceklestirilmesi 6nerilmektedir.

CIKAR CATISMASI
Yazarin makale ile ilgili herhangi bir kisi veya
kurum ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZARLARIN KATKISI

Makalede, c¢alisma planinin  hazirlanmast  ve
yuritiilmest, denemeler ve analizlerin
gerceklestirilmesi, sonuglarin degerlendirilmesi ve
yazimi  Miige Urgu  Oztirk  tarafindan
saglanmistir.
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oz

Son yillarda Bacillus bakteri spotlarina olan ilgi, probiyotik 6zellikleri nedeniyle hizla artmustir. Bu calismada
A. dlansii spotlari kullaniarak probiyotik 6zellikte kek Gretimi amaglanmustir. Finnlama islemi normal
sartlarda, mikrodalga ve buhar destekli olarak uygulanmustir. Uretilen keklerin probiyotik spor canlilit
pisirme sonunda, in vitro sindirim sartlarinda ve depolama sirasinda takip edilmistir. Kek 6rneklerinin
pisitme sonrasinda probiyotik spor iceriginin 5.74-5.88 log kob/g araliginda oldugu ve canliligin yaklastk
%79 oraninda korundugu tespit edilmistir. Mide ve bagirsak sindirimi sonucunda kek érneklerinin A. clausii
sayisinin sirastyla 5.89-6.06 log kob/g ve 6.06-6.27 log kob/g seviyesinde oldugu tespit edilmis ve probiyotik
spotlarin gastrointestinal sartlara karst oldukga direng gosterdigi belirlenmistir. Yapilan depolama testleri
sonucunda ise bakteriyel sporlarin depolama sirasinda da oldukea stabil halde kaldiklari ve baslangic
seviyelerini koruduklar belirflenmistir. Buzdolabt sicakliginda depolanan 6rneklerde daha ytiksek bakteriyel
spor canliligs tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Baci/lus, spor, probiyotik, kek

CAKE PRODUCTION WITH PROBIOTIC Alkalihalobacillus clausii SPORES

ABSTRACT

In recent years, interest in Baci//us spores has increased due to their probiotic properties. This study,
it was aimed to produce probiotic cakes by using A. clausii spores. In the baking process; under
normal conditions, microwave and steam-assisted baking were applied. The probiotic spore viability
was researched after baking, in vitro digestion test, and storage. It was determined that the probiotic
spore content of the cake samples after baking was in the range of 5.74-5.88 log cfu/g and the spores
preserved their viability at a rate of 79%. As a result of the gastric and intestinal digestion, the number
of A. clausii in the cake samples was determined to be 5.89-6.06 log cfu/g and 6.06-6.27 log cfu/g,
respectively. As can be seen from these results, the probiotic spores showed high resistance to
gastrointestinal conditions and almost preserved viability before the test. Additionally, it was
determined that the bacterial spores remained quite stable during storage and kept the initial level.
The viability of bacterial spores stored at room temperature was higher than that stored at room
temperature.
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GIRIS
Probiyotik mikroorganizmalar saglhiga faydali
etkileri nedeniyle uzun stiredir fonksiyonel trtin
gelistirme calismalarinin ilgi odagt haline gelmistir.
Probiyotik mikroorganizmalar, Gida ve Tarim
Orgiiti'ne (FAO) gore yeterli miktarda canlt
olarak viicuda alindiginda saglhgt koruyucu ve
gelistirici bazt etkiler g&steren mikroorganizmalar
olarak adlandirilmaktadir. Bilingli gida tiiketicileri,
antibiyotik kullanimini sinirlandiran, daha az islem
gbrmis, givenli ve ucuz alternatif gida arayist
icerisindedir. Bu anlamda probiyotik
mikroorganizmalar, bu amacla uzun yillardir
kullandan gtivenli bir yéntem olmast nedeniyle
6ne ctkmaktadir.  Probiyotik pazari,
tiketicilerin  saglikli yasam bilincinin artmasi,
sindirim bozukluklari ve metabolik bozukluklarin
beslenme sattlarinin  diizenlenmesi ile kontrol
altina alinabileceginin anlagilmasi gibi nedenlerle
hizla biyumektedir. Bu pazarin 2023 yilina kadar
%7 oraninda genisleyecegi ve pazar payinin

arun

yaklastk ~ 39.2  milyar  dolara  ulasacag
ongoriilmektedir. Uriin gelistirme calismalarinda
kullanilan probiyotikler; Lactobacillus,

Bifidobacterium, maya, spor olusturan bakteriler ve
digerleri olmak tizere bes sinifa ayrilmaktadir.
Ancak bu siniflarin arasinda spor olusturan
Bacillus titleri, global nutrasotik pazarinda 6nemli
yer tutmaktadir. Bunun en biyiik nedeni ise spor
olusturma yeteneginin sagladigt Ustlin
dayanikliliktan ileri gelmektedir. Proses sirasinda
stabilizasyonun yliksek olmast Bacillus sporlarint
yeni  fonksiyonel gida  formtlasyonlarinin
gelistirilmesi icin iyi bir aday haline getirmistir
(Elshaghabee vd., 2017).

B. clausii, gram porzitif, spor olusturabilen ve
fakiltatif alkalifilik, cubuk sekilli bir bakteridir. Bu
bakterinin  karakteristik Ozellikleri igerisinde;
katalaz ve oksidaz tretebilme, jelatin ve nigasta
polimerini hidrolize edebilme, nitrat indirgeme,
30-50°C arasindaki sicakliklarda gelisebilme ve
%10 seviyesine kadar NaCl konsantrasyonunu
tolere edebilme sayilabilmektedir. Spor olusturma
yetenegi, bu bakterilere essiz bir dayanim
kazandirmaktadir. Olusan bu spor formlar, gastrik
sistemin zotrlu ve ylksek asitli ortaminda
korunarak intestinal sisteme kadar ulasabilmekte
ve probiyotik etkilerini = gOsterebilmektedir

(Sanders vd., 2003; Mingmongkolchai ve
Panbangred, 2017).

A.  dausii  probiyotik  bakterisinin  Ustiin
fonksiyonel ~ 6zellikleri,  spor  olusturma

yeteneginden kaynaklanmaktadir. Probiyotik etki
ozellikle vejetatif hiicrelerde gérilmekle birlikte
bazi kaynaklarda sporlarin da bu tir fonksiyonel
etkiler gosterebildigi bildirilmektedir (Spinosa vd.,
2000). Ancak spor formlar midenin disik
asitliginden ~ ve  sindirim  enzimlerinden
etkilenmediginden kolayca asil etki bélgesi olan
kolona ulasmakta ve burada vejetatif forma
dontiserek  probiyotik etki gOstermektedirler.
Sindirim sisteminin ckstrem sartlarina  karst
vejetatif hiicrelerin dayaniksiz, spor formlarin ise
oldukea dayanikli oldugu bildirilmektedir. Yapilan
bir ¢alismada  Bacillus  sporlarimin pH 2.5
ortaminda 6 saat kalabildigi ve %00.3’e kadar safra
tuzunu tolere edebildigi belirtilmistir. Bir¢ok
calisma, Bacilllus spotlarinin intestinal sistemde
vejetatif  forma  doéntserek  faydali  etkiler
(antimikrobiyel, patojenlere karst besin rekabet,
bagisiklik diizenleyici, kisa zincitli yag asidi, K ve
B grubu vitamin dretimi) gosterdigini rapor
etmektedir (Hong vd., 2005; Elshaghabee vd.,
2017; Mingmongkolchai ve Panbangred, 2017).
Ayrica  spor  formlar  yiksek  sicakliklara
dayanabildiklerinden 1s1l islem prosesi ile tretilen
gida  formilasyonlarinda da  etkilenmeden
canliliklarini koruyabilecekleri diigiiniilmektedir.

Guvenli olmalart ve uzun stredir kullanimlar
Bacillus  spotlarini fonksiyonel gida gelistirme
calismalarinda iyi bir probiyotik mikroorganizma
adayt haline getirmistir. Probiyotik etkileri gesitli
calismalarla  tespit edilmis olan, insan ve
hayvanlarin tiketiminde kullanilan Bacillus turleri
B. cereus, B. clausii, B. subtilis, B. coagulans, B.
licheniformis ~ve B pumilus olup A. clausii tird,
diyarenin tedavisinde halihazirda kullanidan bir
preparat olarak etkili bir yéntem olmast ile 6n
plana ¢citkmaktadir (Sanders vd., 2003; Patrone vd.,
2016; Mingmongkolchai ve Panbangred, 2017).
Yapilan bir calismada A. dausii hiicrelerinin
kolayca Caco-2 htcrelerine tutunarak, Clostridinm
difficile  toksinlerini inaktive ettigi bildirilmistir
(Elshaghabee vd., 2017). Yayinlanan bir 7z vive
calismada ise B. ¢lausi?nin sindirim mikroflorasini
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tyilestirdigi ve bagisiklik sistemini dizenleyen
CD4+T hiicrelerinin sentezini arttirdift rapor
edilmistir (Hong vd., 2005). Tm bunlara ilaveten,
A. ¢lansii hiicrelerinin kloramfenikol ve tetrasiklin
antibiyotiklerine  direncli  olmast  nedeniyle
antibiyotik tedavisi ile bitlikte kullanilmast da ¢ok
buyik bir avantaj saglamaktadir (Elshaghabee vd.,
2017). Diger yuritilen in vivo ve in vitro
calismalar da A. clausii hiicrelerinin probiyotik
Ozelliklerini  desteklemektedir (Muscettola vd.,
1991, 1992; Kosak vd., 1998; Di Caro vd., 2005).

Her ne kadar probiyotik etkileri ile Bacillus turleri
ilgi odagt olsa da baz titlerinin (B. cerens, B.

wethenstephanesis, B.  anthractis, B.  thuringiensis)
patojen  suphesi, negatif bir algt ortaya
cikarmaktadir. Halbuki in vivo c¢alismalarda

patojen bu tirler disindaki Baeillus titlerinin
herhangi bir toksik etkisi tespit edilmemistir
(Sanders vd., 2003). Patojen olmayan Bacillus
tirleri, cok uzun yillardir gida tiretiminde GRAS
nitelikteki bircok ekstraseliller enzimin (amilaz,
glukoamilaz, proteaz, pektinaz) dretiminde
kullanilmaktadir. Enzim Gretimi disinda Baci/us
turleri; vitamin, karotenoid, antibiyotik ve
antimikrobiyal (subtilin ve koagulin) maddeler
gibi iyi bilinen ikincil metabolitleri de
tretmektedirler.  Giiniimiizde  antibakteriyel
maddelerin  neredeyse yarist  Bacillus  turleri
tarafindan dretilmektedir (Sanders vd., 2003;
Bernardeau vd., 2017; Elshaghabee vd., 2017).
Tim bunlara ilaveten Bacillus turleri soya,
keciboynuzu, misir ve piring gibi hammaddelerin
kullanddigi geleneksel fermantasyonda sik¢a rol
alirlar.  Bacillus  fermentasyonu ile dretilen
geleneksel gidalardan en bilineni ise Japonya’da
yaygin olarak tiiketilen Natto isimli fermente bir
gidadir (Sanders vd., 2003; Elshaghabee vd.,
2017).

Bu ¢alismada A. cansii probiyotik sporlarinin kek
tretiminde  kullanilmasi,  farkli  pisirme
tekniklerinin spor canliligi tzerine etkilerinin
arastirtlmast ve Uretilen keklerin in vitro sindirim
sartlarinda ve depolama sirasinda probiyotik
Ozelliklerindeki  degisimlerin  tespit  edilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal
Calismada  kullanilan  iyi  kalitede  kek

hammaddeleri (un, kristal seker, sivi yag, yumurta,
kabartma tozu ve vanilya) yerel marketlerden
temin edilmistir. Arastirmada probiyotik olarak
Enterogermina® ticari preparatinin  icerdigi
Alkalibalobacillus clansii spotlart kullantlmustir (108

kob/mL). In vitro sinditim calismalarinda
kullantlan ~ sindirim  enzimleri ~ Sigma-Aldrich
(Almanya)  firmasindan  satn  alinmugtir.

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan kimyasal
malzemeler ise Merck (Almanya) firmasindan
temin edilmistit.

Kek Uretimi

Kek miksinin hazirlanmasinda Arslan-Tontul, vd.
(2019) tarafindan tarif edilen formiilasyon
kullanilmistir. Bu amagla 150 g un, 150 g kristal
toz seker, 150 g biitiin yumurta, 150 g siv1 yag, 1.5
g kabartma tozu ve 1.5 g vanilya tartidmis ve
koépik hamur kivamina gelene kadar mikser
yardimt ile ¢irpilmustir.  Kek miksinden 150 g
tartilarak icerisine 107 kob/g olacak sekilde hazir
sispansiyon halindeki A. dausii sporu ilave
edilerek kisa siireli karistirma uygulanmustir. Spor
ilave edilen kek miksleri, kaliplara 30 g agithiginda
tartilmis ve normal sicak hava, mikrodalga destekli
sicak hava ve buhar destekli sicak hava sartlarinda
pisirilmigtir. Pisirme sartlar;; normal tretim icin
180°C’de 17 dk, kombine mikrodalga uygulamast
icin 180°C, 90 W ve 13 dk ve buhar uygulamast
icin ise 180°C, diistik diizeyde buhar ve 19 dk siire
boyunca uygulanmistir. Pisirme sonrasinda
Olciilen kek i¢ sicakliklart normal, mikrodalga ve
buhar uygulamasi igin sirasiyla 87.8°C, 81.1°C ve
80.6°C olarak belirflenmistir. Pisitme sonrasinda
kek Ornekleri sogutularak, biitin halde bireysel
kiliti ~ polietilen  posetlere  koyulmus ve
depolanmustir. Depolama islemi oda sicakliginda
5 giin ve buzdolab: sicakhiginda ise 15 giin olarak
yuratilmustir.

A. clausii sayim

Kek 6rnekleri 6gutiildikten sonra 10 g tartilarak
90 mL steril ringer ¢Ozeltisi igerisinde homojenize
edilmistir. Bu stspansiyon ilk diliisyon olarak
kabul edilerek ileri dilisyonlarin hazirlanmasinda
kullantlmigtir.  Uygun  diliisyonlardan  6rnek
alinarak yayma plak yontemine gore Mueller
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Hinton Agar besiyerine ekimi yapilmustir. Petriler
45°C’de 72 saat inkiibasyona birakildiktan sonta
saytlmistir (Patrone vd., 2016; Urdaci vd., 2004).
A. dansii canlilk degeri ise pisitme Oncesi
hamurda tespit edilen vejetatif-spor hicre
sayistnin pisirme sonrasinda tespit edilen sayiya
oranlanmast sonrasinda % olarak hesaplanmistr.

In vitro sindirim testi

A. tlansii spotlatinin in vitro sindirim sisteminde
ugradign  degisimler Brodkorb vd., (2019)
tarafindan tarif edilen INFOGEST protokoliine
gore gerceklestirilmistir. In vitro oral faz ¢ozeltisi,
1.5 mM CaCl; ve 75 U/mL amilaz kullanilarak
hazirlanmis ve ¢6zeltinin son pH degeri 7’ye
ayarlanmustir. 2 g kek 6rnegi ve 2 mL oral faz
¢Ozeltisi bir sise icetisinde karistirilmis ve 37 °C’de
2 dk siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra 1 mL 6rnekleme yapilmistir. In vitro mide
¢ozeltisinin hazirlanmasinda 0.15 mM CaClz, 2000
U/mL pepsin ve 60 U/mL lipaz kullanilmis ve
¢ozelti pH degeri 0.1 N HCl ile 3’e ayarlanmustr.
3 g kek-oral faz karisimi Uzerine 3 mL gastrik
¢ozelti ilave edilmis ve 37°C’de 2 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Siite sonunda 1 ml. 6rnekleme
yapilmistir.  In  vitrto bagirsak  ¢6zeltisinin
hazirlanmasinda ise, 10 mM safra tuzu, 0.6 mM
CaCl; ve 100 U/mL pankreatin kullanilmig ve
cozeltt pH degeri 0.1 N NaOH ie T7ye
ayarlanmustir. 5 g kek-gastrik faz karisimi Gizerine
5 mL bagirsak ¢ozeltisi ilave edilmis ve 37 °C’de 2
saat inkiibasyona birakidmustir. Stre sonunda 1
ml 6rnekleme yapilmistir. Simile sindirim testi
sirasinda alinan Orneklerde A, dausii sayimi
yapilmustir.

pH ve Titrasyon Asitligi

Pisirme sonrasinda 6gutilen kek 6rneklerinin pH
degeri, 6rnegin 20 kat saf su ile homojenize
edilmesinden sonra pH metre kullanilarak tespit
edilmistir. Titrasyon asitligi degeri ise pH Sl¢imi
icin homojenize edilen 6rneklerin fenolfitalein
indikatérinde, 0.1 N NaOH c¢6zeltisi  ile
titrasyonu sonucunda laktik asitin esdegerligi
kullanilarak % olarak Dbelitlenmistir (AACC,
1999).

Istatistiksel Analizler
Kek tretimi iki tekerriitlii, analizler ise paralelli
olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen verilere

varyans analizi ve 6nemli bulunan faktotlere
Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmistir.

Tum istatistik hesaplamalar SAS  istatistik
programi ile gerceklestirilmis olup degerler
ortalama  *  standart  sapma  seklinde
dizenlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Kek Orneklerinin A. clausii Sayisi ve Pigirme
Sonras1 Canlihk Degerleri

Firincilik  drlnlerinin+ probiyotik  6zellikte
tretilememelerinin  6nindeki en biyik engel,
pisirme sirasinda uygulanan yiiksek sicakliktir.
Cogu probiyotik mikroorganizma (Lactobacillus ve
Bifidobacterium) pisirme sicakliklarinda inaktive
olmaktadir. Bu tir driinler ancak probiyotiklerin
Ozel teknikler ile hazirlanan siispansiyonlarinin
pisirme sonrast Urliniin ylzeyine puskiirtilmesi
veya farkll teknikler ile mikrokapstl haline
getirildikten sonra formiilasyona ilave edilmeleri
ile dretilebilmektedir. Bu gereklilik ekstra bir
maliyet getirmekle birlikte endustriyel 6lcekte
uygulamaya  uygun  olmamaktadir.  Ancak
bakteriyel sporlar 1sitma, kurutma, dondurma,
toksik kimyasallar ve isinlamaya karst oldukca
dayaniklidir. Sporlarin bu stabil 6zellikleri onlart
1s1l islem uygulanan prosesler icin ilgi ¢ekici hale
getirmektedir. Bakteriyel —sporlarin  firincilik
driinlerinde kullanimlarinin en 6nemli avantajt
herhangi ekstra bir teknik gerektirmeden dstiin
stabilizasyon Ozelliklerine sahip olmalari ve daha
digik maliyette dogal bir koruma imkam
saglamalaridir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada A. clausii probiyotik
sporlarinin kek tdretiminde kullanim imkanlar
arastirdmistir.  Cizelge 1’de  sunuldugu  tzere
pisirme sonrasinda gergeklestirilen sayimlara gore
pisirme yonteminin kek 6rneklerinin 4. clausii
sayisinda ve canlilifinda istatistiksel olarak 6nemli
bir etkisinin olmadig tespit edilmistir (p>0.05).
Kek 6rneklerinin pisirme sonrasinda probiyotik
spor icerigi 5.74-5.88 log kob/g araliginda tespit
edilmistir. Her ne kadar uretilen keklerde
probiyotik spor sayist, limit olarak kabul edilen 106
kob/g degerinin altinda kalsa da canlilik oranlari
g6z 6niinde bulunduruldugunda %79’dan fazla
sporun pisirme strasinda canliligini  korudugu
tespit edilmistir. Kek miksi icerisine ilave edilen
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baslangi¢ spor sayisinin yiiksek tutulmast ile limit
probiyotik mikroorganizma degerinin
saglanabilecegi degerlendirilmistir. TUm bunlara
flaveten  Lactobacillus  ve  Bifidobacterinm  cinsi
probiyotik suglarin firin sicakliginda canliliklarint

tamamen kaybettigi bilinmektedir (Arslan-Tontul
vd., 2019). Bu nedenle A. dansii spotlarinin
probiyotik 6zellikte kek tiretimi igin iyi bir yontem
oldugu sonucuna varilmgtir.

Cizelge 1. Kek 6rneklerinin pisirme sonrast A. clausii sayist ve canliligt
Table 1. A. clausii count and viability after baking of cake samples

Pisirme A. clansii kob/g Canlilik (%)
Baking type A. clansii cfu/g Viability (%)
+ a
Notmal s+ 013 80.26 * 1.75
Control
: n X
M1.krodalga . 5.88 + 0.02 81.77 £ 0.33
Microwave assisted
=+ a
Buhar 574 + 0,040 79.81 = 0.60

Steam assited

Bacillus sporlarimin fonksiyonel gida  gelistirme
calismalarinda kullanimut ile ilgili her gecen giin
yeni arastirmalar ortaya konulmaktadir. Ancak kek
gibi firincihk Griinlerinde  kullanimi  ile  ilgili
oldukca kisith calisma tespit edilebilmistir.
Yapilan bir ¢alismada farklt firncilik Grinlerinin
Uretimi sirasinda pisirme sartlarinin - Bacilus
coagnlans  spotlarinin  canhihgr tzerine etkileri
arastirilmistir.  Probiyotik sporlar %5 oraninda
formiilasyona ilave edilerek 8 farkli tiriin Gretimi
(kurabiye, kek, ekmek ve tost) gerceklestirilmistir.
B. coagnlans sayilari incelendiginde ise canliligin
pisitme isleminden olumsuz etkilendigi tespit
edilmistir. Kasimpati kurabiyeleri, yumurtali pasta
kekleri, pandispanya, sodali kurabiyeler ve
tostlartn B. coagulans sayist ve canlilift depolama
stiresi boyunca hem buzdolabt sicakliginda hem
de oda sicakliginda azalmistir (Jao vd., 2011).
Almada-Erix vd. (2022) beyaz ekmek ve tam
bugday ckmegi Uretiminde B.  coagulans
kullanilabilirligini  arastrmuglardir.  Calismada
hamur yogurma ve fermantasyon proseslerinin
probiyotik spor canliligint etkilemedigi, ancak
pisirme isleminin yaklagtk 2 logaritmik birimlik
azalisa neden oldugu bildirilmistir. Calismada
pisirme sonrast ekmeklerin B. cwagulans sayisinin 5
log kob/g seviyesinde oldugu belirlenmistir.
Soares vd. (2019) iki farklt B. coagulans susunun
farkli gida trtinlerinin Giretim prosesinde kullanimi
ve canhlik takibini yaptiklart calismalarinda
ekmegin pisirilmesi sonrasinda farklt suslar icin

spor canliligini 7.4 ve 6.0 log kob/g olarak rapor
etmislerdir.

Kek orneklerinin  igerdigi A. clausii
Sporlarinin In Vitro Sindirim Direnci

Kek 6rneklerinin A. cansii sayisi izerinde pisirme
tekniginin bir etkisinin olmadigi tespit edilmis
olmakla birlikte temel farkldik in vitro sindirim
testi sirasinda gorilmistir (Sekil 1). Mide
sindirimi sonucunda kek 6rneklerinin A. clansii
sayisinin 5.89-6.06 log kob/g seviyesinde oldugu
tespit edilmigtir. 2 saatlik mide testi sonunda
mikrodalga destekli pisirme ortaminin bakteriyel
sporlarin direncini kismen arttirdigt belirlenmistir.
Tim bunlara ilaveten Uretim sonrasinda elde
edilen spor canlilifinin in vitro mide ortaminda
buytk oranda korundugu ve A. clausii spotlarinin
kek formilasyonu icerisinde mide sartlarina
oldukea direngli oldugu tespit edilmistir.

In vitro bagirsak testi sonuglarina gbre 2 saatlik
test sonucunda A. dausii sayisinin 6.06-6.27 log
kob/g aralifinda oldugu tespit edilmistir. Test
sonucunda pisirme yontem farkliliginin bakteriyel
sporlarin canliligini etkiledigi ve normal pisirmeye
kiyasla mikrodalga ve buhar destekli pisirme
yonteminin A, causii - sporlariun - direncini
artturdigt tespit edilmistit. Tim bunlara ilaveten
kek orneklerinin .A. clausii spor sayisinin bagirsak
simtlasyonunda artis gésterdigi belirlenmistir. Bu
durumum temel nedeninin ise spor formlarin
vejetatif  hale  geg¢mesinden  kaynaklandig
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dustintlmistir. Calismada gerceklestirilen in vitro
testler, kek formiilasyonunun probiyotik spotlatin
tasinmasi i¢in iyi bir ara¢ oldugu ve kek icerisinde
bulunan A. clansii sporlarimin  gastrointestinal

sistemde  canliliklarint  kaybetmeyip — aksine
vejetatif  forma  gecerek  coZalabildiklerini
gOstermesi agisindan 6nemlidir.
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Mikrodalga destekli

Bagirsak ortami

m Buhar destekli

Sekil 1. Kek icerisine ilave edilmis 4. cdansiz sporlarinin in vitro sindirim testi sirasinda canliliklart
Figure 1. The viability of A. clausii spor added to the cake samples during in vitro digestion test

Bacillus  spotlarinin  sindirim  sartlarina  karst
dayanikli oldugu cesitli caligmalar ile ortaya
konulmustur. Ancak farkli gida formilasyonlart
icerisine ilave edilmis sporlarin gastrointestinal
sistemdeki davraniglarini inceleyen smnurlt sayida
arastirma  bulunmaktadir. Pabon vd. (2022)
probiyotik ekstriidde ¢erez Uretimini amagladiklar
calismalarinda B. coagulans probiyotik sporlarint
kullanmislar ve ¢erezlerde 6.74 log kob/g canlilik
sayisi rapor etmislerdir. Cerez formiilasyonlarinin
in vitro sindirim sartlarinda B. coagulans spotlarinin
canliliklart Gizerine etkileri arastirilmis ve 6 saatlik
test stiresi sonunda %70 oraninda canlilik seviyesi
bildirmislerdir. Soares vd. (2019) peynir, meyve
suyu ve ckmek gibi farkli gida matrislerinin B.
coagnlans  igin tastyicilik potansiyellerini
aragtirmustir.  Calismada  in vitro  sindirim
sartlarinda bu gida formiilasyonlarinin probiyotik
sporlarin canliliklart Gzerine etkileri aragtirilmus,
peynir ve ekmegin sindirim sartlarinda %91’in
tzerinde canlili@  koruduklart  belitlenmistir.
Marcial-Coba vd. (2019) meyve ve kuruyemis
batlarinin  Uretiminde B. coagulans probiyotik
sporlarint  kullanmis ve bu gidalan in vitro
sindirim testlerine tabi tutarak canliliklarini takip
ctmistir. Arastirmada bar 6rnekleri igerisindeki
probiyotik sporlarin test sirasinda yalnizca 0.02

logaritmik birimlik azalis gosterdigi ve buyik
oranda korundugu tespit edilmistir.
Kek oOrneklerinin igerdigi A. clausii
Sporlarinin Depolama Direnci

Farkli sicakliklarda yiriitilen depolama sirasinda
kek oOrneklerinin icerdigi A. cansii sporlarinin
canlilk degetlerinin olduk¢a 6nemli oranda
korundugu tespit edilmistir (Sekil 2). Buzdolab: ve
oda sicakliginda depolama sirasinda tespit edilen
A. clansii sayist sirast ile 5.87-6.30 log kob/g ve
5.55-5.73 log kob/g araliginda olup pisirme
tekniginin depolama stabilitesi Uzerinde istatistiki
olarak Onemli bir etkisinin olmadigt (p>0.05)
belitlenmistir. Deskriptif olarak ise normal
sartlarda  firnlanan  kek  Orneklerinin - spor
canliiginin  diger teknikler ile dretilen kek
orneklerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Ayrica  buzdolabt  ortaminda  gergeklestirilen
depolamanin  kismen daha etkin oldugu
belirlenmistit.

Probiyotik sporlarin farklt depolama kosullarinda
oldukea stabil kalabildikleri daha 6nce yiriittlen
calismalarda da ortaya konulmustur. Yapilan bir
calismada farkli formiilasyona sahip gidalarin
uretiminde B. coagulans MTCC 5856 kullanilarak
bu drinlere fonksiyonellik  kazandirilmas:
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amaclanmistir. Bu amacla kahve, sekerleme, fistik
ezmesi, ¢ilek regeli, bitkisel yag, elma suyu ve seker
surubu icerisine Uretim sonrasinda probiyotik
spotlar karistirlarak canliliklart takip edilmistir.
Sonug olarak cikolatali sekerleme, sicak seketleme
soslari, fistik ezmesi, ¢ilek receli ve bitkisel yag
orneklerinde spor canliliginin 12 ay sonunda %95
seviyesinde oldugu tespit edilmistir. Ayrica
buzdolabinda 6 aya kadar depolanan elma
suyunda ve oda sicakliginda 24 aya kadar
depolanan konsantre glikoz surubunda da B.
coagnlans sporlarinin stabil kalabildigi belirlenmistir
(Majeed vd., 2016). Almada-Erix vd. (2022)
ekmek tretiminde B. cougulans sporlarini kullanmig

6,4 -

6,2 -
6
5,8 1 I
5,6 -
54 A
52 A
5 A T

B. clausii
log kob/g

ve 10 giinliik depolama stiresi sonunda bakteriyel
sporlarin vejetatif forma ge¢medigini ve stabil
kaldigini  rapor etmislerdir. Marcial-Coba vd.
(2019) B. coagulans BC4 igeren meyve ve
kuruyemis barlarini 25°C’de 45 giin siiresince
depolamis ve siire sonunda probiyotik sporlarin
%806 canlilik gbsterdigini tespit etmislerdir. Soares
vd. (2019) iki farkli B. cwagulans susunu ekmek
uretiminde kullanmis ve ekmek 6rneklerini oda
sicakhiginda 7 giin sire ile depolamiglardir.
Suslardan birisinde depolama sonucunda 0.1 log
birimlik azalis (B. coagulans MTCC 58506) tespit
edilitken digerinde ise 0.7 log birimlik artig (B.
coagulans GBI-306086) gézlenmistir.

l I

Buz dolabr sicakligt

® Normal

Mikrodalga destekli

Oda sicaklig1

m Buhar destekli

Sekil 2. Kek igerisine ilave edilmis A. clausii spotlarinin depolama sirasinda canhliklari
Figure 2. The viability of A. clausii spores added to the cake samples during storage

Kek orneklerinin pH ve titrasyon asitligi
degerleri

Pisirme yonteminin probiyotik kek Srneklerinin
pH wve titrasyon asitligi degerleri Uzerine
istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin olmadigt
tespit edilmistir (p>0.05). Orneklerin pH degeri
7.19-7.30 ve titrasyon asitligi degeri ise %00.49-
0.60 araliginda degisim gOstermistir. Pisirme
oncesinde kek miksi pH ve titrasyon asitligi degeri
ise 7.3 ve %0.63 olarak tespit edilmistir. Spor ilave
edilmemis kek miksinin pH ve asitlik degerlerinin
pisirme sonrast kek Orneklerinde tespit edilen
degetler ile ayni olmast, A. clausii hiicrelerinin kek
tretimi sirasinda fermentatif aktivite
gOstermedigini ifade etmektedir. Bacillus coagulans
igeren farkll firmeilik dGrtinlerinin gelistirilmesinin
amaglandigy bir ¢alismada probiyotik sporlar %05
oraninda formilasyona ilave edilerek 8 farklt tirtin
tiretimi gerceklestirilmistir. Uretim sonrast tiriinler

iki farklt sicaklikta depolanmis ve 6rneklerin pH,
titrasyon asitligi ve B. cagulans igerigi takip
edilmistir. Elde edilen sonuglara gére pisirme
isleminden sonra O6rneklerin pH degerinde bir
miktar artis, titrasyon asitligi degerinde ise bir
miktar azalts tespit edilmistirt. Bu degerlerin
depolama stresince de sabit kaldig1 gézlenmistir.
Bu durum finn drinlerindeki  besinlerin B.
coaugnlans tarafindan kullamlamadis ve ortamda
organik asit iretiminin gerceklesmedigini ortaya
koymaktadir (Jao vd., 2011).

SONUC

Bu arastirma ile A. clausii sporlart kullanilarak
probiyotik Ozellikte kek Uretiminin
gerceklestirilmesi  amaclanmugtir.  Yiriittlen
analizler sonucunda kekin pisirilmesi sirasinda 4.
clansii sporlarinin canliiginin yaklasik %79’dan
fazlasinin  korundugu belirlenmistir.  Pisirme
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yontemlerindeki farkliligin ise bakteriyel sporlarin
canliligt Gzerinde herhangi bir etkisinin olmadigt
tespit edilmistir. Yine yapilan in vitro sindirim
testlerinde kekin bakteriyel sporlarin
gastrointestinal sistemde tasinmast icin iyi bir ara¢
oldugu ve intestinal ortamda bir miktar sporun
vejetatif forma gegebildigi belirlenmistir. Kek
orneklerinin - depolanmast swrasinda A, clawsii
sporlarinin biiyiikk oranda stabil kaldigi ve kekin
depolanmasi i¢in oda sicakhigr sartlarnin da
uygulanabilecegi sonucuna varilmistir. Yapilan
aragtirmalar  sonucunda probiyotik  6zellikte
finncilik  Grdnlerinin - Gretiminde A clawsii
spotlarinin kullamilabilecegi ve endustriyel Gretim
hattinda ekstra bir altyap1 gerektirmeyerek mevcut
sartlara adapte edilebilecegi kanaatine varilmugtir.
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ABSTRACT

Black carrots and black carrot-derived products have gained great popularity in recent years due to their
significant content of health-promoting bioactive compounds. Therefore, this study focuses on the
production of vinegar from black carrot juice (BCJ) derived from black carrot juice concentrate (BCJC), to
attain a food product with nutritional added value. In this study, the effect of alcoholic fermentation by
Saccharomyces cerevisiae and acetic acid fermentation by four different vinegar starters (grape, apple, alcohol
vinegar, and the mixture of grape and apple vinegar) on some physicochemical properties (pH, total acidity,
total dry matter, reducing sugar, total phenolics, and antioxidant activity) of BC] was investigated. The results
obtained indicated that processing the BCJ into black carrot wine (BCW) led to an overall reduction of only
4% in total phenolic contents, and a further decrease of 21-32% in total phenolic content was observed in
black carrot vinegars (BCVs) due to the acetification process, on a weight-to-volume basis (mg/L). A similar
decreasing trend was also determined for the antioxidant activity throughout the vinegar production process.
Total phenolic content was not affected by inoculation with any of the seed vinegars since the difference
between the total phenolic contents with respect to the four different vinegar starters was statistically
insignificant (P > 0.05). In general, the BCW and BCVs (regardless of the type of inoculum) produced in
this study exhibited better bioactive properties compared to their commercial counterparts (C-BCW and C-
BCV). In conclusion, vinegar was successfully produced from black carrot by retaining a considerable
amount of its nutraceutical components.

Keywords: Black carrot, vinegar, total phenolic content, antioxidant activity
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KARA HAVUC SIRKESI URETIMI SIRASINDA FERMANTASYON
ISLEMLERININ FENOLIK iCERIGI VE ANTIOKSIDAN AKTIVITESI
UZERINE ETKIiSi

oz

Kara havug ve kara havug tiirevi tUriinler, saglik tizerine olumlu etkili biyoaktif bilesenleri icermeleri
nedeniyle, son yillarda buytk popilerlik kazanmistir. Bu nedenle, bu ¢alismada, besin degeri yitksek
bir gida tiritinii elde etmek amaciyla kara havug suyu konsantresinden (BCJC) elde edilen kara havug
suyunun (BCJ) sirke Uretiminde kullanilmasi tzerinde durulmustir. Bu calismada, Saccharomyces
cerevisiae le gerceklestirilen alkol fermantasyonunun ve dort farklt sirke starteri (iiztim, elma, alkol
sirkesi ve Uzim ve elma sirkesi karigimi) ile baslatilan asetik asit fermantasyonunun, kara havug
suyunun pH, toplam asitlik, kuru madde, indirgen seker, toplam fenolik madde, antioksidan aktivite
degeri gibi bazt fizikokimyasal &zellikleri Uzerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar
(agirlik /hacim bazinda (mg/L)), kara havug¢ suyunun (BCJ) kara havug sarabina (BCW) islenmesinin
toplam fenolik iceriklerinde yalnizca %4'lik bir azalmaya yol actifini gstermistir. Ayrica, kara havug
sitkesinde (BCV), asetifikasyon islemine baglt olarak, toplam fenolik iceriginde %21-32'lik bir
azalmanin daha oldugu belirlenmistir. Sirke tretim siireci boyunca antioksidan aktivite icin de benzer
bir azalma egilimi belirlenmistir. D6rt farkls sirke starteri ile diretilen sirke 6rneklerinin toplam fenolik
icerikleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz oldugundan (P > 0.05), farkls sirke starterleri ile
inoktlasyonun toplam fenolik madde miktarint etkilemedigi sonucuna varilmistir. Genel olarak, bu
calismada tiretilen kara havug sarabi (BCW) ve kara havug sirkesi (BCV), inokulum tiriinden bagimsiz
olarak, ticari muadillerine (C-BCW ve C-BCV) kiyasla daha iyi biyoaktif 6zellikler géstermistir. Sonug
olarak, nutrasotik bilesenlerinin 6nemli bir miktari korunarak kara havuctan basarili bir sekilde sirke

tretimi gerceklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Kara havug, sirke, toplam fenolik madde, antioksidan aktivite

INTRODUCTION

The increasing awareness of consumers towards
the consumption of healthier products has led to
an increasing interest in developing novel
products with improved functional characteristics
in comparison to traditional products (Kandylis,
2020). The same trend also applies to vinegar
production (industry and research), and a number
of studies have been conducted with the goal of
diversifying vinegar products (Tang et al., 2020).
In this sense, vatious types of alternative vinegars
have been produced by using novel raw materials
such as fruit and agri-food wastes. Apart from the
conventional raw materials like grape, raisin,
apple, cereals, different fruit and vegetable
sources, such as watermelon, tomato, orange,
pomegranate, star fruit berry, mango, onion, have
been used as alternative raw materials to produce
novel types of vinegars with enhanced nutritional
and organoleptic quality (Kandylis, 2020).

The starting material used in the vinegar
production is one of the most important factors
that determine the quality of the finished vinegar

since many of the flavor, aroma and other
organoleptic properties of the finished vinegar are
derived from the starting material (Hutkins,
2019). Theoretically, any sugar, starch or ethanol-
containing material can serve as a substrate for the
vinegar fermentation. Accordingly, vinegar can be

obtained from almost any fermentable
carbohydrate  source through a two-step
fermentation process. In the first step,

fermentable sugars are converted into ethanol by
the metabolic activity of yeasts (mainly by strains
of  Saccharomyces  cerevisiae) under anaerobic
conditions. In the second step, ethanol is oxidized
to acetic acid aerobically by bacteria of the genera
Acetobacter and Gluconobacter (Adams and Moss,
2008; Hutkins, 2019; Kandylis, 2020). The final
quality of vinegars, as determined by the chemical,
nutritional and organoleptic properties, mainly
depend on the factors including the selection of
the suitable starter cultures, the quality of the
starting material, the production method, and the
aging process, if applicable (Mas et al., 2014). As
a result, this research was carried out in order to
use black carrot juice as a raw material for the
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production of vinegar, thereby providing the
functional benefits of both the substrate and the
fermentation process. This raw material was
selected mainly in order to increase the content of
phenolic compounds and the antioxidant activity
of the produced vinegar.

Black carrot (Daucus carota L. ssp. sativus var.
atrorubens  Alef) has received considerable
attention in recent years since it constitutes a
variety of bioactive phytochemicals such as
vitamin C, E and phenolic compounds which are
known for their antioxidant activities. The
prominent feature of black carrots is their intense
purple color, which is caused by the presence of
anthocyanins (Algarra et al., 2014). Black carrots
are often not consumed as fresh (Kamiloglu et al.,
2018) but are rather processed into other
products such as juice, concentrate and shalgam
(Turkyilmaz et al., 2012). In terms of fermented
black carrot juice, shalgam is a highly popular
traditional lactic acid fermented beverage in
which black carrot, bulgur flour, sourdough, salt,
turnip, and water are used for production (Erten
et al., 2008). Therefore, most of the studies with
regard to fermented beverages in which the main
ingredient is black catrot, is based on shalgam
produced by lactic acid fermentation. (Turker et
al., 2004; Ekinci et al., 2016; Agirman and Erten,
2018). The black carrot vinegar, although not
common as traditional types of vinegars, is
available on the market. However, there are no
published scientific research on this novel type of
vinegar. Since black carrots are generally
consumed after being processed into various
products, it is important to investigate how
processing influences the health-associated
phytochemicals, such as phenolics, especially
anthocyanins (Suzme et al., 2014). In this regard,
although several studies have been conducted to
examine the effects of food processing, including
enzyme-assisted processing (Khandare et al,
2011), juice processing involving clarification and
pasteurisation  (Turkyldmaz et al, 2012),
concentrate processing (Suzme et al.,, 2014) on
black carrot phenolics, there is lack of studies
addressing the fermentation-induced changes in
bioactive compounds potentially contributing to
the health-promoting properties of black carrots.

Only in a study conducted by Kocher et al. (2016),
the change of total phenolic content and
anthocyanins by the alcoholic fermentation
process of black carrots was investigated. With
regard to the effect of lactic acid fermentation on
the beneficial compounds of black carrots, Toktas
et al. (2018) reported increase in total phenolic
content, total flavonoid content, anthocyanins
content and total antioxidant capacity of shalgam
beverages during the progress of fermentation,
albeit lower than in the black carrots. Similarly,
Alagéz Kabaker et al. (2022) indicated that
fermentation of black carrot juice using kefir
culture resulted in increase in the total
anthocyanin content, probably due to the
pectinolytic activity of lactic acid bacteria. In a
similar manner to our study, many studies have
been carried out to investigate the effects of
alcoholic and acetic acid fermentation on
antioxidant activities and phenolic substances of
different raw materials for vinegar production,
such as grape, apple (Bakir et al., 20106), strawberry
(Ubeda et al., 2013; Hornedo-Ortega et al., 2017),
cherry (Budak, 2017), pomegranate (Ordoudi et
al., 2014; Kharchoulfi et al., 2018), orange (Davies
et al., 2017), blueberry (Su and Chien, 2007),
papaya (Kong et al., 2018) and tomato (Koyama
etal., 2017). In terms of the changes in functional
compounds during vinegar production, a high
diversity of patterns was observed in these
studies, because of the differences in the raw
material used, the starter strains and the
fermentation conditions. For example, during the
conversion of papaya juice into vinegat, the total
phenolic contents and antioxidant activities
increased throughout the process (Kong et al.,
2018), while in another case, the process from
grape and apple wine to grape and apple vinegar
resulted in loss of antioxidant phenolic
compounds (Bakir et al., 2016). However, studies
addressing alterations in functional compounds
of black carrots during acetification process are
still lacking.

Vinegar fermentations are traditionally induced by
the use of the so-called “seed vinegar” or “mother
of vinegar” that is composed of an undefined
culture withdrawn from previous fermentations
through back-slopping methods. To the best of
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our knowledge, there is no single study in the
literature that has examined the effect of vinegar
starters on the quality of vinegars.

Taking all above into account, the aim of this
study was to analyze changes in total phenolics
and antioxidant activity during a laboratory-scale
production of black carrot vinegar. Furthermore,
this study was conducted with the aim of
determining the possible effect of different seed
vinegars (grape, apple, alcohol vinegar, and the
mixture of grape and apple vinegar) on some
physicochemical properties of the finished
vinegars.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Black carrot juice concentrate (BCJC) was kindly
obtained from a commercial company located in
Konya (ERKON Concentrate Industry and
Trade Inc). A wine yeast strain, Saccharomyces
cerevisiae Narince 3, which was maintained in the
Culture Collection of Ankara University
Department of Food Engineering, was used to
carry out the alcoholic fermentation of the black
carrot juice (BCJ). High acidity grape, apple and
alcohol vinegar were used as inoculums in order
to initiate acetic acid fermentation of black carrot
wines (BCW). These inoculum vinegars as wells
as commercial black carrot juice, black carrot wine
and black carrot vinegar samples were kindly
provided from a commercial company located in

Ankara (Yeni Kavaklidere).

Alcoholic Fermentation of Black Carrot Juice
For the alcoholic fermentation of the BCJ, the
indigenous wine yeast strain, S. cerevisiae Narince 3
(Bagder Elmaci et al., 2014) was initially activated
in 10 mL of YPG Broth (10 g/L yeast extract, 20
g/L peptone, 20 g/L glucose; pH 4.5) at 28 °C.
Subsequently, the activated yeast cultures were
transferred to 50 mL of YPG Broth. After the
culture activation, a two-stage adaptation was
applied in order to adapt the yeast to the black
carrot juice environment. For this purpose, the
BCJC at about 65° Brix was diluted to 27-28°
Brix. For the first adaptation stage, 50 mlL of
diluted BC] was mixed with 50 mL of yeast

cultures in YPG Broth and incubated at 28 °C.
The yeast growth was observed after the first
adaptation step. Then, the second stage of
adaptation was performed by adding 250 mL of
yeast cultures in YPG Broth to 750 mL of black
carrot juice. In order to start alcoholic
fermentation, 9 L of BCJ (approxiamately 22°
Brix) was inoculated with 1 L of adapted yeast
culture. The fermentation was carried out at 28 °C
for 3 days.

Acetic Acid Fermentation of Black Carrot
Wine

After the alcoholic fermentation of the
reconstituted BCJC, the obtained BCW was
inoculated with four different vinegar starters at
25% (v/v) inoculum size to conduct acetic acid
fermentation by surface culture acetification. The
four inoculums included grape, apple, alcohol
vinegar, and the mixture of grape and apple
vinegar. The black carrot vinegar samples
inoculated with grape, apple, alcohol vinegar, and
the mixture of grape and apple vinegar were
coded as G-BCV, AP-BCV, AL-BCV and M-
BCV, respectively. The BCW samples inoculated
with different types of vinegars were then
incubated at 30 °C in an incubator aerated
continuously with an aquarium pump. Acetic acid
fermentation was monitored by measuring pH
value and total titratable acidity. Acetic acid
fermentation was lasted for 35 days. The obtained
vinegars were filtered through a roughing filter
and then stored at 4 °C for subsequent analysis.
Prior to analysis, the samples were filtered
through a 0.45 pm PVDF (polyvinylidene
fluoride) filter (Millipore, Bedford, MA, USA).

Analytical Measurements

The pH values of the samples were measured
potentiometrically at 20 °C by using a pH meter
(Mettler Toledo, S-20K, Switzerland). Total
titratable acidity was determined by titrating an
aliquot of the sample with standard NaOH
solution to the end point of pH 8.5 using
phenolphthalein as an indicator. Total titratable
acidity (g/100 ml) was expressed as citric or
acetic acid equivalent (Aktan and Yildirim, 2011).
Total solid contents of the samples were
determined gravimetrically in g/L (Aktan and



Black carrot vinegar

Yildirim, 2011). The reducing and total sugar
contents were determined according to a
modified Miller method using DNS (3,5-
dinitrosalicylic acid) (Forouchi and Gunn, 1983).
Ethanol content was analyzed wusing gas
chromatography  (Shimadzu GC-2010 Plus,
Kyoto, Japan) equipped with flame ionization
detector (FID). One microliter of filtered samples
was automatically injected into the GC system via
autosampler (Shimadzu AOC-20S, Kyoto, Japan).
TRB-WAX capillary column with length of 30 m
and internal diameter of 0.25 mm was used. The
column oven, injection and detector temperatures
were set at 220, 250 and 230 °C, respectively.
Nitrogen, and a mixture of hyrogen and air were
used as the carrier and fuel gas, respectively.

The antioxidant activity assay was performed by
using DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free
radical scavenging method as described by
Molyneux (2004). This method was based on the
measurement of the decrease in colour
spectrophotometrically at 517 nm as a result of
reduction of violet stable radical DPPH after the
reaction with test compound. The DPPH free
radical lost its intense violet colour and turned to
yellow due to the reduction reaction, when mixed
with the sample having antioxidant activity. For
the DPPH assay, appropriately diluted test sample
was mixed with 1 mM DPPH solution. The
absorbance was measured at 517 nm after 30 min
of reaction at room temperature in the dark. The
parameter EC50 (“efficient concentration” value)
was used for the interpretation of the results from
the DPPH method. The EC50 is defined as the
concentration of substrate that causes 50% loss of
the DPPH activity (colour). Therefore, the lower
EC50 value shows the higher antioxidant activity.

The total phenolic contents of the samples were
determined in accordance with the Folin-
Ciocalteu method of Singleton and Rossi (1965).
Briefly, 75 mL of distilled water was put into 100
ml volumetric flask and 1 mL of appropriately
diluted sample was added. Subsequently, 5 mL of
Folin-Ciocalteu reagent was added to the sample
solution and the mixture was allowed to react for
3 min. Then, 10 mL of saturated Na,COj solvent
was added and made up to the flask line with
distilled water. The thoroughly mixed sample was

allowed to incubate for 60 min and then the
absorbance was determined against a blank at 720
nm using a spectrophotometer (Shimadzu UV-
1208). The concentration of total phenolics was
determined by using the standard curve of gallic
acid and expressed as “mg gallic acid equivalent/L
(mg GAE/L)”.

The colour measurements were performed by
using a light reflectance spectrophotometer
(Minolta CM-3600d, Osaka, Japan).
Measurements were recorded in L (lightness), a*
(redness), b* (yellowness) colour coordinates as
defined by CIE (Commission Internationale de
I’Eclairage). The  spectrophotometer — was
calibrated with a white ceramic plate using an
lluminant C source. 1 cm path length quartz
cuvettes with a total volume of 10 ml were used
for colour measurements. C* (chroma) and h°
(hue) values were calculated on the basis of the
following equations:

C* = (a*Z —+ b*Z)l/Z
h® = arctan (b*/ 2%

Statistical analysis

All vinegar experiments were performed in three
independent replicates. The experimental data
were expressed as meantstandard deviation (SD)
and statistically analyzed by one-way ANOVA
using the Minitab Software Version 17 (Minitab
Inc., State College, PA, USA) followed by the
Duncan’s multiple comparison test at the 5%
level.

RESULTS AND DISCUSSION
Physicochemical Properties of Black Carrot
Juice

Table 1 shows the pH, total titratable acidity, total
solid content and reducing sugar concentration of
BCJ (raw material), BCW (interim product) and
BCV (final product) samples. pH values of BCJ
and BCW samples were found as 3.72 and 3.85,
respectively. pH values of vinegar samples
inoculated with different seed vinegars ranged
from 3.70 to 3.75 with an average of 3.72, in
accordance with the commercial vinegar sample
(C-BCV) with pH of 3.77. In accordance with our
results, Baysal et al. (2013) reported that the pH
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value of the black carrot juice with Brix of 9.10
was 3.85. In other previous studies, depending on
the Brix value, different pH values were reported
for black carrot juice. Kirca et al. (2007) found the
pH of black carrot juice with a Brix of 10.8 to be
6.0; Dereli et al. (2010) found the pH of black
carrot juice to be 4.35, with a °Brix of 11.02. As
can be seen from Table 1, the acidity of BCJ] was
found to be 2.4 g/100 mL, which was also same
for C-BCJ.

The total solid content (g/L) of the samples were
determined to calculate the results on a dry weight
basis. Since one of the aims of this study was to

evaluate the effects of vinegar processing on total
phenolic content, it was important to give the
total phenolic content results on a dry weight
basis in order to make comparisons more reliable.

Alasalvar et al. (2001) reported that the main
soluble fermentable sugars of black carrot are
sucrose (1.96-4.11 g/100 g), followed by glucose
(0.69-1.77 g/100 g) and fructose (0.58-1.47 g/100
). The total sugar concentration in BCJ] samples
was considerably higher (49.7310.06 g/L) since
B(J diluted from concentrate (BCJC) was used in
this study.

Table 1. Physicochemical analysis of black carrot juice, wine and vinegar samples

Total
titratable . .

Samples pH acidity Total SOh(i Reducm% IL* a* b* Cc* h°

(2/100 content (g/L)  sugar (g/L)

ml.)?
BCJ 3.72 2.40 217.57£1.82  49.73+0.06 047 151 0.82 1.71 2845
BCW 3.85 243 106.22+1.71  13.66£0.18 0.40 223 042 232 1899
G-BCV  3.70 6.78 59.431+0.71 17.27£0.45 011 047 012 059 85.62
AP-BCV 3.75 6.28 65.091£3.84  21.74x1.03 0.16 0.83 0.17 090 64.70
AL-BCV  3.70 691 67.31£2.33 17.78£0.43 025 137 026 143 7913
M-BCV 372 6.53 65.11£1.39 19.34+0.63 0.13 057 013 0.69 84.37
C-B(CJ 3.60 2.40 132.00£2.26  54.85£0.49 0.14 0.62 017 0.74 76.56
C-BCW  3.65 2.40 73.952+0.07 6.69+0.18 0.19 1.02 024 114 74.67
C-BCV 377 4.00 35.1310.53 6271013 024 127 033 140 7152

2The total titratable acidity (g/100 mL) of BCJ and BCW samples is expressed as citric acid equivalent, while that

of BCV samples is expressed as acetic acid equivalent.

In the study, L*, 2*, b*, C* and h°® values of black
carrot juices were measured (Table 1). In the CIE
L* a* b* system, the L* value is defined as the
degree of lightness and this value varies between
0 (black) and 100 (white). The measured L* value
is quite close to zero, which indicates that the
color is black. Although positive a* values indicate
red color, Ozkan (2009) reported that the
measurement method was not suitable for
determining the reflectance color values (L*, a*,
b*, C*, and h°) of black carrot juice at different
production stages. Consequently, he stated that it
would be more precise to measure the reflectance
color values after adjusting the pH of black carrot
juice to between 1.5 and 2, where anthocyanins
exhibit the most redness.

Change in total phenolic content and
antioxidant activity during the alcoholic and
acetic acic fermentation processes

The total phenolic contents of the BCJ, BCW and
BCV samples were determined by Folin-Ciocalteu
method and the corresponding results are given
in Table 2. The total phenolic contents of BCJ
(9820 mg/L) and the black carrot juice obtained
from the commercial company (C-BCJ]) (5625
mg/L) in this study were higher than those
reported by previous studies. In other studies, the
total phenolic content was 3000 mg GAE/L
(Khandare et al., 2011); 1785 mg GAE/L (Ekinci
etal.,, 2010) in different black carrot juice samples.
The reported total phenolic content of BC]
samples varied amongst different studies,
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probably due to the differences in total solid
content. Considering that the BCJ used in this
study had a higher solid content (217.57 g/L)
compared to that of other studies (generally
around 10-12°Brix), it was an expected result that
the total phenolic concentrations would be
higher. For instance, the total phenolic content of
BC]J with a °Brix of 11.02 was reported to be 3037
mg GAE/L (Dereli et al., 2015). In addition, the
magnitude of total pheolic content in BCJ was
higher than those reported for other phenolic-rich
raw materials (e.g. pomegranate juice, cherry juice,

blueberry juice) that have been used for vinegar
production. The total phenolic content values
reported for pomegranate, cherry and blueberry
juices were 1387 mg GAE/L (Otdoudi et al.,
2014), 854.79 mg GAE/L (Budak, 2017) and 867
mg GAE/L (Su and Chien, 2007), respectively. It
was also found that the BCW as well as BCVs
(regardless of the type of inoculum) produced in
this study exhibited significantly higher total
phenolic content as compared to their
commercial counterparts (C-BCW and C-BCV).

Table 2. Changes in total phenolic content during acetification

Total phenolic content

Total phenolic content

Antioxidant activity

Samples (mg GAE/T) (mg GAE/g; on dry weight (ECso DPPH; ul.
basis) sample)
B(J 9820£254.562 45.13+1.17¢ 2.90%0.07¢
BCW 9460+28.28b 89.06£0.27¢ 3.14+0.08de
G-BCV 7720£135.06¢ 129.90%2.48» 3.38%0.134d
AP-BCV 6640£245.604 102.01£3.924 3.86%0.18¢
AL-BCV 7620£140.29¢ 113.21%+1.67> 3.21£0.05de
M-BCV 7583+109.85¢ 116.47%£1.70b 3.4240.224
C-B(CJ 5625+35.36¢ 42.61+0.27¢ 4.37+0.14>
C-BCW 5313£17.68¢ 71.84%0.24f 4.3940.18P
C-BCV 3800£28.28f 108.17£0.81¢ 6.81£0.032

Data are expressed in mean * standard deviation.

Means with a different lower case letter in the same column are significantly different (P <0.05).

The total phenolic content of BCJ (9820 mg/L)
was found to be higher than that of BCW (9460
mg/L) and BCV (ranging from 6640 to 7720
mg/L) samples in this study (P < 0.05), indicating
an overall reduction by only 4% and 21-32% due
to alcoholic and acetic acid fermentation
processes, respectively. A similar decreasing
tendency was also reported for red and white
cherry juices during vinegar production (Budak,
2017). In case of commercial black carrot
products used in this study, there was a non-
significant, but slight difference between C-BC]
and C-BCW samples, whereas the total phenolic
content of C-BCV was significantly lower than
those of C-BCJ and C-BCW. The results of this
study were in agreement with Kharchoufi et al.
(2018) who showed slight decrease (only around
10%) in total polyphenol content in pomegranate
juice after both alcoholic and acetic acid
fermentation. Similarly, Ordoudi et al. (2014)

reported that the initial total phenolic content of
pomegranate juice was completely retained after
alcoholic fermentation and was only reduced by
10% as a result of acetification process. Hornedo-
Ortega et al. (2017) showed a decrease in total
phenolics due to acetification process (91%) to a
larger extent than alcoholic fermentation (19%)
during strawberry vinegar production. In case of
lactic acid fermentation, Ekinci et al. (2016)
reported a significant reduction by 71% in total
phenolic content of fresh black carrot juice (1785
ug GAE/mL) after processing into fermented
black carrot juice, shalgam (517 ug GAE/mL).

Significant changes in total solid content occur in
the vinegar production process due to the
consumption of sugars by fermentative yeast and
acetic acid bacteria. Therefore, in order to make
comparisons more reliable, the total phenolic
content results were also given on a dry weight
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basis. When total phenolic content results are
expressed on a dry weight basis, it is clear that an
increase in total phenolic content was observed
during the transition from BCJ to BCW as well as
from BCW to BCV (Table 2).

The changes in antioxidant activity as measured
by the DPPH method during BCV manufacturing
are shown in Table 2. In accordance with total
phenolic content data (on weight-to-volume basis
(mg/L)), vinegar processing resulted in decreases
in total antioxidant capacity, determined using
DPPH. Also, a strong correlation was found
between total phenolic content (mg GAE/L) and
antioxidant activity (ECsp) (7= -0.89). In the case
of pomegranate vinegar production, Kharchoufi
et al. (2018) also reported that the antioxidant
activity as measured by the DPPH assay decreased
by 17.6% after alcoholic fermentation and by a
further 9.1% after acetic acid fermentation. It was
observed that the EC50 value, which shows
antioxidant activity, increased by alcoholic
fermentation of BCJ into BCW and acetic acid
fermentation of BCW to BCV. There is an inverse
relationship between EC50 value and antioxidant
activity. A decrease occurred in the antioxidant
activity of vinegars, as high EC50 value indicates
low antioxidant activity. In consistent with the
total phenolic results, it was also found that the
BCW as well as BCVs (regardless of the type of
inoculum) produced in this study showed
significantly higher antioxidant capacity as
compared to their commercial counterparts (C-

BCW and C-BCV).

Monitoring of Acetic Acid Fermentation

The interim product with 3.72 ¢/100 mL (v/v)
alcohol (BCW) that was obtained by the alcoholic
fermentation of BC] was divided into four
batches (data not shown). Then, each batch was
inoculated with four different vinegar starters at a
25% (v/v) inoculum size to conduct acetic acid
fermentation by surface culture acetification. In
order to monitor the progress of acetic acid
fermentation, pH and titratable acidity were
measured at 5-day intervals. Figure 1 represents
the pH values and total titratable acidity (as g/100
ml. acetic acid) during the course of acetic acid
fermentation of BCW. In the present study,
surface film formation (mother of vinegar) was

observed after 5 days in samples incubated at 30
°C, and acetic acid fermentation was terminated
when the alcohol concentration dropped below
0.5% (v/v) after 35 days. In his study on the
production of vinegar from Dimrit grapes, Unal
(2007) reported that on the eighth day of acetic
acid fermentation, a film formed on the surface of
all samples and that the fermentation lasted 37
days in two of the trials and 47 days in one.

As seen in Figure 1A, during the course of
acetification, there was not a considerable
increase or decrease in the pH values of the
vinegar groups produced by using four different
inoculums. No significant difference was found
between the pH values of day 0 and day 35.

As shown in Figure 1B, an increase was observed
in the total acidity values of G-BCV, AP-BCV,
AL-BCV and M-BCV samples until the 35th day
when fermentation is terminated. Since the acidity
of black carrot juice was high, it could be said that
the high initial acidity values were due to the raw
material. During the course of acetic acid
fermentation, the highest increase in acidity was
observed between the 5th and 10th days of
fermentation.

Properties of Marketable BCVs

The pH, total dry matter, reducing sugar content
and total phenolic contents of marketable BCVs
which were reconstituted to 4 g/100 mL acidity,
were varied between 3.70 and 3.75, 35.11 and
41.46 g/1.,9.37 and 13.86 g/1. and 4232 and 4655
mg GAE/L, respectively (Table 3). According to
the Turkish Standards Institution TS 1880 EN
13188 vinegar standard, the total acid content (as
free acetic acid in water) of the vinegar produced
in our country should not be less than 40 g per
liter. Therefore, in the final product, water was
added to adjust the acid concentration to 4%.

The pH values of four different groups of BCV
obtained by applying the slow method vary
between 3.70 and 3.75. The pH of C-BCV
obtained from the factory was found to be 3.77,
which would be close to these values (Table 3 and
1). Unal (2007) reported that the pH of wine
vinegars produced from grapes varied between
2.68 and 2.85. Akbas (2008) stated in his study
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that the pH of grape vinegars varied between 2.63
and 3.27. Gerbi et al. (1998) reported that the
average pH value in apple cider vinegar was 3.00.
The reason why the pH values of BCVs were
significantly higher than the pH values of other
vinegars could be explained by the high dry matter
ratios of black carrot vinegars and, thus, the

4,00
3,90
3,80
3,70

3,60

pH

3,50
3,40
3,30
3,20
3,10

3,00
0 5 10 15 20

presence of components with more buffering
properties in this high dry matter composition.
The dry matter contents of the vinegars produced
in this study were found to be higher than those
found in other studies by Unal (2007) and Akbas
(2008) (10.85-12.60 g/I. and 8.75-17.5 g/L,
respectively).
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Figure 1. A) pH values and B) total titratable acidity (as g/100 mL acetic acid) during the course of
acetic acid fermentation of BCW

Table 3. Values for black carrot vinegars available for sale

Samples pH Total solid content Reducing sugar Total phenolic content
(a/L) (/D) (mg GAE/L)
G-BCV 3.70£0.02> 35.11£0.89> 10.11£0.55b¢ 45631+251.73
AP-BCV  3.75%0.012 41.46£1.052 13.86%0.702 42321+28.49
AL-BCV  3.70%0.02b 39.08£3.142 9.37£2.17¢ 4421%+257.03
M-BCV 3.72£0.01> 39.93£0.842 11.87%0.8320 4655+270.84

The pH, total dry matter, reducing sugar content, and total phenolic contents of BCVs were determined after
adjusting the acid concentration to 4 g/100 mL, in accordance with the Turkish Standards Institution TS 1880 EN

13188 vinegar standard.
Data are expressed in mean T standard deviation.

Means with a different lower case letter in the same column are significantly different (P <0.05).

Total phenolic content was not affected by
inoculation with any of the seed vinegars since the
difference between the total phenolic contents
with respect to the four different vinegar starters
(grape, apple, alcohol vinegar, and the mixture of
grape and apple vinegar) was statistically
insignificant (P > 0.05). Although not statistically
significant, in comparison with other final
vinegars, AP-BCV had lower phenolic content,

which might be related to the differences in their
pH and total solid content.

CONCLUSION

The primary aim of this study was to determine
the effects of fermentation processes involved in
vinegar production on the content of total
phenolics and antioxidant activity of BCJ. In
addition, the effect of different vinegar starters on
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the quality of vinegars was also evaluated. BCVs
were successfully produced from industrially
processed BCJCs in order to take advantage of
their nutraceutical components. The results
obtained indicated that processing the BCJ into
black carrot wine (BCW) led to an overall
reduction of only 4% in total phenolic contents,
and a further decrease of 21-32% in total phenolic
content was observed in black carrot vinegars
(BCVs) due to the acetification process, on a
weight-to-volume basis (mg/L). Moreover, when
the total phenolic calculations were made on a
dry-weight basis to compensate for changes in dry
matter content due to fermentation processes, an
increase in total phenolic content was observed
throughout the vinegar processing. With regard to
the effect of different seed vinegars, the
difference in total phenolic contents was
statistically insignificant. In conclusion, the results
of this study pointed out the potential of BCV to
obtain an added-value product that will increase
the variety of functional products on the market.
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oz

Calismada, farkli oranlarda (%00, %25, %50, %75, %100) peyniralti suyu (PAS) iceren inek siitiinden fermente
icecek tretimi gerceklestirilmistir. PAS miktariin artmast ile, 6rneklerin temel bilesen icerikleri ile parlaklik
degetleri azalmus, sarilik-yesillik artmustir (P<0.05). Orneklerin pH/titrasyon asitligi degetleri PAS ilavesinden
etkilenmis, ayrica 14 giinlitk depolama siiresi boyunca pH degerleri diismils, titrasyon asitligi degerleri
artmustir (P<0.05). Yiksek PAS icerigi, serum ayrilmasinin artmasina, kivam indeksinin diigmesine neden
olmustur (P<0.05). Szreptococcus spp. icerikleri PAS miktarindan etkilenirken (P<0.05), Lactobacillus spp.-
Bifidobacterinm spp. ve toplam aerobik mezofilik bakteri iceriklerinde farklilik gézlenmemistir (P>0.05).
Duyusal analiz sonuglarina gore, gérinis, yap, lezzet ve toplam kabul edilebilitlik 6zellikleri bakimmdan en
diisiik puanlari, en yitksek PAS icerigine sahip érnekler (%075 ve %100) almustir (P<0.05).

Anahtar kelimeler: Duyusal degerlendirme, fermente icecek, laktik asit bakterileri, peyniraltt suyu, renk,
reoloji, serum ayrilmast

SOME PROPERTIES OF WHEY AND MILK-BASED FERMENTED
BEVERAGES IN DIFFERENT PROPORTIONS

ABSTRACT

In the study, fermented beverages wete produced from cow's milk including whey at different rates
(0%, 25%, 50%, 75%, 100%). As the whey increase, the gross composition and the brightness of the
samples decreased, the yellowness-greenness increased (P<0.05). The pH/titratable acidity values
were affected by the addition of whey, furthermore the pH values decreased and the titratable acidity
values increased (P<0.05) during the 14-day storage. High whey content caused an increase in phase
separation and a decrease in the consistency index (P<0.05). While the counts of Streptococcus spp.
were affected by the whey amount (P<0.05), no difference was observed in Lactobacillus spp.-
Bifidobacterium spp. and total aerobic mesophilic bacteria counts (P>0.05). Sensory analysis revealed
that the samples with the highest whey content (75% and 100%) got the lowest scores in terms of
appearance, texture, flavor and total acceptability (P<0.05).

Keywords: Sensory evaluation, fermented beverage, lactic acid bacteria, whey, color, rheology, phase
separation
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Peyniralti suyu-siit bazli fermente iceceklerin 6zellikleri

GIRIS
Peyniraltt suyu (PAS), peynir Uretimi sirasinda
elde edilen pithtinin ayrilmasindan sonra geriye
kalan yesilimsi-sar1 renkte bir stit yan Grinadir.
2022 Temmuz ayt verilerine gére Turkiye’de
tretilen ¢ig inek situnin aylk 57 bin tondan
fazlast peynir tUretiminde kullanilmaktadir (TUIK,
2022). Peynire islenen sitin yaklastk %90
kadarinin PAS olarak ayrildigt dastintldiginde
(Prazeres vd., 2012), son verilere gbre Turkiye’de
1 ayda en az 51 bin ton PAS elde edilmektedir.
Diunya genelinde ise ~200 milyon ton PAS elde
edilmekte olup, glintimiizde halen bunun yaklasik
yarisinin - degerlendirilmedigi  ve atik olarak
gorildigi bildirilmektedir (Barba, 2021).

Peynir tretiminde kullanilan ¢ig sttiin niteligi,
dretilen peynirin gesidi ve uygulanan dretim
yontemine baglt olarak degismekle birlikte, ¢ig
sitte bulunan kazein ve siit yaginin tamamina
yakini pthtida  tutulmakta, diger kurumadde
bilesenlerinin ise 6nemli kism1 PAS’a gecmektedir
(Carvalho vd., 2013; Chegini ve Taheri, 2013).
PAS, %93-94 su, %4.5-6 laktoz, %0.6-1.1 protein,
9%0.8-1.0 mineral maddeler, %60.05-0.9 laktik asit
ve %0.06-0.5 yag icerigine sahiptir (Prazeres vd.,
2012). PAS, biyolojik degeri yiksek serum
proteinleri bakimindan zengin bir kaynaktir
(Agarkova vd., 2020). Ozellikle bu proteinlerin
saglk tzerine etkileri ile ilgili yapilmis pek ¢ok
calisma  bulunmaktadir. PAS  proteinlerinin
hidrolizasyonu sonucu aciga c¢ikan biyoaktif
peptitlerin  antioksidan,  antihipertansif ~ ve
antimikrobiyel &zellik gosterdigi (Brandelli vd.,
2015; Revilla vd. 2016; Kareb ve Aider, 2019) ve
gidalarin oksidatif bozulmalarini 6nleyerek raf
Omurlerini uzattug (De Gobba vd., 2014) cesitli
calismalar ile ortaya konulmustur.

PAS, muhafaza ve tasinabilitlik acisindan
genellikle toz haline getirildikten sonra cesitli
trtinlerde kullanilmaktadir (Chegini ve Taheri,
2013). Toz haldeki PAS’in sit trtnleri, firincilik
trtinleri ve et triinleri gibi gesitli gida trtinlerinde
kullanimi ile ilgili cok sayida calisma (Barbut,
2006; Madenci ve Bilgicli, 2014; Guler-Akin vd.,
2016; Peteira vd., 2019) olmasina karsin, stvt halde
kullanimt oldukea sinirhidur.

Bu calismanin amaclarindan  biri, toz haline
getirilmeden kullanimi kisith olan PAS’a, stvi
formda kullanim alani yaratabilmektir. Calismanin
bir diger amact ise, besleyici degeti ytiksek, yeni bir
fermente siit triind gelistirebilmektir. Bu amagla,
fermente icecek Uretiminde, Beyaz peynir
tretiminden elde edilen PAS ile ¢ig inek siitintn
farklt oranlarda karisimi kullandmis ve 14 giinlik
depolama stresince urinin ¢esitli fiziksel,
kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zellikleri
incelenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Fermente I¢cecek Uretimi

Fermente iceceklerin tretiminde, ¢ig inek siitd ve
beyaz peynir Uretiminden elde edilen peyniraltt
suyu (Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Haymana Arastirma ve Uygulama Ciftligi, Ankara,
Thrkiye) ile YO-MIX 205 LYO kodlu S#reptococcus
thermophilus, — Lactobacillus — delbrueckii  subsp.
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium
lactis bakterilerini iceren probiyotik starter kilttr
(Danisco, Fransa) kullanidmustir.

Uretim icin ¢ig siit ile peyniraltt suyu 5 farkli 6rnek
elde  edilecek  sekilde  belitli  oranlarda
karistirdmistr - (Cizelge 1), Karngimlar  su
banyosunda (Heto, SBD 50, Allerod, Danimarka)
65°C/30 dakika 1sil isleme tabi tutulmus ve hemen
ardindan ~37°C’ye sogutulmustur. Uretimden 1
glin Once steril siit icerisinde 37°C’de 24 saat
boyunca aktiflestirilmis olan probiyotik starter
kiltir ile %3 oraninda inokile edilen Grnekler
37°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonu
pH 4.7-4.8 araliginda sonlandirilan 6rnekler, 200
ml'lik kaplara doldurularak paketlenmis ve analiz
ginlerinde agimlari yapilmak tzere +4°C’de
depolanmustir.

Orneklerin Analizleri

Fermente iceceklerin toplam kurumadde ve kil
icerikleri gravimetrik yontem (Hooi vd., 2004),
yag icerikleri Gerber yontemi (Hooi vd., 2004) ile
belirlenmistir.  Toplam  protein  miktatlari,
Kjeldahl metodu kullanilarak belirlenen toplam
azot iceriklerinin 6.38 faktort ile carpilmastyla
hesaplanmustir.
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Cizelge 1. Orneklerin siit ve peyniralti suyu
icerikleti
Table 1. Milk and whey contents of the samples

Ornekler Aciklama
Samples Description
A (kontrol) %100 stt
A (control) 100% milk

%75 stt + %25 peyniralt suyu

B 75% milk + 25% whey
C %50 st + %50 peyniraltt suyu
50% milk + 50% whey
D %25 siit + %75 peyniraltt suyu
25% milk + 75% whey
E %100 peyniraltt suyu
100% whey

Orneklerin pH degerleri Ohaus marka pH-metre
(Parsippany, ABD) ile, titrasyon asitligi degerleri
ise titrasyon yontemi ile belirlenmis ve sonuglar %
laktik asit cinsinden verilmistir.

Fermente igeceklerin  reolojik  &zelliklerinin
belitlenmesi  i¢cin  Malvern Kinexus Pro+
(Worcestershire, Birlesik Krallik) marka reometre
kullanilmistir. Dinamik reometrik yontemle 2 mm
boslukta, 0.1-300 s! kayma hizi araliginda ve
+4°C sicaklikta 6rneklerin kivam indeksi (K) ile
akis davrants indeksi (#) degerleri belirlenmis ve
elde edilen veriler Power law modeli ile
yorumlanmustir (korelasyon degeri - R2>0.99).

Serum ayrilmast degerleri icin Atamer ve Sezgin
(19806) tarafindan belirtilen yontem kullanilmigtir.
100 ml’'lik mezirlere aktartlan 6rnekler, +4°C’de
24 saat bekletilmis ve ayrilan serum miktar1 tespit
edilerek %Serum ayrilmasi olarak ifade edilmistir.

Orneklerin renk o6zellikleri (I*, a*, b¥*), renk
Ol¢im cihazi (Konica Minolta CR-400, Tokyo,
Japonya) ve yazilimi (SpectraMagic NX)
kullanilarak belirlenmistir.

Mikrobiyolojik analiz icin, icerisinde 9 ml Ringer
soliisyonu (Merck, Darmstadt, Almanya) bulunan
tiiplerde diliisyon serisi hazirlanmustir. Hazirlanan

dilisyonlardan toplam mezofilik aerobik bakteri
sayimi i¢in PCA (Plate Count Agar, Merck,

Darmstadt, Almanya), Lactobacillus spp. ve
Bifidobacterium spp. sayimi i¢in MRS agar (de Man
Rogosa Sharpe Agar, HiMedia, Bombay,

Hindistan), S#reptococcus spp. sayimut icin M17 agar
(HiMedia, Bombay, Hindistan) ve maya-kif
sayimi icin PDA (Potato Dextrose Agar, Merck,
Darmstadt, Almanya) besiyetlerine iki paralel
olacak sekilde ylizeye yayma yontemiyle ekim
yapilmistir. Ekim yapilan petriler, PCA ve M17
icin aerobik sartlarda 37°C’de 24-48 saat, MRS
icin anaerobik sartlarda 37°C’de 24-48 saat ve
PDA igin aerobik sartlarda 25°C’de 3-5 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siresi sonunda besiyeri izerinde gelisen
kolonilerin sayimi yapilmis ve paralel ekimlerin
ortalamalar1 alinarak biitin sonuglar log kob/ml
olarak verilmistir.

Fermente iceceklerin duyusal analizi, Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi
Bolumi akademik personelinden olusan 7 kisilik
deneyimli panelist tarafindan gerceklestirilmistir.

3 rakamli kodlar verilen Ornekler, +4°C’de
panelistlere sunulmus ve duyusal
degerlendirmenin tek bir oturumda
gerceklestirilmesi istenmistir. Panelistler,

Ornekleri gorints, yapi, lezzet ve toplam kabul
edilebilirlik 6zelliklerine gbre 5 puan lzerinden
degerlendirmistir.

Orneklerin  temel bilesim analizleri (toplam
kurumadde, yag, toplam protein, kil) ve renk
degerleri (L*, a*, b*) depolamanin 1. giiniinde,
diger analizler 1., 7. wve 14. ginlerde
gerceklestirilmistir.

Istatistiksel Analiz

Fermente iceceklerin toplam kurumadde, yag,
protein, kil icerikleri ile renk Gzellikleri (L*, a*,
b*) bakimindan PAS oranlarinin (0, 25, 50, 75,
100) ortalamalari arasindaki farklarin istatistik
olarak 6nemli olup olmadiginin belirlenmesinde

varyans analizi  teknigi (One-way-ANOVA)
kullanilmugtir.  Diger — Ozellikler  i¢in, PAS

oranlarinin 0, 25, 50, 75 ve 100 olmak lzere bes
seviyesi ile depolama faktoriiniin 1, 7 ve 14 olmak
lizere ¢ seviyesinin, Uzerinde caligilan Szelliklere
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birlikte etkileri faktoriyel diizende varyans analizi
teknigi (factorial ANOVA) ile degerlendirilmistir.
Farkli  gruplarin  beliflenmesinde ~ Duncan
testinden  yararlanilmustir.  Istatistik  analizler
MINITAB 16 paket programinda yapilmustir.

BULGULAR ve TARTISMA

Uretimde kullanilan hammadde 6zellikleri ile
fermente igeceklerin toplam kurumadde, yag,
protein ve kul icerikleri sirastyla Cizelge 2 ve

Cizelge 3te gOsterilmistir. Belirtilen 6zelliklerin
tamami bakimindan Ornekler arasinda istatistik
farklilk  oldugu  belitlenmistit  (P<0.05).
Orneklerdeki  PAS  igerigi arttikga, toplam
kurumadde, yag, protein ve kil igeriklerinin
beklendigi gibi giderek diistigii tespit edilmistir.
Bu durum, PAS’in bahsedilen bilesenleri ¢ig stite
kiyasla daha disik miktarda icermesinden
(Gizelge 2) kaynaklanmaktadir.

Cizelge 2. Hammadde 6zellikleri (n=2)
Table 2. The properties of raw materials (n=2)

Hammadde Kurumadde (%) Yag (%) Protein (%) Kl (%) H Laktik Asit (%)
Raw material Total solid (%) Fat (%) Protein (%) Ash (%) P Lactic acid (%)
Gig sut 11.70£0.005 3.1£0.15 2.85%£0.015 0.75%£0.047 6.81%+0.025 0.15%0.004
Raw milk
f;g’;imm SR 6.25+0.424 0.4£0.100  0.75£0.045 0.48£0.002 6.58+0.015  0.17£0.001

Cizelge 3. Orneklerin toplam kurumadde, yag, protein ve kiil icerikleti (n=2)

Table 3. Total solid, fat, protein and ash contents of the samples (n=2)

Ornekler Kurumadde (%) Yag (%) Protein (%o) Kl (%)
Samples Total solid (%) Fat (%) Protein (%) Ash (%)
A 11.71£0.0034 3.1£0.154 2.82£0.0354 0.74£0.0454
B 10.29£0.1458 2.610.0048 2.3710.0058 0.71£0.01148
C 9.1240.038¢ 1.9£0.108 1.95£0.005¢ 0.59£0.0028¢
D 7.72%0.018P 1.1£0.20¢ 1.51£0.115P 0.58%0.011¢
E 6.34£0.007% 0.4%0.10¢ 0.80£0.050% 0.51£0.007¢

A (kontrol): %100 siit, B: %75 stt + %25 peyniraltt suyu, C: %50 stit + %50 peyniraltt suyu, D: %25 sit + %75

peyniraltt suyu, E: %100 peyniralt: suyu

Ayt stitundaki farkli biiyiik harfler istatistik olarak farklihgt ifade etmektedir (P<0.05).
A (control): 100% milk, B: 75% milk + 25% whey, C: 50% milk + 50% whey, D: 25% milk + 75% whey, E: 100% whey
Valnes with the different upper case letters within the same column indicate the statistically significant difference (P<0.05).

Fermente iceceklerin renk degerleri (L*, a*, b*)
arasinda istatistik acidan farkliik oldugu tespit
edilmigtir (P<0.05) (Cizelge 4). L* degetleri
incelendiginde, en disitk degeri sadece PAS
kullanilarak  dretilen E  Orneginin  aldigt
gorilmektedir. Dolayisiyla E  6rnegi, en az
parlakhiga sahip olan O6rnektir. Tespit edilen a*
degetlerine (kirmizilik +, yesillik -) g6re, sadece
sutten dretilen A Ornegi haric Orneklerin
tamaminin  yesilimsi renge sahip oldugu ve
icerdikleri PAS miktarinin artmastyla yesilimsi
gorinimin de giderek arttig1 belirlenmistir.
Orneklerin b* degerleri (sarilik +, mavilik -)

incelendiginde, benzer sekilde PAS miktarinin
artmastyla sarimst rengin giderek arttifi tespit
edilmistir. Renk degerlerinde tespit edilen bu
farkliik, hammadde olarak kullanilan PAS’1in
yesilimsi-sar1 renginden kaynaklanmaktadir.

Orneklerin 14 giinliitk depolama siiresindeki pH
ve titrasyon asitligi degerlerindeki degisim Cizelge
5’te belirtilmistir (P<0.05). pH degeri bakimindan
depolamanin butiin giinlerinde en ylksek degeri
PAS icermeyen A Orneginin  aldigt tespit
edilmistir. Bu durumu, hammadde ¢ig sitiin pH
degerinin PAS'in pH degerinden daha yiiksek
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olmast ile (Cizelge 2) iliskilendirmek mimkuindiir.
Laktik asit degetleri bakimindan ise en disik
degeri, sadece PAS kullanilarak tretilen E
Orneginin aldigr gorilmektedir. Skryplonek vd.
(2019) tarafindan PAS konsantratt kullaniarak
Uretilen fermente sit Uriinlerinde, stttozu ilavesi
ile laktik asit bakterilerinin gelisiminin tesvik
edildigi ve buna bagli olarak bu 6rneklerin laktik
asit iceriginin daha yitksek oldugu belirtilmistir.

(Cizelge 7). Orneklerin tamami en az %0.3 laktik
asit icerigine sahip olduklart icin, Turk Gida
Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne
(Anonim, 2009) uygunluk géstermistir. Depolama
boyunca 6rneklerin tamaminin pH degerlerinde
distis, laktik asit iceriklerinde ise artis
gbzlenmistir. Bu durum, fermente stit Griinlerinde
soguk depolama sirasinda laktik asit bakterilerinin
laktik asit iretimine devam etmesi ile olusan post-

Benzer sekilde bu calismada da st icerigi daha asidifikasyondan (Pescuma  vd,, 2010)
yiksek olan 6rneklerde laktik asit bakterilerinin kaynaklanmaktadir.
canlihiginin daha fazla oldugu tespit edilmigtir
Cizelge 4. Orneklerin renk (L*, a*, b*) degerleri (n=2)
Figure 1. Color (IL*, a*, b*) values of the samples (n=2)
Ornekler I % - -
Samples
A 82.81£0.2954 -0.47£0.1158 1.55%0.2308
B 79.79%0.5854 -2.53%0.0304 2.7310.4008
C 74.6811.350A -2.77£0.0654 4.1910.1854
D 68.0612.020A -2.84+0.0154 4.54%0.1154
E 44.361+5.9008 -2.87£0.0504 4.90+0.1554

A (kontrol): %100 siit, B: %75 siit + %25 peyniralt suyu, C: %50 siit + %50 peyniralt suyu, D: %625 sit + %75

peyniraltt suyu, E: %100 peyniralts suyu

Ayni sttundaki farklt buytk harfler istatistik olarak farklilig: ifade etmektedir (P<0.05).
A (control): 100% milk, B: 75% milk + 25% whey, C: 50% milk + 50% whey, D: 25% milk + 75% whey, E: 100% whey
Valnes with the different upper case letters within the same column indicate the statistically significant difference (P<0.05).

Fermente iceceklerin 14 giinlitk depolama stresi
boyunca tespit edilen serum ayrilmasi, Power law
davranis modeline gbre kivam indeksi ve akig
davranis  indeksi  degerleri  Cizelge 6’da
gosterilmistir. Orneklerin  serum  ayrilmast ve
kivam indeksi degerlerinin ortalamalari arasinda
farkllik oldugu (P<0.05) ve igerdikleri PAS
miktarinin artmasi ile serum ayrilmast degerinin
giderek artt1d1, kivam indeksi degerinin ise giderek
diistigi belirlenmistir. Benzer sekilde, rekonstitie
PAS ve inek stti kullanilarak tretilen probiyotik
fermente  sut  iceceklerinin  6zelliklerinin
incelendigi bir ¢alismada (Akpinar vd., 2015), en
yiksek serum ayrilmast ve en dusiik viskozite
degerlerinin, sadece rekonstitiie PAS kullanilarak
tretilen Orneklerde oldugu bildirilmistir. Bu
durumun sebeplerinden biri, PAS miktarinin
artmast ile bitlikte, 6rneklerin toplam kurumadde
igeriklerinin dtsmesidir (Cizelge 3). Toplam

kurumadde icerigi distiikce, proteinler arasi
mesafenin artmasina baglt olarak kolloidal
formdaki madde miktari azalmakta, dolayistyla
serum ayrilmasinda artig, viskozitede ise dusts
goriilmektedir (Ozer, 2006). Bir diger sebep ise,
fermente siit Griinlerinde istenen yapiyt olusturan
ve viskoziteyi artiran baglica bilesen olan kazeinin;
PAS’ta, site kiyasla oldukca dusitk miktarda
bulunmasidir (Skryplonek vd., 2019). Depolama
boyunca 6rneklerin serum ayrilmast degerlerinde
artty, kivam indeksi degerlerinde ise dusis
gorilmustir (P<0.05). Benzer sonuglarin elde
edildigi bir calismada (Akpnar vd., 2015), yazarlar
bu durumun depolama siiresi boyunca 6rneklerde
gorilen pH  distsiinden  kaynaklandigint
bildirmislerdir. Nitekim bu calismada da
depolama stiresi boyunca pH degerlerinin giderek
dustiigi belirlenmistir (Cizelge 5).
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Cizelge 5. Orneklerin depolama siiresindeki pH ve titrasyon asitligi degerleri (n=2)

Table 5. pH and titratable acidity values of the samples during the storage period (n=2)

Depolama Ornekler
Ozellik (Giin) Samples
Property Storage . Ortalama
Dy A B C D E e
1 45310005  44810.010  4.46+0.025  4.44%0.005 445+0.010  4.47+0.011A
7 43940.025  43140.030  431+0.015  4.30+0.005 43240010  4.32+0.0138
pH 14 42610030  4.1940.005  4.18+0.010  4.214+0.015 42340015 4.21+0.011¢
O;{jjj;“a 4.3940.0500  433+0.055>  4.3140.051>  4.3140.043>  4.33+0.042b
ik 1 0.68+0.005¢+  0.60£0.005¢>  0.56+0.0258>  0.42+0.000B  0.30+0.0058d  0.5140.045
a;t t(lw 7 0.76+0.0258  0.65£0.0208>  0.55+0.0108¢  0.47+0.0050  0.34%0.0054B¢  0.5540.049
0
T aits aid 14 0.83+0.0204  0.7410.0008  0.61+0.0204c  0.49+0.000Ad  0.37+0.015%  0.61+0.056
(%) OEC;::}‘;“ 0.7540.030  0.66+0.027  0.57+0.015  0.46%0.013 0.33+0.014

A (kontrol): %100 siit, B: %75 siit + %25 peyniralt suyu, C: %50 siit + %50 peyniralts suyu, D: %25 siit + %75

peyniraltt suyu, E: %100 peyniralt: suyu

Ayni satirdaki farkls kiigiik harfler ve aynt stitundaki farkli biiytk harfler istatistik olarak farkliligi ifade etmektedir

(P<0.05).

A (control): 100% milk, B: 75% milk + 25% whey, C: 50% milk + 50% whey, D: 25% milk + 75% whey, E: 100% whey
Values with the different lower case letters within the same row and upper case letters within the same column indicate the statistically

significant difference (P<0.05).

Fermente iceceklerin akis davranis indeksi
degerleri 0.32 ile 0.41 arasinda bulunmus olup,
PAS ilavesinin ve depolama siiresinin bu deger
lzerine istatistik olarak etkisinin bulunmadig
tespit edilmistir (P>0.05). Akis davrams indeksi,
Ornegin akis tipinin Newtonian akis tipinden ne
kadar uzaklagtiginin gostergesi olup (Berkay
Karaca vd., 2009), bu calismada bu degerin 1’in
altinda bulunmus olmast, 6rneklerin tamaminin
Newtonian olmayan akis tipine sahip olduklarint
belirtmektedir.  Fermente iceceklerinin
Newtonian olmayan akis 6zelligi gosterdigi, farkls
calismalarda da belirtilmistit (Penna vd., 2001;
Patocka vd., 2006).

sut

Orneklerin ~ depolama siiresince  belirlenen
mikrobiyel icerikleri Cizelge 7°de gosterilmistir.
Fermente iceceklerdeki PAS miktarinin artmast ile
orneklerin  Streprococcus spp. igeriklerinde dusiis
oldugu goézlenirken (P<0.05), Lactobacillus spp. -
Bifidobacterium spp. ve toplam aerobik mezofilik
bakteri icerikleri bakimindan 6rnekler arasinda
istatistik olarak bir farklilik olmadigr tespit
edilmistir (P>0.05). Bu durumu Laktobasillerin
dustik pH’ya karst daha dayanikli  olmast
(Yerlikaya, 2014) ile iliskilendirmek mimkindir.
Nitekim calismada, PAS oraninin  artmasiyla
orneklerin pH degerlerinde diistis oldugu tespit

edilmistir (Cizelge 5). Incelenen biitiin bakterilerin
sayist, depolama stiresi boyunca azalma egiliminde
olmustur (P<0.05). Bu durum muhtemelen,
depolama siiresince ortamda biriken laktik asidin,
bakterilerin gelisimini olumsuz etkilemesinden
(Tamugay-Ozinli ve Kocak, 2010)
kaynaklanmaktadir. Calismada belitlenen laktik
asit iceriklerinin, biitin Srnekler icin depolama
siresi boyunca artmis olmast bu durumu
desteklemektedir  (Cizelge 5).  Orneklerin
hicbirinde depolama siiresi boyunca maya-kiif
tespit edilmemistir.

Orneklerin duyusal analiz sonuglart Cizelge 8'de
verilmistir. Incelenen biitiin ézellikler (gériiniis,
yapy, lezzet, toplam kabul edilebilirlik) bakimindan
orneklerin ortalamalart arasindaki farklilik 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Depolama siiresi boyunca,
sadece lezzet Ozelligi agisindan farklilik oldugu
tespit edilmis ve 6rneklerin bu 6zellik bakimindan
panelistlerden aldiklart degerlerin zamanla giderek
arttigr gorilmistir (P<0.05).

Incelenen 6zelliklerin  tamami icin en diisiik
puanlar alan 6rnekler, en yiksek PAS icerigine
sahip D ve E 6rnekleri olmuglardir. Panelistler bu
iki 6rnegin renginin arzu edilmeyecek duzeyde
sartya yakin, kivaminin oldukea diisiik ve tadinin

43



N. Kanca, C. Altinay, R. Albayrak Delialioglu

da daha yavan oldugunu belirtmislerdir. A, B ve C
ornekleri  ise  belirtilen  butin  Szellikler
bakimindan depolamanin her giiniinde 4’in

edilmigtir (P>0.05). Dolayistyla duyusal 6zellikler
géz  Oninde  bulunduruldugunda, kontrol
Orneginin yani sira %25 ve %50 oraninda PAS

tzerinde puanlar almustir.  Toplam kabul  igeren 6rneklerin de fermente siit icecegi olarak
edilebilitlik puanlari incelendiginde, bu ti¢ 6rnegin tiketilebilirliginin oldugunu sOylemek
arasinda istatistik acidan farklilk olmadigi tespit ~ mimkiindiir.

Cizelge 6. Orneklerin depolama siiresindeki serum ayrilmast, kivam indeksi (K) ve akis davranis indeksi
(n) degetleri (n=2)
Table 6. Phase seperation, consistency index (K) and flow bebaviour index (n) values of the samples during the storage

period (n=2)

Depolama O'rnekler
Ozellik (Giin) Samples
Property Storage Ortalama

(Day) A B C D E Mean

1 2.0+0.00 5.0+1.00 8.0+2.00 44.040.00 97.0+0.00  31.2+12.108
Serum
’E‘(g/’film%l 7 3.00.00 6.0+1.00 10.5%1.50 48.5+1.50 97.5+0.50  33.1+12.10B
0
Phase
separation 14 4.0+0.00 9.0+2.00 34.0419.00 56.5+1.50 97.5+0.50  40.2+11.80A
(%) |

Ortalama 5 6 374 6.7+0.99<d 17.547.21c  49.7+2.38  97.3+0.21

Mean

1 12540.045  0.8740.015  0.7310.025  0.51£0.005  0.34+0.010  0.74+0.104A
Kivam
indeksi 7 1.1640.055  0.8410.055  0.6910.010  0.53£0.035  0.32+0.015  0.70+0.0964
(Pars)
Consistency 14 1.0540.025  0.7940.040  0.6510.015  0.38+0.005  0.33+0.010  0.64+0.089%
index (Pas)

Oj\t;j:;a 1.1540.041=  0.83+0.023>  0.69+0.017¢  0.47+0.031¢  0.3340.007¢

1 04140.000  0.39+0.035  0.34+0.005  0.33+0.015  0.38+0.000  0.37+0.012
Akt
davranis 7 040+0.015  0.38+0.035  0.33+0.000  03240.005  0.3940.045  0.36+0.014
indeksi
Flow
behavionr 14 0.36+0.025  0.38+0.065  0.32+0.050  0.41+0.035  0.34+0.060  0.360.019
index Ortal

;{;‘;Z‘a 0.3940.013  0.38+0.021  0.33+0.013  0.35+0.021  0.37+0.021

A (kontrol): %100 siit, B: %75 stit + %25 peyniraltt suyu, C: %50 siit + %50 peyniraltt suyu, D: %25 stit + %75
peyniraltt suyu, E: %100 peyniraltt suyu

Ayni satirdaki farkls kiiciik harfler ve ayni stitundaki farkli biyiik harfler istatistik olarak farkliligs ifade etmektedir
(P<0.05).

A (control): 100% milk, B: 75% milk + 25% whey, C: 50% milk + 50% whey, D: 25% milk + 75% whey, E: 100% whey
Valnes with the different lower case letters within the same row and upper case letters within the same column indicate the statistically
significant difference (P<0.05).
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Cizelge 7. Orneklerin depolama siiresindeki mikrobiyel icerikleri (n=2)
Table 7. Microbial counts of the samples during the storage period (n=2)

Microorganizma  Depolama ()fnekler
(log kob/ml) (Giin) Samples
Microorganism (log Storage Ortalama
df/ m) (Da) A b ¢ b E Mean
1 7.241£0.025  7.16%0.080  7.11£0.100  7.03£0.085  7.09+0.055 7.1240.0344
Lactobacillus spp. 7 71940015  7.0740.015  7.15%0.150  7.07+0.050  7.00£0.020  7.09+0.0334B
- Bifidobacterium
Spp- 14 7.08%£0.075  6.98%0.045  6.99£0.065  7.01£0.065  6.97£0.030 7.00+0.0238
O;\t;l;na 7.171£0.036  7.07+£0.041  7.08%0.059  7.03+£0.033  7.02+0.028
1 9.14£0.065  9.11+£0.050  9.01+£0.005  8.91+0.010  8.71+0.045  8.97£0.054A
7 9.03£0.010  9.05+0.050  8.94£0.005  8.86+0.040  8.71£0.035  8.921+0.043AB
Streptococcus spp.
14 9.13£0.005  8.98+0.075  8.83£0.030  8.771£0.025  8.64%£0.040  8.87£0.058B
Ogt;‘jjfa 9.10+0.027¢  9.05+0.036* 8.92+0.033> 8.85+0.030>  8.68+0.023¢
1 7.40£0.010  7.29%£0.050  7.13%£0.130  7.20£0.050  7.20%0.015 7.2410.0384
Toplam aerobik
mezofilik 7 7.14£0.070  7.13%£0.030  7.11£0.060  7.15%£0.050  7.10+0.015 7.1310.0184
bakteri
Total aerobic 14 7.00£0.100  6.96%0.125  6.971£0.040  6.94£0.110  6.92+0.095 6.9610.0348
mesophilic bacteria
OEC;[ZLHQ 7.18+£0.081  7.13+£0.071  7.07+£0.050  7.10+£0.061  7.07+0.058
1 nd nd nd nd nd
Maya-kif
Yeast-mold 7 nd nd nd nd nd
14 nd nd nd nd nd

A (kontrol): %100 siit, B: %75 stut + %25 peyniraltt suyu, C: %50 stit + %50 peyniraltt suyu, D: %25 sit + %75
peyniraltt suyu, E: %100 peyniraltt suyu

Ayni satirdaki farkls kiiciik harfler ve aynt stitundaki farkli biytk harfler istatistik olarak farkliligi ifade etmektedir
(P<0.05).

nd: Tespit edilmedi.

A (control): 100% milk, B: 75% milk + 25% whey, C: 50% milk + 50% whey, D: 25% milk + 75% whey, E: 100% whey
Valnes with the different lower case letters within the same row and npper case letters within the same column indicate the statistically
significant difference (P<0.05).

nd: Not detected.
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Cizelge 8. Orneklerin depolama siiresindeki goriiniis, yap, lezzet ve toplam kabul edilebilitlik ézellikleri

(n=2)
Table 8. Appearance, texture, flavor and total acceptability properties of the samples during the storage period (n=2)
Ornekler
Ozellik Depolama Samples
Proper: Storage
perty 4 A B C D B Ortalama
Mean
1 5.00%0.000 4.7210.285 4.2910.145 3.61£0.395 3.08%0.215 4.14%0.250
7 4.79%0.075 4.90£0.105 4.00£0.290 3.61£0.395 2.79%0.215 4.01£0.273
Gorunus
Appearance
14 5.00%0.000 4.8610.145 4.2910.000 3.58+0.285 2.9310.215 4.13%£0.267
O%Zna 4.93+0.049:  4.8240.094  4.19+0.010>  3.60+0.162c  2.93+0.110¢
1 4.50%0.070 4.22+0.215 4.11£0.105 3.40%0.395 2.64%0.070 3.7710.235
7 4.3610.355 4.75+0.250 4.25+0.250 3.75%0.400 3.00%0.290 4.02+0.218
Yapi
Texcture
14 4.71£0.000 4.93+0.070 4.321+0.180 3.36%+0.355 3.07+0.070 4.08+0.253
Ogt/[aj;;na 4.521+0.1142 4.63+0.1612 4.23+0.0932 3.50%+0.159b 2.90+0.116¢
1 4.43+0.000 4.50+0.070 4.11+0.105 3.15+0.145 2.72+0.145 3.781+0.2428
7 4.50%0.210 4.75%0.040 4.15%0.145 3.5710.140 2.93+0.215 3.9910.2267B
Lezzet
Flavor
14 4.8610.145 4.9310.070 4.43+0.285 3.50%0.210 2.79%0.075 4.10%£0.2834
Ogt;jzfa 460401060 4.73+0.084:  423+0.108>  341£0.112c  2.81 + 0.080d
1 4.79%0.075 4.54+0.035 4.22+0.215 3.40£0.395 2.79%0.215 3.94+0.259
Toplam
kabul 7 4.4310.140 4.75+0.040 4.00%0.000 3.71£0.000 2.931+0.360 3.96+0.217
edilebilitlik
Total 14 4.8610.145 4.93+0.070 4.50+0.210 3.36%+0.355 2.8610.145 4.10+0.288
acceptability
Ojt/[ajj;na 4.6910.1002 4.741+0.0762 4.241+0.1202 3.4910.154b 2.86+0.118¢

A (kontrol): %100 siit, B: %75 stut + %25 peyniraltt suyu, C: %50 stit + %50 peyniraltt suyu, D: %25 sit + %75
peyniraltt suyu, E: %100 peyniralt: suyu

Ayni satirdaki farkls kiictik harfler ve ayni sttundaki farkli buyiik harfler istatistik olarak farkliligs ifade etmektedir
(P<0.05).

A (control): 100% milk, B: 75% milk + 25% whey, C: 50% milk + 50% whey, D: 25% milk + 75% whey, E: 100% whey
Valnes with the different lower case letters within the same row and upper case letters within the same column indicate the statistically

significant difference (P<0.05).
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SONUC

Fermente iceceklerdeki PAS oraninin artmas ile,
orneklerin toplam kurumadde, yag, protein ve kiil
iceriklerinin, PAS’1n s6z konusu bilesenleti stite
kiyasla daha disitk miktarda icermesine baglt
olarak dustiigi tespit edilmistir. Renk analizi
sonucu elde edilen sonuglara gére, 6rneklerdeki
sarthk ve vyesillik, PAS miktarinin artmast ile
beklendigi gibi artmistir. PAS ilavesi 6rneklerin
pH ve titrasyon asitligi degerlerini etkilemis ve
depolama siiresi boyunca pH degerlerinde dusts,
%laktik asit iceriklerinde ise artis oldugu
belitlenmistir. Fermente iceceklerdeki PAS
oraninin degismesi ile birlikte, 6rneklerin serum
ayrilmast ve kivam indeksi degerlerinde de
degisim oldugu goézlenmistir. En yiiksek PAS
icerigine sahip D ve E Orneklerinin serum
ayrilmast  degerleri depolama siiresi boyunca
oldukea yiiksek, kivam indeksi degetleri ise diger
Orneklere kiyasla daha dustik bulunmustur. Akis
davranis indeksi degeri bakimindan 6Srnekler
arasinda farklilik olmadig1 tespit edilmistir. PAS
miktar1, orneklerin Streptococcns spp. igeriklerini
etkilerken, Lactobacillus spp. - Bifidobacterinm spp.
ve toplam aerobik mezofilik bakteri igeriklerine

herhangi bir etkisi olmamustir. Incelenen
bakterilerin sayilarinda depolama boyunca dusis
oldugu  belitlenmis,  6rneklerin  higbirinde

depolama siiresince maya-kif tespit edilmemistir.
Incelenen duyusal 6zellikler (goriiniis, yapy, lezzet,
toplam  kabul  edilebilitlik)  bakimindan
panelistlerden en digiik puanlart D ve E 6rnekleri
almis, toplam  kabul edilebilitlik  Szelligi
bakimindan diger 3 6rnek (A, B ve C) arasinda
farklilik olmadigt tespit edilmistir. Calismada
incelenen 6zelliklerin tamami dikkate alindiginda,
%25 ve %50 oraninda PAS igeren 6rneklerin (B
ve C) peyniralti suyu-bazli fermente icecek olarak
kabul edilir 6zelliklere sahip oldugu sonucu ortaya
ctkmaktadir. Stabilizatér ilavesi yaparak, serum
ayrilmasinin azaltilmasi, viskozitenin artirilmast ve
yapinin iyilestirilmesi sonucunda 6rneklerin kabul
edilebilitliginin artirlabilecegi; ayrica, lezzetin
iyilestirilebilmesi ~ i¢in, tuz  veya  gesitli
meyvelerden/ aroma maddelerinden yararlan-
manin faydali olabilecegi distintilmektedir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin makale ile ilgili herhangi bir kisi veya
kurum ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZARLARIN KATKISI

Nazli Kanca, c¢alismanin planlanmast  ve
yuratilmesi streci ile, gerceklestirilen tretim ve
analizlerin tamamit ile sonuglarin yorumlanmast ve
makalenin yaziminda gérev almistir. Canan
Altinay, calismanin  planlanmasi, Gretim ve
analizlerin tamami ile sonuglarin degerlendirilmesi
ve makalenin yaziminda gorev almustir. Rabia
Albayrak Delialioglu, elde edilen sonuglarin
analizi ve yorumlanmasina katkida bulunmustut.
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o0z

Uyanik kalmaya ve yorgunlugun baslamasini 6nlemeye yardimet oldugundan, kafein icerikli gidalar dinya
capinda siklikla kullanilmaktadir. Bu sebeple hem gida hem de farmasétik amaclt kafein kullanimina yonelik
arastirmalar son yillarda artmustir, fakat yaygin olarak oral yolla alinan kafeinin gastrointestinal sistem boyunca
ona eslik eden salyadaki miisin proteini ile olan etkilesimi hakkinda bir arastirma bulunmamaktadir. Bu
calisgmamizda kafein ve miisin molekiilleri arasindaki etkilesim floresan spektroskopi teknigi kullaniarak
arastirtlmustir. Deneysel sonuglar kafein molekiillerinin musin proteininin floroforlari tizerine séndirme
etkisi oldugunu gostermistir. Bu etki hem agiz/bagirsak ortamina yakin pH 7 hem de mide ortamina yakin
pH 3 degetlerinde, her kafein molekilii bir protein molekiili ile etkilesime girmesi ve bu etkilesimin statik
floresan séndiirme mekanizmasinin ¢alismasina sebep olmasiyla gerceklesmektedir. Kafein ve miusin
etkilesiminin kafein konsantrasyonu arttikca, Ozellikle de mide ortaminda, hizla arttigimi gésteren bu
caligmamiz, kafeinin sindirim ve biyoyararlilik calismalarina temel olusturabilecektit.

Anahtar kelimeler: kafein, misin, floresan séndtirme, pH, Stern-Volmer

INVESTIGATION OF THE INTERACTION BETWEEN CAFFEINE
MOLECULE AND MUSIN PROTEIN BY FLUORESCENCE SPECTROSCOPY
TECHNIQUE

ABSTRACT

Caffeine-containing foods are frequently used around the world, as it helps to stay awake and prevent
the onset of fatigue. Therefore, research on the use of caffeine as a food or pharmaceutical purposes
has increased in recent years. However, there is no research for the interaction of caffeine with the
mucin protein in saliva that accompanies the orally ingested molecules throughout the gastrointestinal
tract. In this study, the interaction between caffeine and mucin was investigated using fluorescence
spectroscopy technique. Experimental results showed that caffeine molecules have a quenching effect
on the fluorophores of mucin protein. This effect occurs when each caffeine molecule interacts with
one protein molecule via the static fluorescence quenching mechanism. Moreover, the interaction of
caffeine and mucin was enhanced as the caffeine concentration increases, especially in the stomach
environment. After all, this study may provide a good basis for the digestion and bioavailability
studies of caffeine.

Keywords: caffeine, mucin, fluorescence quenching, pH, Stern-Volmer
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Kafein-musin etkilegimi

GIRIS
Dinyada tiketimi yaygin olan bazi iceceklerin
icerisinde kafein bulunmaktadir. Yetiskin niifusun
yaklastk %80'i her giin kahve veya cay icmektedi.
Kahve ve cayda ortalama 2-3 mM kafein
bulunmaktadir (Lisko vd., 2017). Dogal uyarict bir
madde olan kafein az miktarda kakao icinde de
bulunmakta ve yogun karakteristik acims: tad:
sebebiyle kola gibi bazt asitli iceceklere de
eklenmektedir.

Bir alkaloid tiirii olan kafein molekiliiniin, beyni
ve merkezi sinir sistemini uyararak calistigl,
béylece uyanik kalmaya ve yorgunlugun
baslamasit  6nlemeye  yardimct  oldugu
bilinmektedir. Bu sebeple, kafein molekiliinin
hem gidalarda hem de ila¢ tiirii driinlerde katki
maddesi olarak kullanilmast giin  gectikee
artmaktadir. Ornek olarak kafein, soguk alginligt
ilaglar, analjezikler, anorektanlar ve amfetamin
benzeri olarak bilinen wuyarict veya uyarici
karisimlarin bilesenlerinde de tiketilir (Grosso
vd., 2017).

Kafeinin ayrica farmakokinetik ve
farmakodinamik Ozellikleri oldugu
belirtilmektedir  (Alsabri  vd.,2018). Kafeinin
bagirsak  mikrobiotasin1  degistirebildiginden
dolayt  anti-enflamatuar  etkilerinin  oldugu
belirtilmistir. ~ Hucresel, hayvan ve insan

calismalarindan elde edilen kanitlara gére kafein
bagirsak  mikrobiyotasinin  yapisinda  ve
fonksiyonunda degisiklikler meydana getirir. Bu
degisiklikler ~ majér  filumlar  (Profeobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes ve Firmicutes) arasindaki
oran degisiklikleridir (Pan vd., 2016). Bagirsak
mikrobiotasindaki bu  degisiklikler polifenol
biyotransformasyonunda 6nemli role sahiptir ve
obezite karsiti etki yaptigr belirtilmigtir. Bu
sebeple,  kafeinin  bagirsak  ve  bagirsak
mikrobiotasinda olumlu yonde etkileri oldugu
sOylenmektedir (Moco vd., 2012). Diger yandan,
kafein fazla tiiketildiginde mide kanserine sebep
olabilecegi yoniinde bulgular vardir (Grosso vd.,
2017). Bunun da sebeplerinden birisi olarak
kafeinin, insan mide miisin salgilayan hiicrelerinde
misin  salgilanmasini  inhibe etmesi oldugu
dustnilmektedir. Mukus sekresyonunun
azalmasi, kafein nedeniyle gastrik mukozal hasarin

o6nemli faktotrlerinden biri olabilir (Hamada vd.,
1997).

Genel olarak baktigimizda kafein ister gidalarla
ister farmakolojik trtinletle alinsin, bulgular oral
yolun kafeinin en yaygin uygulama yolu oldugunu
gostermektedir ve kafeinin tam emilimi ince
bagirsakta gerceklesir. Kafein oral yolla alinip

bagirsakta emilene kadar salya ona eslik
etmektedir. Salyanin biytik kismint misin isimli
proteinler olusturmaktadir. Misin, salya ve

midesel sivilarin temel proteinidir (Bansil ve
Turner, 2006). Misin, yiksek derecede
glikozilasyona sahip, yitksek molekiler agiliklt
(0,5-40 MDa), ampifilik karakterli ve pH 2-3
araliginda seyreden diisiik izoelektrik noktasina
sahip olan bir proteindir (Svensson ve Arnebrant,
2010). Farkli organlardaki miisin proteinleri,
kompozisyon, yapt ve biyofiziksel acilardan
6nemli farkliliklar géstermektedir. Bu farkliliklarin
hem hidrofobik u¢ bélgelerinden hem de farklt
tip, miktar ve pozisyonda negatif yik iceren
merkez  bolgesinden  kaynaklandigt  rapor
edilmigtir (Bansil ve Turner, 2006; Madsen vd.,
2016).

Kafeinin oral prosesteki tat salinimi, midede
gastrik asit sekresyonunu uyarmast (Hamada vd.,
1997), emilimi ve bagirsak mikrobiyotasin
etkilemesi (Moco vd., 2012) gibi durumlar, tim bu
strecte ona eslik eden misin proteini ile olan
etkilesimi  sonucu  olabilecegi  hipotezini
kurmamizt saglamustir. Yapugimiz arastirmalarda
misin proteini ile kafein molekilinin etkilesimini
aragtiran  bir calismaya rastlanmamistir. Bu
cetkilesimin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi
kafeinin ag1z, mide ve bagirsaktaki etkilerine 151k
tutabilir. Protein-ligand etkilesimleri, kii¢lik ilag
molekiillerinin canlt sistemlerde taginmast ve
dagiliminda 6nemlidir (Islam vd., 2016).

Bu calismamizda, kafein ve misin arasindaki
etkilesimi anlamada floresans spektroskopi teknigi
uygulanmustir. Floresans spektroskopisi intirinsik
floroforlarin  varhgina dayali bir  tekniktir.
Proteinlerin igerisindeki triptofan, tirosin ve
fenilalanin amino asitleri floresans emisyonu verir
ve bu emisyon  spektrumlarmin  hem
yogunlugundaki hem de maksimum tepe
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noktasindaki degisimler, bu amino asitlerin ve
dolayistyla proteinin konformasyonel degisimleri
veya bulundugu ortamdaki farklilasmalari
hakkinda bilgiler saglar (Lakowicz, 20006). Bu
sebeple misin proteinindeki kafein vatliginda
olusan muhtemel degisimleri ve bu iki molekiil

arasindaki  etkilesimi  gOstermede  floresans
spektroskopi  teknigi optimum  tekniklerden
biridir.

MATERYAL VE YONTEM

Ornek hazirlama

Arastirmada  kullanilacak  ¢ozeltiler;  domuz

(porcine) gastrik miisini (PGM) (Tip I1I) ve kafein
yuksek saflikta (> %98.5) Sigma-Aldrich’den (St.
Louis, Missouri, USA) satin alinmustir ve ekstra bir
purifikasyon yapilmadan kullanilmistir. Protein ve
kafein ¢ozeltilerinin gerekli konsantrasyonlart 10
mM  fosfat tampon ¢Ozeltisi (PBS) ile
hazirlanmistir.

Floresan spektroskopi 6lgiimleri

Tum intirinsik  floresans  Slcimlerinde  FS5
Spectrofluorometer  (Edinburgh Instruments,
Livingston, UK) kullanlmustir (150 W Xenon
lambast ve PMT (single photon counting
photomultiplier) dedektorty). Ekzitasyon
dalgaboyu (Aey) 280 nm ve emisyon dalgaboyu
290-420 nm araliginda ayarlanarak her 2 nm’de
6lgtim alinmustir. Olgiimler oda sicakliginda 10
mm quartz kiivet kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kafein  molektllerinin ~ misin  proteininin
floroforlart tzerine sondirme etkisini
gozlemleyebilmek icin kafein ¢ozeltilerinden O —
10 pM arasinda bir seyreltme serisi hazirlanmigtir.
Her 6l¢tim isleminde secili konsantrasyondan 1
mL kafein ¢ozeltsi ile 1 mL'lik 1 mg/mL

konsantrasyonundaki miisin ¢Ozeltisine
eklenmistir. Protein cozeltisine (miisin) sabit
hacimdeki  séntmleyici  (kafein) eklenmesi
seyreltme etkisi sonucu olusan

komplikasyonlardan ka¢inmamizi saglamaktadir.
Olgiimlerin  alinacagt  emisyon  dalgaboyu
araliginda kafein molekilleri, protein floresans
emisyonu etkileyecek bir enerji absorbsiyonuna
sahip degildir fakat kafein molekillerinin olast
ufak absorbsiyon etkilerini de ortadan kaldirmak
icin her kafein konsantrasyonu icin bir blank (ko)

hazirlanmis (yani kafein ¢Ozeltilerinin tek basina
floresans emisyon siddetleri dl¢tlir) ve bu blank
(kor) ilgili karmisimin emisyon spektrumundan
ctkarilarak musin proteinin floresans siddetindeki
degisim net olarak gbzlemlenmistir
(Papadopoulou vd., 2005; Brandao vd., 2017).

Olgiimler sonunda Stern-Volmer grafigi cizilip
sondirme katsayist hesaplanmistir.  Séndiirme
katsayist degerine gore sondiirmenin dinamik veya
stattk oldugu saptanabilmektedir. Floresans
sondirme analizi asagida verilen Stern-Volmer
formiliine gore yapimistir (Lakowicz, 2006):

Fofe=14Ka [Q] =1 + K, 70 [Q]
Fp: misin olmadigt durumdaki floresans siddeti
F: musin varliginda elde edilen floresans siddeti
K., : Stern-Volmer séndlrme sabiti
K, : Bimolekiiler séndiirme sabiti
[0] : misin konsantrasyonu

Stern-Volmer grafigi Fo/F degerine karsilik [Q]
degeri olarak cizildiginde elde edilen regresyon
egrisinin egimi Ky degerini verir. Ksv degeri
sondirme  verimini  ve/veya  sénimleyici
molekilin florofora erisilebilirligini  yansitir.
Boylelikle kafein ve misinler arasi etkilesim
giciinin bir gdstergesi olmaktadir (Mensi vd.,
2013). Kg, bimolekiler sondiirme sabitidir ve
Ko/t'a esitir (M s'). Bununla bitlikte 1o
sondiricinin yoklugunda floroforun Smriidir
(108 s).

Floresan séndirme hem statik hem de dinamik
sondirmeyi igerir ve maksimum dinamik sabit,
sulu bir ¢6zeltide 2.0x1010 M-1 S-'dir (Lakowicz,
2006). K¢'nin maksimum dinamik sabitten biyiik
oldugu durumda, statik sondirme baskindir.
Statik sondiirme sabitleri agagidaki ¢ift-logaritmik
denkleme gére hesaplanabilmektedir.

Fo—F
log[ ] =log K, + nlog|[Q]
Bu denklemde K4, grafigin ordinat ile kesisimidir
ve baglanma sabitini verir. Grafigin egiminden ise
7 degeri hesaplanir ve baglama noktalarinin
saylsint verir.

Floresans emisyon siddetindeki azalma iki
molekiil arasindaki baglanma derecesi hakkinda
bilgi verirken, Aem degerindeki kaymalar ise Trp
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cevresindeki  degisimleri  dolayistyla  protein
konformasyonundaki degisimleri géstermektedir.

Istatistiksel analiz

Tum deneyler t¢ kez tekrarlanarak, veriler
“ortalama * standart sapma” olarak temsil
edilmistir. Coklu karstlastirmalar icin veriler,
varyans analizi (ANOVA) icin SPSS yazilimi
(Windows igin stiriim 16.0, SPSS Inc.) kullanilarak
istatistiksel analize tabi tutulmustur.

SONUCLAR VE TARTISMA

Floresan sondiirme galigmalar1

Kafein  molekillerinin protein ile
etkilesimini ve kafeinin musin molekiillerinin
floresan siddeti Uzerine sondirme etkisini
gozlemlemek icin artan konsantrasyonlarda kafein
¢Ozeltisinin protein ¢cOzeltisine
eklenmesiyle floresan emisyon spektrumlart elde
edilmistir. Sekil 1’de gosterildigi tizere hem pH 7
hem de pH 3 ortaminda artan kafein
konsantrasyonu, miisin proteininin floresan
yogunlugunda kademeli distise neden olmustur.
Diger bir deyisle, kafein molekilleri misin
molekiilleri tUzerinde floresan séndiriicii olarak
etki etmistir. Floresan sondirme, sondirict
molekiller ile c¢esitli molekiler etkilesimler
sebebiyle bir floroforun floresan kuantum
veriminin azalmasidir (Papadopoulou vd., 2005).
Floresan sondiirme icin florofor ile sondirict
arasinda molekiiler temas gereklidir. Molekiiler
etkilesim veya ¢6ziicii bilesimindeki degisiklik
nedeniyle, floroforun uyarlma ve emisyon
davranist degistirilebilir. Ornegin, Tyr solvent
polaritesine karst nispeten duyarsizdir, Trp ise
polariteye ve/veya yerel ortama buyik 6l¢ide
bagimhdir (Lakowicz, 2006). Bunun nedeni, yakin
iki izoenetjik gecise sahip Trp'nin benzersiz
sekilde karmagik floroforudur; bununla birlikte,
Try emisyonunun tek bir elektronik durumdan
meydana geldigi gériilmektedir.

musin

musin

Sekil 1°de mtusin proteininin kendisinin (kafein
varligindan bagimsiz olarak) bir adet genis
floresan emisyon piki verdigi gérilmektedir. Bu
tip  pikler, proteinin  floresan  emisyon
yogunluguna Trp’a ek olarak Tyr rezidilerinin de
katkida bulundugunu gostermektedir.
Proteinlerin floresan emisyonuna, en uzun dalga

boyunda absorblayan Trp hakimdir. Trp
varliginda proteinde fenilalanin (Phen) ve Tyr
amino asitleri bulunmasina ragmen

absorbladiklar1 enerji esas olarak Trp'a aktarilir.
Protein floresanst genellikle 280 nm'de uyarilir,
ancak Phen, maksimum 282 nm'ye yakin
yapilandirilmis bir emisyon sergiler. Bu nedenle
cok kii¢tik bir kuantum verimine sahip olan Phen,
bu ¢alismada oldugu gibi uyardmamustir. Tyr ve
Trp'tn sudaki maksimum emisyonlari sirastyla 303
nm ve 350 nm'de gergeklesir (Lakowicz, 2000).
Boylece, Sekil 1’de gbzlemlenen emisyon tepe
noktalar;, 280 nm'de hem Tyr hem de Trp'in
absorbansindan kaynaklanmaktadir. Ote yandan,
Tyr'den Trp'a rezonans enerji transferleri art arda
gerceklesir, bu nedenle Try'in ¢ogu proteinin
emisyonuna  yalnizca  kiicik  bir  katkist
gozlemlenebilir, geri kalan enerji bu ¢alismada da
oldugu gibi Trp rezidilerinin genis bir pik
vermesine sebep olur.

Kafein konsantrasyonun miisin proteinlerinin
floresan yogunlugu Uzerine etkisini daha net
gorebilmek i¢in  her bir konsantrasyonun
sondirme  ylUzdesi hesaplanarak  Sekil  2’de
gosterilmistir. Ortam pH’1 7 oldugunda 0.12 uM
kafein konsantrasyonunda % 25.5£0.5 oraninda
bir sondiirme olurken, kafein miktart 5 pM
oldugunda sondirme orant % 93.9%0.3%
ctkmaktadir. S6ndiirme ytzdeleri pH 3 ortaminda
genel olarak pH 7’ye gbre daha dusiik olmakla
beraber, benzer sekilde 0.12 pM’dan 0.12 pM’a
artan  kafein  konsantrasyonu daha fazla
séndiirmeye sebep olmustur (strastyla % 11.9+0.5
ve % 86.410.4).

Misin proteininin kafein icermedigi durumdaki
floresan yogunluklar karsilastirildiklarinda pH
7’de pH 3’e gore daha yiiksek degere sahip oldugu
gorilmektedir. Bununla birlikte pH 7’de kafeinin
daha fazla séndirme etkisi olmustur. Bu durum
sasirtict  degildir, ¢lUnkdi misinin  izoelektrik
noktasinin 2 ile 3 arasinda yer aldig bilinmektedir
(Bansil ve Turner, 20006) ve dolayistyla pH 3’de net
yukil neredeyse sifirdir. Bu veriler, misin protein
yapisinda pH''m Onemine ve sonu¢ olarak,
musinin kafein ile etkilesime girme yetenegine
floresan rezidilerinin yan zincirlerindeki yiik
miktarlarinin katkisina isaret etmektedir.
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Artan kafein konsantrasyonu ve farkli pH ortamlarinda miisin proteininin floresan emisyon

spektrumlart (Aex: 280 nm)
Figure 1. Fluorescence emission spectra of mucin protein at different caffeine concentration and Ph
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Floresan yogunlugunun yani sira maksimum
emisyon dalga boyu (Ama) degerindeki degisimler
de ¢6zici ortaminin ve molekiler etkilesimin
etkileri hakkinda 6nemli ipuglart verebilmektedir.
Farkli pH degerlerindeki tampon ¢&zeltilerinde
miisin i¢in gbzlenen tim Amax degerleri, tek bagina
Trp indol grubu igin Am. degerinden biraz daha
kisadir (Aem = 340 nm) (Lakowicz, 20006). Bu
durum misinin ana floresan rezidilerinin
proteinin ¢6zlct ile temas halindeki yilizey
bélgesinde degil de, sulu ¢oziiciden daha etkili bir
sekilde  korundugu  hidrofobik  bdlgelerde
bulundugunu gosterir. Fakat miisin proteininin
maksimum floresan yogunlugu verdigi dalga boyu
pH 7’de 332 nm iken pH 3’te 328 nm olmustur
(Sekil 1 ve Cizelge 1). Yani ortam pH 7°den pH
3e degistirildiginde 4 nm’lik daha digik dalga
boyuna kayma (maviye kayma) gbzlemlenmistir.
Emisyonun daha uzun dalga boyuna kaymast
(kirmiziya kayma — red shift), genellikle proteinler

aclldiginda meydana gelir ve bu, proteinlerin
kompakt yapisinda 6nemli bir kayip oldugunu
distinduriir. Diger yandan floroforlar dogal
proteinin icine gdmiilii haldeyse daha kisa dalga
boyunda emisyon verir (maviye kayma- blue shift)
(Lakowicz, 2000). Gastrik musinin, pH = 4'te
rastgele halka konformasyonundan, misin
molekiillerinin pH < 4'te bir araya toplandig
anizotropik ve daha kompakt bir konformasyona
dogru bir konformasyonel degisime ugradig
bilinmektedit (Celebioglu vd., 2015). pH 3'te
misin molekilleri protonlanir ve negatif yik
degeri diser (Celebioglu vd., 2020). Bu, daha 6nce
yaptigimiz zeta potansiyel calismalart sonucunda
gosterilmistir (Yimaz vd., 2021). Bu ¢alisma
sonuclart da daha distk Am. vererek pH 3
degerinde miisin  molekiiliinde katlanmalar
meydana geldigini kanitlamistir.
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Cizelge 1. Kafein misin etkilesiminin pH 7 ve pH 3 ortamlarinda Stern-Volmer (K,,), bimolekiiler
séndirme (K,) ve baglanma sabitleri (K4 ve #) ile maksimum floresan dalga boyu (Amax) ve ulasilabilir
florofor degertleri (f;)

Table 1. Stern-Volmer (Ks,), bimolecular quenching (K,), and binding constants (K4 ve n) of the caffeine-mucin
interaction in addition to the maximum flnorescence wavelength (Ana) and accessible fluorophore (f,)

Stern-Volmer sabitleri

Cift-logaritmik regresyon degerleri

pH Stern-1"olmer constants Double-logarithmic regression values £ Amax

Ko (10 L mol!) Ky (106 L mol") Ka (105 L mol) n R2 (nm)
7 1.18 1.18 0.985 1.67 0.70 0.988 0.84 332
3 1.13 1.13 0.960 1.10 0.94 0.980 1.03 328

Stern-Volmer ve baglanma katsayilar:

Kafein  konsantrasyonunu  artirarak — misin
floresan sondirmeyi actklamak icin Sekil 3'te
sunulan Stern-Volmer grafikleri, deneysel olarak
Olgilen F ve Do degerleri kullanmilarak elde
edilmigtir. Her iki pH degerinde de lineer Stern-
Volmer egrileri bulunmustur. Bu genellikle,
proteinin tim ana floresan rezidilerinin ¢6zici
tarafindan esit olarak erisilebilir oldugu anlamina
gelir. Tki florofor popiilasyonu mevcutsa ve bir
sinif sondiirticti tarafindan  erigilebilir  degilse,
Stern-Volmer cizimleri dogrusalliktan x eksenine
dogru sapar (Giraddi vd., 1996). Misin
proteininin floresan rezidilerinin esit olarak
erigilebilir olup olmadigindan emin olmak igin
ulasilabilir floresan kesti (f) asagidaki formdl ile
hesaplanmustir.

Fy Fy 1 1 4 1
AF  Fy—F faKa [Q] fa

1/[0]  degerine karsihk Fy/AF grafigi lineer
olarak bulunmus ve bu lineer egrinin egimi 7/(f,
K,) degerini ve ordinat ile kesisimi ise 7/f, degerini
vermistir. Hesaplanan ve Cizelge 1’de verilen f,
degerleri her iki pH ortaminda da yaklasik 1’dir.
Bu da tim floresanin soéndirilebilir Trp'den
kaynaklandigi anlamina gelmektedir. Dolayistyla
bu veriler, Stern-Volmer egrilerinden elde edilen,
tim ana floresan rezidilerinin séndurilebilir
oldugu ve protein i¢inde gémili veya séndirict
tarafindan kullanilamayan kisimlarin  olmadig
verilerini desteklemektedir.

Stern-Volmer grafiklerinin = dogrusalligi  aynt
zamanda sadece bir tip sondiirme mekanizmast
oldugunu ve bunun dinamik veya statik
olabilecegini isaret etmektedir. Mdusin-kafein

sistemi icin Stern-Volmer sondiirme sabiti olan
K- degetleri [Q]’ya karsihk Fo/F grafiginin
egiminden hesaplanmaktadir  (Sekil 3) ve
sondirme verimliligini ve sondiriicti kafeinin
musin  floroforuna erisilebilitligini  yansitir
(Papadopoulou  vd.,  2005).  Bimolekiiler
sondirme  sabiti 4, ise Ky/t oranindan
hesaplanmaktadir. Hesaplanan Ky ve £, degerleri
Cizelge 1’de verilmistir. Her iki pH icin de 4,
sabitleri maksimum dinamik s6ndiirme sabiti olan
2.0x1010 M- S-! degerinden buylik oldugu icin
musin-kafein  sisteminde  statik  sondirme
baskindir.

Sekil 3b’de gosterilen diger bir durum ise pH 3
ortaminda artan kafein konsantrasyonunda Stern-
Volmer egrisi dogrusalliktan kayabilmekte ve y
cksenine  dogru  yukart  dogru  egrilik
gosterebilmektedir. Stern-Volmer denkleminden
(yukari dogru egimli grafikler) pozitif sapmalar
genellikle séndirme miktari biyiik oldugunda
tespit edilir (Branddo vd., 2017). Stern-Volmer
grafiginden bu tir bir sapma, statik séndiirme
islemine atfedilir ve genellikle "eylem alami"
modeliyle actklanir (Giraddi vd., 1996; Lakowicz,
1999). Bu modele gore yine statik séndiirme
gerceklesir ve florofor tam uyarilma aninda
sondiriici molekil ile bitisik halde bulunur.
Musin-kafein sisteminde de, kafein molekilleri
tam uyarlma aninda misin  molekilleriyle
etkilesim sonucu floresan-olmayan-kompleks
olusturarak statik sondirmeye sebep oldugu
distntlmektedir. Bu durum pH 3’de ve artan
kafein konsantrasyonlarinda daha etkilidir.

Musin ve kafein molekillerinin etkilesiminde rol
alan baglanma bolgelerinin = sayist  (#) cift-
logaritmik regresyon egrisinden hesaplanmistir
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(Sekil 4). Her iki pH noktasinda da # degerleri 1’e
yakindir. Bu da demek oluyor ki bir kafein
molekild, bir musin molekiild ile molekiller arast

etkilesime girebilmektedir. Yine cift-logaritmik
regresyon  egrisinden  hesaplanan  baglanma
sabitleri (Ka) ise pH 3’te 1.10 iken pH 7’de

¢apraz  baglanma yoluyla bagimsiz olarak 1.67dir.
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Sekil 3. Kafein ve musin etkilesiminin pH 7 (a) ve pH 3 (b) ortamlarindaki Stern-Volmer egrileri
Figure 3. Stern-1"olmer plots for the caffeine-mucin interaction at pH 7 (a) and pH 3 (b
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Baglanma sabitinin pH 7 noktasinda biraz daha
buyik olmast ayni kafein konsantrasyonlarinda
olmasina ragmen pH 7 ortaminda kafein
molekiillerinin misin proteini ile etkilesime girme

egiliminin daha ylksek ve glg¢li oldugunu ima
etmektedir. Kafein varliginda misin floresan
yogunlugundaki distisiin pH 7°de daha fazla olusu
da bu sonuglart desteklemektedir (Sekil 2).
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Sekil 4. Kafein ve misin etkilesiminin pH 7 ve pH 3 ortamlarindaki Cift Logaritmik Regresyon egrileri
Figure 4. Double-logarithmic regression plots for the caffeine-mucin interaction at pH 7 and pH 3

Kafein molekdllerinin proteinletle bag yapabildigi
ve bunun sonucu proteinlerin floresanlarint statik
sondiirme  mekanizmast  ile  séndirddgi
literatirde  bulunan bazt  calismalarda da
gosterilmistir. Kafein molekillerinin bovin serum
albimin proteini ile sadece tek bir baglanma
bélgesinden (#=1), bovin hemoglobin ile ise 5
bélgeden (#=5), etkilesime girerek statik floresan
sondirmeye sebep oldugu gézlemlenmistir (Bian
vd., 2006; Wang vd., 2009). Bovin serum albiimin
tek zincirli bir proteinken, bovin hemoglobin ise
tetramerdir. Bu durum protein yapisinin kafein
molekdilleri ile baglanma derecesini etkiledigini
gostermektedir. Misin  proteini kafein
arasindaki etkilesimi inceleyen bu calismada da
pH’a bagli protein yapisindaki degisimlerin benzer
sekilde kafein molekilleri ile olan etkilesimini
etkiledigi g6zlemlendi.

ve

Sonug olarak hem pH 7 hem pH 3 ortaminda her
kafein molektli bir protein molekilid ile

ctkilesime girmektedir ve bu etkilesim statik
floresan sondiirme mekanizmasinin calismasina
sebep olmaktadir. Ozellikle diisiik  kafein
konsantrasyonlarinda kafeinin musin ile etkilesimi
pH 7’de daha fazla ve etkilesim sonucu olusan
baglar nispeten daha giiclidir. Fakat pH 3
ortaminda kafein konsantrasyonu 2 uM tzerine
ctktiginda kafein molekiilleri, zaten katlanmus
yapida bulunan miisin proteinlerinin etrafinda
bulunarak tam uyarilma aninda séndirilmesine
sebep olmaktadir. Biyolojik ortamlarda molekiiler
etkilesimleri etkileyecek birden fazla parametre
olmasina karsin bu ¢alismanin sonuglari, kafein
molekillerinin gastointestinal sistemde en yogun
bulunan misin proteini ile hem agiz/bagirsak
ortamt olan pH 7 hem de mide ortamina yakin
deger olan pH 3’te etkilesime girebildigini ve bu
etkilesimin  kafein konsantrasyonu arttikca,
Ozellikle de mide ortaminda, hizla arttigi
gostererek  kafeinin sindirim ve biyoyararhlik
calismalarina temel olusturabilecektir.
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oz

Bu ¢alismada, bogtrtlenler mikrodalga (100 W) ve sicak hava (70°C) kurutmaya tabi tutularak kuruma
kinetigi parametreleri ve kurutulmus triiniiniin bazt kalite 6zellikleri belirlenmistir. Kurutma yénteminden
bagimsiz olarak arastirlan kurutma modelleri arasindan Logaritmik modelin en yitksek belirlilik katsayilarina
(R?=0.9813-0.9827) sahip oldugu tespit edilmistir. Kurutulmus bogirtlen 6rneklerinde, su aktivitesi, renk,
hidroksimetilfurfural-(HMF), toplam monomerik antosiyanin-(TMA) ve siyanidin-3-glukozit analizleri
gerceklestirilmistir. Sicak hava ile kurutulan 6rneklerin renk parametrelerindeki (I, a*, /* ve AE*) degisim
mikrodalga ile kurutulanlara kiyasla daha yiiksek orandadir. HMF (0.50-1.54 mg/ kg KM) olusumunun ise
mikrodalga ile kurutulan bégirtlenlerde daha disik diizeyde oldugu gozlemlenmistit. TMA iceriginde
(54.03-576.82 mg/100 g KM) mikrodalga kurutma ile meydana gelen azalmanin diger yonteme kiyasla daha
distk oldugu belitlenmistir. Benzer sekilde, siyanidin-3-glikozid (23.92 — 320.4 mg/100 g KM) sicak hava
kurutmada daha yiiksek oranda parcalanmistir. Elde edilen sonuglara gére, kalite 6zellikleri ve kuruma hizi
bakimindan mikrodalga kurutmanin bégiirtlen kurutmada 6nemli avantajlar sagladigt belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: Bogurtlen (Rubusfruticosus), kurutma, modelleme, fenolik madde, hidroksimetilfurfural

EFFECTS OF DIFFERENT DRYING METHODS ON QUALITY ATTRIBUTES
OF BLACKBERRY AND DRYING KINETIC

ABSTRACT

In this study, the compatibility of drying kinetics and some quality attributes of dried product were
determined by subjecting blackberties to microwave (100 W) and hot air (70°C) drying methods. The
experimental results showed that the Logarithmic model was the best fitted model among the
investigated drying models regardless of the method of drying (R?=0.9813-0.9827). Water activity,
color, hydroxymethylfurfural-(HMF), total monomeric anthocyanin-(TMA) and cyanidin-3-glucoside
analyzes were performed on dried blackberry samples. The change in color parameters (L*, a*, b*
and AE*) of samples dried with hot air is higher than those dried with microwave. HMF (0.50-1.54
mg/kg DM) formation was observed to be lower in microwave dried blackberries. It was determined
that the decrease in the TMA content (54.03-576.82 mg/100 ¢ DM) after microwave drying was
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lower. Similarly, cyanidin-3-glycoside (23.92-320.4 mg/100 g DM) was degraded in higher level in
hot air drying. According to the results obtained, it has been determined that microwave drying
provides significant advantages in terms of quality characteristics and drying rate.

Keywords:  Blackberry
hydroxymethylfurfural

(Rubusfruticosus),

GIRIS

Bati, Guney ve Orta Avrupa orijinli Rosaceae
familyasina ait bogurtlen (Rubus fruticosus) meyvesi
lzimsi meyveler grubuna dahildir. Bégiirtlen
cesitleri biyiik oranda Kuzey Amerika kékenli
olmakla birlikte anavatant Guney, Batt ve Orta
Avrupa’dir  (Agaoglu, 1986). Yabani formlart
Diinya tizerinde oldukea genis bir alanda yayilma
gOstermigtir. Bogurtlen tzerine yapilmug ilk
calismalar, 18. yy. ortalarinda baglamis, dikensiz
gesitlerin  bulunmastyla hizla tek tirle dikim
normlarina uygun olarak tesis edilmis bahceler
kurulmustur (Crandall 1995; Demirsoy, 20006).
Bogirtlenlerin - yabanileri tlkemizde de ¢ok
eskiden  beri taninmakta ve toplanarak
tiketilmektedir (Hartman, 2009). Turkiye’de
yaklasik 2400 ton bogirtlen tretimi yapimakta
olup, tretimin %82’si Dogu Marmara Bélgesi’nde
ve %801 Bursa’da yapilmaktadir (Fidan, 2013).
Bégurtlen, A, B1, B2, B3, B6, B9, E, C ve K
vitaminleri, potasyum, kalsiyum, sodyum, fosfor,
magnezyum, demir, ¢inko, bakir, mangan ve
selenyum mineralleri, lif ve organik asit icermekte
olan antioksidan bakimindan zengin bir meyvedir.
Kalorisi dustik olan bogirtlenin 100 g1, 43
kalori’dir. Kanser, kalp hastaliklari, alerjik
reaksiyonlardan ~ korunmada  etkili oldugu
bildirilmistir (Anonim, 2015). Bégurtlen, gesit ve
olgunluk seviyesine baglt olarak 114-1056
mg/100g arasinda degisen polifenol icerigine ve
kirmizidan mora degisen renkten sorumlu olan
zengin antosiyanin icerigine sahiptir. Bogurtlen
antosiyaninlerini, glikoz, rutinoz, ksiloz ve
arabinoz sekerleri ile bag yapan siyanidin tlrevleri
olusturmaktadir. Bégirtlende en baskin olarak
bulunan antosiyanin ise siyanidin-3-glikozid
olarak bildirilmistir (Howard ve Hager, 2007).
Ayrica, fkaroten, kriptoksantin ve lutein
pigmentleri ve kompleks olarak mirisetin,
kuersetin ve kamferol bulunmaktadir (Anonim,
2019).

Kurutma, bilinen en eski gida muhafaza
yontemlerinden biridir. Kurutma ile materyalin su

drying,

modelling,  phenolic  compounds,

aktivitesi azaltilmakta olup bu sayede mikrobiyal
gelisim ile enzimlerin ¢alismasi engellenmekte ve
béylece trinin bozulmasinin
gecilebilmektedir. Kurutma ile gidada bulunan
serbest su uzaklastirldigindan, kurutulan meyve
ve sebzelerde hacimsel olarak kii¢iilme ve 6nemli
Olctide agirlik kaybi da meydana gelmektedir. Bu
hacim azalmasi ve agithk kaybi, tagimacilik ve
depolamada avantaj olusturmaktadir (Yamashita,
2017). Sicak havayla kurutma, meyve ve sebzelerin
kurutulmasinda yaygin olarak kullanilan  bir
muhafaza yoéntemidir. Ancak bu yoéntemde
kurutma stresinin ve enerji tiiketiminin yitksek
olmasi, Urln icerisinde ¢6zlnenlerin homojen
dagimamasi, kuru driiniin binyesinde yuksek
sicakliga bagl olarak cesitli kalite kayiplarinin
olusmasi, rehidrasyon kabiliyetinin azalmast gibi
olumsuz yonleri bulunmaktadir (Akpiar, 20006;
Figiel, 2010). Mikrodalga kurutma sistemlerinde
ise ¢ogu zaman mikrodalga ve sicak hava isitma
kombine olarak kullanidmaktadir. Mikrodalga
kurutma sistemleri trinin kalitesini
etkilemeksizin kuruma sitiresini 6nemli diizeyde
azaltmaktadir (Cemeroglu, 2004; Sham vd., 2001).
Mikrodalga  kurutmada, materyallerin = hizl
kurutulmas: i¢in uygun basing ve sicakliktaki
nemli materyallerde, mikrodalga enerjisi 1st
enerjisine ¢evrilir. Mikrodalga yéntemi, hacimsel
1sitmayla saglanan dielektrik 1sitma
tekniklerindendir. Hacimsel 1sitma ile boylece
1sinin materyalin icinde olusmast ve su molekilleri
tarafindan absorbe edilmesinden dolay, tiriinler
sticak hava ile kurutma yonteminden daha kisa
stirede istenilen sicaklik seviyelerine
getirilebilmektedir ~ (Ramesh ~ vd.,  2002).
Mikrodalga kurutma, kurutma siresinin kisa
olmasi, enerji tasarrufu saglamasi, materyalde
tekdiize bir kuruma olusturulmast ve kalite
kayiplarint en aza indirmesi gibi sebeplerden
dolay1 tercih edilmektedir. Gerek mikrodalga
gerekse sicak hava kurutma ile gerceklestirilen
islemlerinde materyaller, optimum
kurutma saglamak ve yanik olusumuna yol

onune

kurutma



Bogurtlen kuruma kinetigi ve kalite 6zellikleri

acmamak icin tek tabaka halinde
kurutulmaktadirlar (Ozdemir ve Devres, 1999).

Bu calismada, sicak hava ve mikrodalga kurutma
yontemlerinin -~ bégurtlenin kuruma  kinetigi
lzerine etkisinin incelenmesi ve kurutma
stirecinde nem oraninda meydana gelen degisimin
matematiksel olarak modellenmesi, elde edilen
kurutulmus bogurtlenlerin - bazt  fiziksel ve
kimyasal kalite 6zelliklerinin (su aktivitesi, renk,

HMEF, TMA ve siyanidin-3-glikozid)
karsilastirilmast amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada yeni hasat edilen, standart olgunluktaki
bogurtlenler  (Prime®  ark-45),  Cukurova

Universitesi Bahce Bitkileri Béliimiinden temin
edilmistir. Orneklere 6ncelikle yikama, ayiklama
ve sap ayirma islemleri uygulanmustir.

Metot

Kurutma nygnlamalar: ve kinetigi

Bogirtlenlerin mikrodalga ile kurutulmasinda fan
destekli mikrodalga firin (MW71E, Samsung,
Giney Kore, 100 W) kullandmistir. Kurutma
islemi boyunca esit araliklarla (30 dk) tartim
yapilmustir. Sicak hava ile kurutma ise laboratuvar
Olgekli yapay bir kurutma sistemi olan ve kesikli
rejimle ¢alisan kabin tipi kurutucuda (Nive-KD
400D Tiurkiye) 70°C’de sabit hava akiminda

gerceklestirilmistir.  Uygulanan  sicakhk  ve
mikrodalga giici degerlerine 6n denemeler
sonucunda karar verilmistir. Kurutucu, oda

kosullarindaki taze havay: kullanmistir. Taze hava,
kurutucunun  rezistans odaciginda  istenilen
kurutma sicakligina (70°C) getirildikten sonra
kurutma boélmesinde dolasimi  saglanmustir.
Kurutulacak ornekler 6ncelikle iki ayr1 kerevete
tek katman seklinde yerlestirilmis ve kurutma tek
seferde gerceklestirilmistir. Kurutma islemi nem
orant %10 oldugunda sonlandirilmistir. Kurutma
isleminde agihk Olcimleri nem kaybinin hizl
oldugu ik anlarda 30  dakikada  bir
gerceklestirilmisken daha sonrasinda 60 dakikada
bir  yapdmistir.  Mikrodalga  kurutma ile
kurutmanin sonlandirilmasi i¢cin hedeflenen nem
oranina 300. dakikada, sicak hava ile kurutmada
ise 420. dakikada ulasilmustir. Ancak, hedeflenen

nem oranmna ulasildiktan 60 dk sonra kurutma
islemleri  sonlandirilmistir.  Kalite — analizleri
mikrodalga ile kurutulan 6rnekler icin 0, 60, 120
ve 360. dakikalarda, sicak hava ile kurutulan
ornekler icin ise 0, 60, 120, 360, 420 ve 480.
dakikalarda  gerceklestirilmistir.  Kurutulmus
bogurtlen 6rnekleri analiz stiresine kadar -65°Clik
dondurucuda depolanmistir.

Orneklerin kurutulmast sirasinda sabit kurutma
kosullarinda denge saglanincaya kadar toplanan
agithik azalis verileri kullanilarak 6rneklerin kuru
maddedeki su icerigi “kg H,O/kg KM” cinsinden
hesaplanmistir. Zamana bagli nem icerigi degerleri
kullanilarak  nem  orami  ((M,-Mj)/(Mo-M,)
degerleri hesaplanip nem orani-zaman grafigi
olusturulmustut. Kurutulan bégirtlen
Orneklerinin boyutsuz nem oranlar1 (MR) Esitlik
(1) kullaniarak belirlenmistit.

MR = Z=le (1)

Mo—Mgq

M, herhangi bir t aninda bégirtlenin nem igerigi
(¢ nem/g kuru madde), My baslangicta
bogirtlenin nem igerigi (g nem/g kuru madde) ve
M, bogurtlenin dengedeki nem icerigini (g nem/g
kuru madde) ifade etmektedir. Nem oranina
cevrilen deneysel kurutma verilerinin
matematiksel modellenmesi amactyla Cizelge 1°de
verilmis olan U¢ farklh kuruma modeli
kullantlmistir.

Her ne kadar teorik modeller tiim proses kosullar
icin kullanilabilir olsa da pratik olmaysslart
sebebiyle gidalarda yapilan kurutma
calismalarinda genellikle yart teorik ve ampirik
modeller tercih edilmektedir (Ozdemir ve Devres,
1999). Bégirtlenlerin - kuruma  davraniglarinin
modellenmesinde kullanilan kuruma modelleti
Cizelge 1°de verilmistir.

Kullanilan model esitliklerindeki model sabitleri
Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA) programt1
kullanilarak belirlenmistir. Matematiksel modeller
ile deneysel wveriler arasindaki uygunlugu
belirlemek tGzere belirlenim katsayist (R,
deneysel ve tahmin verileri ortalamalarinin karesi
ki-kare (X?), hatalarin karelerinin toplami (RSS) ve
hatalarin  karelerinin  ortalamasinin  karekdki
(RMSE) parametrelerinden faydalanilmistir. Bu
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parametreler esitlikleri ile

hesaplanmistir.

@, @ ve &)

n
2 Zi_l( MRden,i_MRhes,i)2
X === @

RSS = Zin:l( MRden,i - MRhes,i)2 3

1/2
RMSE = [ 37 ( MRgen; — MRpes;)?] @)

Bu esitliklerde MR, deneysel olarak belirlenen
nem oranint; MRy, matematiksel model
kullanilarak hesaplanan nem oranint; N, deneysel
olarak belitlenen veri sayisini; # ise matematiksel
modeldeki sabitlerin sayisinu ifade etmektedi.

Cizelge 1. Bogurtlen kurutmada uygulanan kuruma modelleti
Table 1. Drying models applied in blackberry drying

Model ad: Model denklemi Kaynak

Model name Model equation Reference

Page MR=exp(- k t7) (Hassan vd,. 2009, Sobukola ve Dairo, 2007)
Hendersond>Pabis MR=a exp(- k t) (Ghodake vd., 2006)

Logaritmik MR=aexp(-kt) + ¢ (Wang vd. 2007, Xanthopoulos vd. 2007)

a ve ¢ Model katsayilari, 4: Kinetik sabit (1/dk), 7 Page model sabid, # Kuruma stresi (dk), MR : Nem orant
a and ¢ Model parameter, k: Kinetic constant (1/min), n: Page model parameter, t: Drying time (min), MR: Moisture

Uygnlanan analizler
Bégiirtlenler, Cukurova  Universitesi Gida
Mihendisligi Bolimii Meyve Sebze Analiz

Laboratuvar’'nda analiz edilmistir. Kurutulmus
bégiirtlen 6rnekleri, saf su ile 40 kat seyreltilerek
kangstirict (Waring Commercial Blender, USA)
yardimtyla homojen bir karisim elde edilmistir.
Calismada, mikrodalga ve sicak hava kurutma
yontemleriyle kurutulan érneklerin renk degerleri
kurutma boyunca bir saatlik araliklarla Sl¢tlerek
1s1l islemlerin renk degisimleri tizerine etkisi ve
yontemlerin kurutma basarist incelenmistir. Kuru
Orneklerin su aktivitesi 25°C’de su aktivitesi Sl¢tim
cihazt  (Novasina, LabMaster, USA) ile
Slctlmistir. Kuru madde analizi ise 6rneklerden
1-5 g kadar alinarak etiivde sabit agithga kadar
kurutulmus ve sonuclar yiizde kuru madde olarak
hesaplanmistir (g/100mL).

Renk analizi

Bogiirtlen Orneklerinin renk parametreleri, renk
Olcim cithazi (Minolta, model CR-400, Tokyo,
Japonya) kullanilarak beliflenmistir. L% a*b*
degerleri 3 boyutlu koordinat sistemi ile
verilmekte ve bu koordinat sisteminde L* degeri
dikey ecksende patlakliktan koyuluga dogru
degisimi belirtitken +a* kirmiziliga, -a* yesillige,
+b* sarihifa, -0* ise maviligi géstermektedir (Lee
and Castle, 2001). Kuru 6rneklerin su aktivitesi
degerleri ise su aktivitesi cihazt (Novasina,
LabMaster, USA) ile 25°C’de belirlenmistir.

HMF analizi

Farkli kurutma metotlart uygulanan bégirtlen
ornekleri (1-5 g) kurutucuda sabit agirliga kadar
kurutulmus ve sonuglar yizde kuru madde
cinsinden hesaplanmistir (g/100 g) (Cemeroglu,
2007). HMF, meyve ve sebzelerde dogal olarak
bulunmayan ancak 1st  ve asit etkisiyle
monosakkaritlerden  olusan  bir  bilesiktir.
Kurutulmus bogurtlen 6rneklerinin HMF analizi
yiksek basing stvi  kromotografisi  (HPLC,
Shimadzu, LC-20AT, Kyoto, Japonya, 2000)
kullanilarak 6rneklerin ekstraksiyonu ise G6kmen
ve Acar (1998) tarafindan o6nerilen yoénteme
uygulanan bazt modifikasyonlarla
gerceklestirilmistir. Analizin prensibi 6rneklerin
etilasetat ile ekstraksiyonu ve sonra sulu sodyum
karbonat ¢ozeltisi ile ekstraktin muamele edilmesi
esasina dayanmaktadir. Analiz i¢in Akyildiz vd.
(2021) tarafindan bildirilen HPLC kosullart ve
mobil faz akist uygulanmistir.

TMA analizi

TMA tayininde ise Fuleki ve Francis (1968)
tarafindan Onerilen ve Giusti ve Wrolstad (2001)
tarafindan gelistirilen pH diferansiyel
yonteminden faydalanilarak mg  siyanidin-3-
glikozid/100 ¢ KM cinsinden  sonuglar
belitlenmistit.  Tim  absorbans  okumalari,
UV/VIS spektrofotometrede (Perkin  Elmer
Lambda 25 UV/VIS) gerceklestirilmistir.



Bogurtlen kuruma kinetigi ve kalite 6zellikleri

Siyanidin-3-glikozid analizi

Orneklerin siyanidin-3-glikozid icerigi, Diindar
vd. (2019) tarafindan O6nerilen analiz yontemi
kullanilarak belitlenmistir. Bu amacla, 6rneklere
metanol ¢ozeltisi (%80) ilave edilerek 6000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmesinden (Heraeus
Bofuge Primo R, Germany) sonra, siipernatant
(20 pL) filtre (0.45 um PTFE) edilerek 30°C
sicakliktaki HPLC kolonuna (Xterra RP C18, 5
pum, 4.6x250 mm (Waters, Milford, ABD)) enjekte
edilmistir.

Istatistiksel analiz

Elde edilen sonuglar, SPSS (PASW Statistic 18)
paket programit ile varyans analizine (ANOVA)
tabi tutulmustur. Varyans analiz sonuclarina gore

1’de verilmistir. Mikrodalga kurutma ile nem
orant ~300 dk icerisinde 0.1 degerine dusis
gosteritken sicak hava kurutmada ile ~420 dk
sonunda ulagilmistir. Her iki metotla kurutulan
bégirtlenlerde bu siirelerden bir saat sonrasina
kadar  6rnek  almarak  kalite  analizleri
geceklestirilmigtir. Kuruma kinetiklerinin
modellenmesi amaciyla ise 600 dk boyunca agirlik
degisimleri kaydedilerek ~ nem oranlari
hesaplanmistir. Kurutma uygulamalarinin nem

orani  Uzerindeki etkisi, kurutmanin  60.
dakikasindan sonra, Ozellikle 60-150 dk
araliginda, belirginlesmeye baslamustir.

Mikrodalga kurutma teknigine kiyasla, sicak hava
kurutma ie daha yavas bir kuruma
gerceklesmistir.  Bunun  sebebi  mikrodalga

6nemli bulunan uygulamalarin  ortalamalart kurutma tekniginin direkt bégiirtlenin merkezine
Duncan  ¢oklu  karsilastrma  testi  ile ve serbest suya etki etmesi sonucu daha hizlt bir
karsilastirtdmistir (P <0.05). kurutma saglamast olabilir. 1ki farkli yontemle
kurutulan bogiirtlenlerin - ayn1 nem  oranina
BULGULAR VE TARTISMA ulasmasi  i¢in  gecen  sireler  arasinda
Kuruma kinetigi karsilastirildiginda, mikrodalga ile kurutmanin
Iki kurutma yontemi i¢in de kurutulan %29 oraninda kurutma siiresini = azalttif
bogirtlenlerin kuruma boyunca nem  gbrilmektedir.
oranlarindaki degisim zamana bagh olarak Sekil
,.__g 0,8 -
¥
=% 06
: =
O -
EZ04-
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Sekil 1. Farklt kurutma yontemleri ile kurutulan bégiirtlenlerin nem oranlarinin zamanla degisimi
Figure 1. Variation of moisture content of blackbervies dried with different drying methods over time
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Mikrodalga ve sicak hava ile kurutma icin elde
edilen deneysel veriler ile kuruma modellerinden
yararlaniarak tahminlenen degerlerin
uygunlugunu Sekil 2°de verilmistir. Mikrodalga ile
kurutma yonteminde incelenen modellerde
Logaritmik ve Handerson@>Pabis modelleri benzer

ozellik gostererek deneysel kuruma davranisini
Sekil 2.

temsil etmektedir. En az uyum gdsteren model
mikrodalga ile kurutma yénteminde Page modeli
olurken sicak hava ile kurutma yonteminde
Handersone>Pabis modeli oldugu belirlenmistir.

Sicak hava
Hot air
+ Page = Handerson&Pabis Logaritmik . Deneysel
1 $ =
ol
L
0.8 * -2
o ry ]
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Sekil 2. Mikrodalga ve sicak hava ile kurutulan bogirtlen 6rneklerine ait kuruma kinetigi verileri
Figure 2. Drying kinetic data of blackberry samples dried with microwave and hot air
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Mikrodalga ve sicak hava kurutma yontemi ile
kurutulan  bogurtlen  Orneklerinin kuruma
davranisina uygun modelin saptanmasi i¢in analiz
edilen kuruma modellerine iliskin katsayilar ve
parametreler Cizelge 2’de verilmistir. Cizelge 2
incelendiginde en yiiksek R* ve en disiik RSS ve
RMSE  degerleri uygulanan model icin en

uygunlugun bir Ol¢lsidir. Degerlendirmeler
sonucunda iki kurutma yéntemi i¢inde en uygun
modelin Logaritmik model oldugu gérilmektedir.
Mikrodalga ve sicak hava kurutma yéntemlerine
ait Logaritmik modellerin R* degerlerinin sirasiyla
0.9813 ve 0.9827 oldugu belitlenmistir.

Cizelge 2. Bogtrtlen kurutma verilerine uygulanan kuruma modellerine ait sabitler ve modellerin
istatistiksel uygunluk parametreleri
Table 2. The constants of the drying models applied to the blackberry drying data and the statistical fitness parameters of

the models
Kurutma Modeller Model Sabitleri Istatistiksel Parametreler
Yontemi Models Model constants Statistical parameters
Type of dryer R2 RSS RMSE
Page £ 7.92669 x 107 0.8673 0.0792 0.0664
n 2.83332
Mikrodalga Hender.son £ 0.00911 0.9812 0.0405 0.0475
. &Pabis a 1.37654
Microwave —
Logaritmife £ 0.00929 0.9813 0.0402 0.0473
¢ 0.00721
a 1.37750
Page £ 573 x 105 0.8032 0.0166 0.0304
n 1.73712
Sicak hava Henderson £ 0.00436 0.9547 0.0944 0.0724
Hot air &Pabis a 1.19867
Logaritmik £ 0.00240 0.9827 0.0360 0.0484
¢ -0.37247
a 1.47454

a ve ¢ Model katsayilari/ Model parameters
k: Kinetik sabit (1/dk)/ Kinetic constant (1/min)
n: Page model sabiti/ Page model parameter

Modelleme ¢alismalart  incelendiginde, zeytin
kiispesinin farklt sicakliklarda kurutularak kuruma
egrisinin modellendigi calismada, alti farklt model
(Page,  Geligtirilmis ~ Page,  Hendersond>Pabis,
Gelistirilmis Hendersone>Pabis, Iki terimli, Logaritmik)
test edilmis ve en ylksek uyum gosteren modelin
Gelistirilpis Hendersond>Pabis (R?=0.999,
X?2=9.303x10%) oldugu gorilmistir (Vega-
Galvez vd., 2010). Bagka bir calismada ise dag
cileginin kurutulmasiyla elde edilen deneysel
verilerden yola ctkarak en digik indirgenmis ki-
kare (X?=0.00044) ve RMSE (0.02058)
degerlerinin Page modelinde elde edilmesiyle, dag
cilegi 6rneklerinin deneysel kuruma davranigini en
iyi bu model ile agiklandig1 belitlenmistir (Cakmak
vd., 2016). Kusburnunun kurutuldugu bir bagka

calismada iseNewton, Page, Henderson & Pabis,
Logaritmik, 1ki terimli ve Wang & Singh modelleri
arasindan deneysel verilere, bu ¢alismaya benzer
sekilde, Logaritmik modelin (K2=0.994) digerlerine
kiyasla daha yitksek uyum gésterdigi bildirilmistir
(Erenturk vd., 2004).

Kalite 6zelliklerindeki degisimler

Renk degisimi

Calismada, mikrodalga ve sicak hava kurutma
yontemleriyle kurutulan 6rneklerin renk degetleri
siresi boyunca belirli zamanlarda
Olclilmis ve renk degerleri (¥, a*, b* ve AEY)
tizerine kurutma yontemlerinin etkisini belirlemek
icin varyans analizi yapimustr. Yapilan renk
analizinde farkli kurutma yontemleri ve zamanina

kurutma

67



68

B. Diindar Kirit, S. Sagol, E. Agcam, A. Akyildiz

bagli olarak bogirtlenlerin  renklerine iliskin
parlaklik (%), yesillik—kirmizilik (@*), sarilik—
mavilik (b*), parametrelerinin  kurutma siiresi
boyunca degisimleri ve taze bogirtlen renk
degerleri Cizelge 3’de verilmistir. Kurutma
yonteminden bagimsiz olarak, I* degerinde
kurutma siiresi boyunca belirgin bir azalma sz
konusudur. Tki farklt kurutma yéntemi uygulanan
bégirtlen 6rneklerinde en biyik degisim, sicak
hava ile kurutulanlarda gézlemlenmistir. Sicak
hava kurutulan 6rneklerin a* degerinde zamana
bagli olarak belirgin bir azalma goriilmektedir

giderek koyulastiginin gostergesidir. Tazeye en
yakin a* degetlerine mikrodalga kurutma ile
ulastlmistir. Tki farkll kurutma uygulamast b*
degeri acisindan  kiyaslandiginda, mikrodalga
kurutmada 6nemli bir degisim olmazken, sicak
hava ile kurutmada 360. dakikaya kadar azalma
gozlemlenmistir. Farkli kurutma uygulamalar
sonucunda elde edilen kurutulmus trtinlerin renk
degerleri  karsilastirildiginda, sicak hava ile
kurutmanin rengi daha ylksek diizeyde etkiledigi
belirlenmistir. Ancak, kurutma yontemlerinin
renk degisimleri tzerindeki etkileri arasinda 360.

(P<0.05). Bu durum bégurtlenlerin kirmizi-mor ~ dakikaya kadar Onemli dizeyde bir fark
renginin kurutma stresince zamana baglt olarak gorilmemistir.
Cizelge 3. Kurutma yontemlerinin renk 6zellikleri tizerine etkileri
Table 3. Effects of drying methods on color attributes
Kuruma I* 7* b AFE*
suresi
(dk)
Drying Mikrodalga Sicak hava Mikrodalga Sicak hava ~ Mikrodalga ~ Sicak hava ~ Mikrodalga Sicak hava
period Microwave Hot air Microwave Hot air Microwave Hot air Microwave Hot air
(min)
0 41.010.1 0.84%0.1 -0.7310.06
60 32.57£1.69b 33.24+2.95> 6.69£0.594¢ 7.9711.84¢ 1.41+0.15¢ 1.5610.65>  10.48%1.64c  10.78+3.34¢
120 31.51£1.764 32.65£2.37b 5.96t1.16¢ 7.76£0.63¢ 1.21+0.09¢ 1.5940.13>  10.95%£0.71¢  11.09+1.83¢
360 30.57+4.265 3175164« 456+230F 7191062« 0.68+0.25  1.03+0.10¢  11.1743.71c  11.35+1.12¢
420 - 32.3740.93bed 10.13+1.60b 2.4+0.70b 13.06+1.92
480 - 35.45£1.20* 22.0911.08 8.1310.65¢ 23.7+1.112

»fHer bir 6zellik i¢in farkli harfletle gosterilen ortalama degerler 6nemli diizeyde farklidir (P <0.05).
“/ The mean values of each parameter with different letters are significantly different (P <0.05).

Sonuglar ortalama Fstandart sapma olarak verilmistir.
Results are given as mean tstandard deviation.

Farklt kurutma yontemleri uygulanan
bégurtlenlerde,  kurutma  sonucunda  ham
maddede bulunan kuru madde icerigi 6nemli
miktarda artmustir. Nitekim en buytk degisim
mikrodalga ile kurutulan bégirtlen Srneklerinde
gozlemlenmistir. Kuru madde degeri ham 6rnekte
%12.80, mikrodalga ile kurutmada %090.23, sicak
hava ile kurutmada %87.22 olarak bulunmustur.
Su aktivitesi (as) degertleri ise sicak hava ve
mikrodalga kurutmada strastyla 0.362£0.02 ve
0.369£0.02 olarak OSlcilmustir (P >0.05). Su
aktivitesi, gidalarda mikrobiyal = ¢ogalmanin
gerceklesmesi icin  gerekli olan, kullanilabilir
sudur. Kurutulmus meyveler icin @, degeri 0.7
oldugunda bu degerlerin giiven araliginin altinda
ve mikrobiyolojik a¢idan givenli oldugu

belirlenmistir. Genellikle yasamsal faaliyetler icin
bakteriler 0.9; maya ve kiifler ise 0.7 su aktivitesine
ihtiya¢ duymaktadir; 0.7 degeri alundaki su
aktivitesi degerine sahip olan gidalarda ise
mikrobiyolojik faaliyetler gerceklesememektedir
(Ayan, 2010).

HMEF igerigindeki degisim

Iki farkli kurutma yonteminin kurutma siiresince
belirlenen HMF, TMA ve siyanidin-3-glikozit
degerleri Cizelge 4’te verilmistir. Boglrtlen
orneklerine ait HMF degerleri kurutma stireleri
boyunca O6nemli diizeyde artis gOstermistir.
Bunun sebebi, i1stya maruz kalma siiresinin
uzamast ve gidada bulunan nem miktarinin
azalmast  sonucu stcaklik artistnin HMF
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olusumunu arttirmasi olarak gérilmektedir. Sicak
hava kurutmada da 0.58+0.01 mg/kg KM olan
kurutma baslangicindaki HMF igerigi, kurumanin
ilerlemesiyle 1.54 mg/kg KM diizeyine ulagmustir.

Kurutma islemleri sonlandirildiginda, sicak hava
ile  kurutulan  Orneklerin  mikrodalga ile
kurutulanlara kiyasla daha ytiksek HMF icerigine
sahip oldugu saptanmustir.

Cizelge 4. Kurutma yontemlerinin farkli kurutma siirelerinde hidroksimetilfurfural (HMF), toplam
monomerik antosiyanin (TMA) ve siyanidin-3- glikozit bilesen degerleri
Table 4. Hydroxcymethylfurfural (HMEF), total monomeric anthocyanin (TM.A) and cyanidin-3- glucoside values of
drying methods at different drying times

Siyanidin-3- glikozit

Kurut HMF (mg/kg KM) TMA (mg/100 g KM) (mg/100 g KM)
urutma HMF (mg/ kg DM) TMA (mg/100 g DM) Cyanidin-3- glucoside

suresi (dk)

: . (mg/ 100 g DM)
Drying - period Sicak
(min) Mikrodalga Mikrodalga Sicak hava Mikrodalga Sicak hava

. hava . . . .
Microwave . Microwave Hot air Microwave Hot air
Hot air

60 0.94£0.01¢  0.58%£0.018  576.82£1.05*  353.11%£1.72¢  320.39%£5.1*  196.7915.25>
120 0.50£0.02*  1.0810.024  427.33+0.84>  280.29+1.52¢  112.40£1.354  157.93+0.9¢
360 0.75£0.01f  1.36£0.01¢  128.73£0.93¢  89.031£0.91f 48.41£1.8¢ 55.60+1.8¢
420 - 1.49£0.02°P - 76.081+2.788 - 35.59+2.88f
480 - 1.54140.02» - 54.03+£2.09" - 23.92+3.45¢

+fFarkli harfletle gosterilen ortalama degerler 6nemli duzeyde farklidir (P <0.05).
I The mean values with different letters are significantly different (P <0.05).

Sonuglar ortalama Fstandart sapma olarak verilmistir.
Results are given as mean *standard deviation.

TMA igerigindeki degisim

Her iki kurutma yonteminde de baslangictaki
TMA miktarlart zamana bagli olarak 6nemli
diizeyde azalma gostermistir (Cizelge 4). Iki
yontem  karsilastirldiginda  ise mikrodalga
kurutmanin sicak hava ile kurutmaya kiyasla
antosiyanin  parcalanmasit  bakimindan daha
olumlu sonu¢ verdigi ifade edilebilir. Isil islem
uygulamalarinda, meyve ve sebzelerde bulunan
bazi biyoaktif bilesenlerin miktart Gzerine sicaklik
kadar bu sicakhigin uygulama siiresi de etkili
olmaktadir (Cemeroglu, 2004). Benzer sekilde,
sicak hava ve vakum altinda mikrodalga ile
kurutulan yaban mersinlerinde TMA iceriginin
%70-95 oraninda azalma gosterdigi bildirilmigtir
(Zielinska ve Michalska, 20106).

Siyanidin-3-glikozit igerigindeki degisim

Calisma kapsaminda uygulanan her iki kurutma
yonteminde de baslangictaki siyanidin-3-glikozit
icerigi belirgin miktarlarda
gOstermistir. Cagindt (2016) yaptigt calismasinda,
kirmizt suyu Orneklerine mikrodalga
uygulamasinin  fenolik  madde  igeriginde
azalmalara neden oldugunu gozlemlemistir. Hem

zamanla azalma

uzum

mikrodalga hem de sicak hava kurutmada, 1s1 ve
oksidasyon etkisiyle siyanidin-3-glikozit
bilesiklerin  parcalanmast  yiksektir.  Farkl
calismalarda sicakhik artist ve maruz kaldig siireye
baglt olarak siyanidin-3-glilozit pargalanmasinin
Logaritmik modele uyum gosterdigi bildirilmigtir
(Rhim, 2002).

SONUC

Bu calismada, bogiirtlenler mikrodalga ve sicak
hava yontemlert ile kurutulmus, kurutma boyunca
nem  orant  degisimlerinin  bazt  kuruma
modellerine uygunlugu incelenmis ve bazt 6nemli
kalite parametrelerinin  kurutma islemleri ile

degisimleri degerlendirilmistir. Bogurtlen
orneklerinin - kuruma  streleri incelendiginde,
mikrodalga ile kurutma yonteminde nem

oranlarindaki zamana bagl degisimlerin egimleri
dikkate alindiginda daha hizli kuruma gerceklestigi
belirlenmistir. Kuruma kinetigi belirlenirken
kullandlan modellerine ait istatistiksel veriler
dikkate alinarak bogirtlenlerin - kurutulmast
sirasinda nem oraninda meydana gelen degisimin
Logaritmif modele uygun oldugu belirlenmistir.
Mikrodalga (fan destekli mikrodalga firinda 100
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W) ve sicak hava (70°C) ile gerceklestirilen
kurutma uygulamalarinda, sicak hava ile kurutulan
orneklerin renk parametrelerindeki (L¥, a* ve b*)
degisimin mikrodalga ile kurutulanlara kiyasla
daha ytksek oldugu gézlemlenmistir. Mikrodalga
ile kurutulmus bégirtlenlerin HMF icerigi diger
yonteme kiyasla %51 daha distktir. TMA
iceriginde ise her iki kurutma yontemi icin de
onemli dizeyde azalma sz konusu olmasina
ragmen sicak hava ile kurutulan bégiirtlenlerde
antosiyanin parcalanmasinin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Benzer sekilde, siyanidin-3-
glikozidin en fazla parcalandigt kurutma yontemi
sicak hava ile kurutmadir. Her iki kurutma

yonteminde de aragtirilan kalite
parametrelerindeki degisim, kurutma siiresine
baglh  olarak  6nemli  duzeyde  degisim
gostermektedir.

Sonug¢ olarak, ¢alisma kapsaminda ortaya konan
matematiksel modeller bégirtlenlerin mikrodalga
ve sicak hava kurutma yéntemleri ile kurtulmast
sirasinda, daha iyi kalite &zelliklerine sahip
kurutulmus bogirtlen iretiminde ve proses
kogullarinin optimize edilmesinde yol g&sterici
olacaktir.  Ayrica,  mikrodalga  kurutma
yonteminin, zellikle kurutma siiresi bakimindan,
sicak hava kurutmaya kiyasla 6nemli avantajlar
sagladigt tespit edilmistir. Boylece kurutma
sirasindaki  enerji  maliyetlerinin  azaltilarak
surdirilebilir tretime énemli katkilar saglanmis
olacaktir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar, bu makalenin arastirilmasi, yazarligs
ve/veya yayinlanmast ile ilgili potansiyel cikar
catismast olmadigini beyan eder.

YAZAR KATKILARI

Calisma tim yazarlar tarafindan tasarlanmigtir.
Burcu Diindar Kirit ve Sevdanur Sagol, analizlerin
yuritilmesi, sonuglarin istatistiksel
degerlendirilmesi, makale taslaginin yazimi ve
duzeltilmesine katki saglamuslardir. Erdal Agcam,
elde edilen analiz sonuglarinin degerlendirilmesi
ve taslak makalenin duzeltilmesine katkida
bulunmustur. Asiye Akyildiz ise 6rneklerin temin
edilmesi, analiz sonuglarinin degerlendirilmesi,

taslak makalenin dizeltilmesi agsamalarinda katki
ve danismanlik saglamustir.
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Bu calismada zeytin yapragindan fenolik bilesenler ultrasonik destekli yontem ile ekstrakte edilerek ¢6zgen
tipi (etanol ve etil asetat); katt/¢ozgen orant (1:10, 1:15 ve 1:20 (a/h)); ¢dzgen:su konsantrasyonu (90:10
(h/h), 80:20 (h/h), 70:30 (h/h)) belitlenmistir. En yiksek ekstraksiyon verimi, toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasite degetleri; 1:20 (a/h) kat/¢ozgen orant ve %90:10 (h/h) etanol-su karisimi kogullarinda
belirlenmistir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminde; sicaklik, siire ve ultrasonik genligin ekstraksiyon
verimi, Box Behnken deney tasarimi kullanilarak, toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite tizerine etkisi
incelenerek, optimum stire 5.31 dak, sicaklik 39.27°C ve genlik %40.51 olarak belirlenmistir. Daha sonra
ekstraktlar iyonik jelasyon yontemiyle enkapsiile edilmis, ekstrakt konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu
ve bekleme siiresi CCRD deney tasarimi kullanilarak enkapsiilasyon etkinligi ve toplam fenolik madde
tzerine etkisi optimize edilmistir. Enkapsiilasyon isleminde optimum ekstrakt konsantrasyonu %1.04,
kitosan konsantrasyonu %00.5 ve bekleme stiresi ise 11.24 dak olarak saptanmustir. Enkapstlasyon isleminin
ekstraktin act tat ve aromasini baskiladigt ve fonksiyonel gida amactyla tretilen kefir icerisine eklenen
kapstillerin laktik asit bakterilerini (LAB) inhibe edici etkisinin olmadig1 saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Zeytin yapragy, fenolik bilesenler, ultrasonik destekli ekstraksiyon, iyonik jelasyon, kefir

ENCAPSULATION OF OLIVE LEAF EXTRACT OBTAINED BY ULTRASONIC-
ASSISTED EXTRACTION METHOD AND USE IN KEFIR BEVERAGE

ABSTRACT
In this study, the extraction of phenolic compounds from olive leaves by ultrasonic assisted method
and the solvent type (ethanol and ethyl acetate); solvent: water concentration (90:10 (v/v), 80:20
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(v/v), 70:30 (v/v)) and solid/solvent ratio (1:10, 1:15 and 1:20 (w/v)) were determined. The highest
extraction yield (%), total phenolic content and antioxidant capacity values were determined for 1:20
(w/v) solids/solvent ratio and 90:10% (v/v) ethanol-water mixture. In the ultrasonic assisted
extraction method; The effects of temperature, time and ultrasonic amplitude on extraction
efficiency, total phenolic substance and antioxidant capacity were investigated using Box Behnken
experimental design, and optimum time was determined as 5.31 min, temperature 39.27°C and
amplitude 40.51%.Then, the oleuropein-rich extract was encapsulated using the ionic gelation
method, and the effects of extract concentration, chitosan concentration and waiting time on the
encapsulation efficiency and total phenolic content were optimized using CCRD experimental design.
In the encapsulation process, the optimum conditions were determined as 1.04%, the extract
concentration; 0.5%, the chitosan concentration and 11.24 min, the waiting time. In addition, it was
determined that microcapsules added to kefir produced for functional food did not show an

inhibitory effect on LAB bacteria and suppressed the bitter taste and aroma of the extract.
Keywords: Olive leaf, phenolic compounds, ultrasonic assisted extraction, ionic gelation, kefir

GIRIS
Akdeniz bolgesinin en énemli bitkilerinden birisi
olan zeytin, icerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde
sagligin korunmasinda ve kronik hastaliklarin
6nlenmesinde biiyiik rol oynamaktadir (Vural vd.,
2021). Zeytin agirhginin %10’unu olusturan zeytin
yapragi, zeytinin toplanmasi, budanmasi ve
zeytinyagina islenmesi sirasinda yan urun/atik
urin olarak olugsmakta, hayvan yemi olarak
kullanilmasinin yant sira son yillarda, icerdigi
yuksek miktarda biyoaktif bilesenler sebebiyle
dikkat cekmektedir (Kili¢, 2020; Arslan vd., 2021).
Zeytin yapragi, fenolik bilesikler, flavonoidler ve
sekoiridoitler agisindan zengin olup, katma degeri
yiksek, ucuz biyoaktif hammadde kaynagt olarak
kabul edilmekte (Sahin vd., 2018; Tarchoune vd.,
2019; Gur vd., 2020), bu 6zelligi ile gida ve ilag
endustrisinde buytk ilgi gérmektedir. Ayrica,
zeytin yapragl ekstraktlar;, dogal antioksidan
olarak gidalarin muhafazasi ve biyoaktif gidalarin
Uretimi icin buyltk bir potansiyel sunmaktadir
(Lama-Mufioz vd., 2019; Botjan vd., 2020).
Zengin bir polifenol kaynag: olarak dikkat ¢eken
zeytin yapragl, antiinflamatuar, antimikrobiyal,
antiviral, antikanser ve ayrica kardiyovaskiiler,
néroprotektif ve hepatoprotektif etkiler ile saglik
tizerine 6nemli faydalar gostermektedir (Temur ve
Temiz, 2018; Danahaliloglu vd., 2018; Glirbuz ve
Ogiit, 2018; Medina vd., 2019; Yin vd., 2019;
Bayram vd., 2020; Kaya ve Demir 2020, Salik ve
Cakmake¢t 2021). Zeytin yapraginda en yiksek
oranda bulunan fenolik bilesik olan oleuropein
sekoiridoit ad: verilen gruba ait olup, bu biyoaktif
Ozelliklerden sorumlu ana bilesiktir (Lama-Mufioz
vd., 2019; Markhali vd., 2020). Oleuropein zeytin

ve zeytinyaginin aciigindan sorumlu bilesik olup,
olgunlasmamus zeytinde meyve agirhiginin yaklasik
%2’si oraninda bulunmakta ve olgunlagsmayla
birlikte azalmaktadir (Acar-Tek ve Agagiindiiz,
2020; Kaya ve Demir, 2020). Ayni zamanda
zeytinyaginda %0.005-0.12 ve zeytin
yapraklarinda ise %1-14 oraninda bulunmaktadir
(Irakli vd., 2018; Ar1, 2022).

Son yillarda, zeytin yapraginda bulunan biyoaktif
molekiillerin 6zellikle ana bilesen olan oleuropein
ekstraksiyonu  Uzerine  ¢alismalar  artmustir.
Bitkilerden biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu
genellikle geleneksel ¢6zgen ekstraksiyon yontemi
kullanilarak  gerceklestirilmektedir. Ancak bu
yontem, bazt degerli bilesiklerin kaybina, diisiik
ekstraksiyon  verimlerine, ekstraksiyon
strelerine ve yilksek enerji tiketimine neden
olabilmektedir (Cifa vd., 2018; Albero vd., 2019).
Son yillarda, ekstraksiyon stresini kisaltmak,
verimi artirmak ve daha az ¢6zgen kullanmak
amaciyla yeni ve yesil ekstraksiyon tekniklerinin
gelistirilmesine ilgi artmistir (Chemat vd., 2019).
Mikrodalga destekli ekstraksiyon, basinglt sivi
ekstraksiyonu ve stperkritik sivi ekstraksiyon
teknikleri  zeytin  yapragindan  oleuropein
ekstraksiyonu icin kullanilan  gelismis  yesil
yontemlerdir. Ancak bu yontemlerin cogu ylksek
basing altinda calisilan ve yitksek enerji maliyeti
gerektiren yontemlerdir. Bu nedenle etkin ve
distik maliyetli bir ekstraksiyon yontemi olarak
ultrasonik  destekli  ekstraksiyon  yontemi,
ekstraksiyon stiresini ve ¢ézgen miktarint azaltma
ve ayrica biyoaktif bilesiklerin geri kazanimlarini
artirma potansiyeline sahip bir teknik olarak

uzun



Zeytin yapraginin ekstraksiyonu ve enkapsulasyonu

karsimiza  c¢tkmaktadir  (Irakli  vd., 2018).
Ultrasonik destekli ekstraksiyon sistemlerinde,
Ornege uygulanan frekanslarla akustik titresimler
olusmakta ve bu titresimler icinden gectigi stvida
kavitasyon meydana getirerek stvi ortamda ¢ok
sayida kiicik kabarciklar tretilmesine ve bu
sayede 6rnegin mekanik olarak sarsilmasina neden
olarak partikiillerin kopmasi1 saglamaktadir
(Kumar vd., 2021). Olusan bu kavitasyonlar
sayesinde kitle transferi ve hiicre ici maddelerin
ekstraksiyon ortamina salinimi  artmaktadir.
Zeytin yapragindan oleuropein ekstraksiyonunun
gerceklestirildigi bir ¢alismada ultrasonik destekli
ekstraksiyonun geleneksel ¢cozgen
ekstraksiyonuna gére daha hizl, basit ve verimli
oldugu bulgulanmustir (Cifa vd., 2018). Bununla
birlikte, ekstraksiyon maliyetlerini azaltarak ve
fonksiyonel aktivitelerini koruyarak biyoaktif
bilesiklerin verimini artirmak icin ekstraksiyon
kosullarinin ~ optimize edilmesi O6nem  arz
etmektedir.

Gida, ilag ve kozmetik sektotlerinde bitkilerden
elde edilen dogal ekstraktlara olan ilgi son yillarda
artmis olup, bu ekstraktlar fonksiyonel gida
tretiminde kullanilabilmektedir (Cifa vd., 2018).
Oleuropeinin yant sira biyofenollerce zengin
zeytin yapragl ekstraktlar, besinsel Ozellikleri
artirllmis,  antimikrobiyal ~ ve  antioksidan
Ozellikleriyle raf 6mrii uzatilmis fonksiyonel gida
formilasyonlarinda dikkat ¢ekmektedir. Bununla
bitlikte coztintrluklerinin diistik olmast, 1s1, 151k ve
pH gibi cevresel kosullara duyarli olmasi, aynt
zamanda kétd tat ve aromaya sahip olmalart
kullanimlarint kisitlamaktadir (Gingér vd., 2022).
Bu maddelerin cozunurluklerini ve
biyoerisilebilirliklerini arttirmak amactyla farklt
enkapsiilasyon  yontemleri  kullanidmaktadir
(Tavakoli vd., 2018; Gonzalez-Ortega vd., 2021).
Puskiirtmeli  kurutma/sogutma,  dondurarak
kurutma, koaservasyon ve iyonik jelasyon gida
bilesenlerinin kaplanmast icin yaygin kullanilan
yontemlerdir  (Aydin  ve  Unlitel, 2021).
Nanokapstiilleme-mikrokapstlleme  tekniklerin-
den biri olan iyonik jelasyon ydntemi, polimer
cozeltisi ile aktif madde homojenize edilerek
siringa yardimiyla kiiresel jel partikiilleri elde
etmek amactyla dagitict faza (CaCly gibi)
damlatilarak  gerceklestirilmektedir. Damlatma

metodu  kalsiyum-aljinat  taneciklerinin  elde
edilmesinde kullanilan bir metot olup, c¢apraz
baglanma CaCl, molekilindeki kalsiyum ile
sodyum aljinat molekilindeki sodyumun
baglanmasi prensibine dayanmaktadir. Bu yéntem
uygulanabilirligi kolay, maliyeti disiik ve yumusak
formiilasyon kosullarina sahip olmasi nedeniyle
poptler bir yontemdir (Dodero vd., 2019; de
Moura vd., 2019). Literatiir incelendiginde iyonik
jelasyon yonteminin aronia iziimi ekstraktlarinin
(Tzatsi vd., 2021), hibiskus ekstraktlarinin (de
Moura vd., 2019) ve keten tohumu yag
ektstraklarnin  (Wissam and  Samer, 2019)
enkapsiilasyonunda kullanildig gériilmektedir.

Bu calismada, yan/atk urin olan zeytin
yapragindan oleuropeince zengin ekstratlarin
ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile elde
edilerek ekstraksiyon isleminin optimize edilmesi,
optimum kosgullarda tretilen ekstraktin act tat ve
keskin aromasinin baskilanmasi ve stabilitesinin
artirtlmast amactyla iyonik jelasyon yontemi ile
enkapsiile edilerek islemin optimize edilmesi
hedeflenmistir. Ayrica saghk {izerinde olumlu

etkileri oldugu bilinen oleuropeince zengin
enkapsiille ekstraktin  kefir icine eklenerek
fonksiyonel Ozelliginin gelistirilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada hammadde olarak kullanilan zeytin
yapraklari (Olea enropaea 1.), Aydin Memecik tipi
zeytinlerin toplanmasi strasinda atitk olarak olusan

yapraklardan ~ toplanmis,  yapraklar  oda
sicakliginda (25°C) kurutulmus ve 6gutildikten
(Fakir, HAUSGERATE aromatic) sonra -
18°C’de muhafaza edilmistir.

Ekstraksiyon yontemi

Kat1/ ¢izgen oraninin, gozgen tipinin ve

konsantrasyonunun  belirlenmesi,  ultrasonik  destekeli
ekstraksiyon islem kosullarinin optimizasyonu

Yaklastk 1 gram kurutulmus ve 6gutilmis zeytin
yapragl kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon
islemi sonucu elde edilen ekstraktlar, filtre
kagidindan stzilerek analiz islemine kadar -
18°C’de muhafaza edilmistir.  Ekstraksiyon
islemleri ultrasonik su banyosu (37 kHz frekans,
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Isolab, 621.06.006) kullanilarak gerceklestiril-
mistir. Ekstraksiyon islemlerinde 6ncelikle en
uygun kati/¢6zgen orani belitlenmistir. Bu amacla
en uygun kati/¢6zgen oraninin belitlenmesinde, 3
farkli kat1/¢ozgen orant (1:10, 1:15 ve 1:20 (a/h))
denenmis ve sabit kogullarda (10 dak, 40°C, %70
genlik), ¢ozgen olarak %80-20 (h/h) etanol-su
¢cozeltisi  kullanilarak  ultrasonik  destekli
ekstraksiyon islemi uygulanmustir. En  yiksek
toplam fenolik madde miktari (mg GAE/gKM),
antioksidan ~ kapasite (mg TE/gKM) ve
ckstraksiyon verimini veren kati/ ¢ozgen orant
belitlenmistir. Kati/ ¢bzgen orant belirlendikten
sonra, c¢alisma kapsaminda kullanilacak ¢6zgen
tipi ve ¢6zgen konsantrasyonunun belirlenmesi
islemi gerceklestirilmistir. Ultrasonik destekli
ekstraksiyon isleminde en uygun ¢ézgen tipi ve
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in, iki farkl
cozgen (etanol ve etil asetat) ve ¢ farklt
cozgen/su konsantrasyonu (90:10 (h/h), 80:20
(h/h), 70:30 (h/h)) denemeleri diger ekstraksiyon
kogullart (10 dak, 40°C, 70% genlik) ve
katt/¢ozgen orant sabit tutularak
gerceklestirilmistir. En yiksek toplam fenolik
madde miktart (mg GAE/gKM), antioksidan
kapasite (mg TE/gKM) ve ekstraksiyon veriminin
elde edildigi ¢bzgen tipi ve ¢bzgen/su
konsantrasyonu  belitlenmistir.  Ekstraksiyon
denemeleri aynt  anda iki tekrar olarak
gerceklestirilmistir.

Ultrasonik  destekli  ekstraksiyon  isleminin
optimizasyonu  asamasinda, yonteme Ozgi
bagimsiz islem degiskenleri olarak stre (dak),
sicaklik (°C) ve genlik (%) optimize edilmis ve Box
Behnken deney tasarimina gére olusturulan
deneme deseni Cizelge 1’de verilmistir. Ultrasonik
destekli ekstraksiyon denemeleri, birinci asamada
belirlenen sabit kati-¢bzgen orani, ¢6zgen tipi ve
cOzgen/su konsantrasyonu ile gerceklestirilmistir.
Deneme desenin de belirtilen (Cizelge 1) farklt
islem kosullarinda gerceklestirilen ekstraksiyon
islemleri sonrasinda elde edilen oleuropeince
zengin ekstraktlara, toplam fenolik madde miktart
(mg GAE/gKM), antioksidan kapasite (mg
TE/gKM) ve ekstraksiyon verimi analizleri
gerceklestirilmistir.  Optimizasyon —maksimum
toplam fenolik madde miktar;, maksimum
antioksidan kapasite ve maksimum ekstraksiyon

verimi  hedef almarak  gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon denemeleri ayni anda iki tekrar
olarak gerceklestirilmistir.

Optimum  ultrasonik  destekli ~ ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen ekstraktlardaki ¢ozgen,

enkapsiillasyon  islemi  Oncesinde  rotary
evaporatorde (50°C) vakum altinda
uzaklastirilmistir.

yonik jelasyon ile enkapsiilasyon ve islem kogullarimm
optimizasyonsu

Enkapstilasyon islemi, kaplama materyali olarak
kitosan ve pektin kullanilarak gerceklestirilmistir.
En ytksek enkapsiilasyon etkinligini saglayan
kaplama materyali belitlenerek isleme devam
edilmistir.

Optimum  ekstraksiyon kosulunda elde edilen

oleuropeince zengin ekstrakt, sabit
konsantrasyondaki sodyum = aljinat  ¢Ozeltisi
icerisine damla damla olacak sekilde ilave edilerek
damlatma  ¢Ozeltisi  hazitlanmistir.  Farkli

konsantrasyonlardaki kitosan veya pektin ¢ozeltisi
ise kalsiyum klorir (CaCly) ¢ozeltisi (%2 a/h)
icerisine eklenmis ve oda sicakliginda homojenize
edilerek jellesme ortami hazitlanmistir. Daha
sonra damlatma ¢Ozeltisi jellesme ortami icerisine
siringa ile 1:9 (h/h) oraninda damlatilmistir. Elde
edilen kapsiller jellesme ortamindan stzilerek

ayrilmis  ve oda sicakliginda  kurutulmustur.
Enkapstilasyon islemleri iki tekrar olarak
gerceklestirilmistir.

Enkapsiilasyon isleminde, sodyum aljinat ¢6zeltisi
icindeki oleuropeince zengin ekstrakt
konsantrasyonu, kitosan veya pektin ¢Ozeltisi
konsantrasyonu ve bekleme stiresi bagimsiz islem
degiskenleri olarak secilmis ve Merkezi Kompozit
Dizayn (CCRD) kullanilarak optimizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Iyonik jelasyon yontemine
Ozgi olarak secilen bagimsiz islem degiskenleri ve
CCRD ‘ye gore belitlenen deneme deseni Cizelge
4de verilmistir. Iyonik jelasyon ile enkapsiilasyon
isleminde optimum nokta; maksimum EE ve
maksimum toplam fenolik madde miktart (mg
GAE/gKM) hedef almnarak belitlenmistir.
Optimum  enkapsiile 6rneklerde ise toplam
fenolik madde miktart (mg GAE/gKM),
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antioksidan kapasite (mg TE/gKM), nem icerigi,
su aktivitesi, ¢6zunebilirlik (%) ve enkapsilasyon
verimi (%) analizleri gerceklestirilmistir.

Optimizasyon

Optimizasyon ¢alismalarinda; ultrasonik destekli
ekstraksiyon islemi degiskenleri olarak siire (dak),
sicaklik (°C) ve genlik (%), mikroenkapstlasyon
isleminde ise, sodyum aljinat ¢ozeltisi icindeki
oleuropeince zengin ekstrakt konsantrasyonu,
kitosan veya pektin ¢ozeltisi konsantrasyonu ve
bekleme stiresi bagimsiz islem degiskenleri olarak
secilmis ve optimize edilmistir. Regresyon
analizi, izohips ve vyamt ylzey grafikleri ve

optimizasyon Design Expert Version 7.0
(Stateaselnc.)  paket programi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ultrasonik destekli
ekstraksiyon ~ ve  iyonik  jelasyon  ile

mikroenkapsiilasyon islemleri sonrasinda elde
edilen driinlerin isleme 6zgt belitlenen yanitlara
iliskin verilerinin regresyon analizi sonucu, yanit
i¢in ikinci dereceden polinomiyal denklem (Es. 1)
elde edilmistir.

Yanit = B, + X, B, x; +
f'{=1 .31-1- xiz {'(=_11 }(=i+1 ﬁ,-jxij (k=123) ©)

Mode! Gida Denemesi

Kefir dretimi i¢in %3 yag iceren pastorize sit
(Tire Sit Kooperatifi, Izmir) kullamlmistir. Siit
40°C’ye 1sitilmus ve igerisine kefir mayast (VIVO
Guida San. Ltd. Sti., Istanbul) eklenerek 16 saat oda
sicakliginda fermantasyon islemine birakidlmistir.
Fermantasyon sonunda elde edilen kefir 4°C’de
sogumaya birakilmistir. Elde edilen kefir icerisine
ham ekstrakt (%0.5, g/g) ve mikroenkapsul (%1,
g/g) eklenmis, kontrol grubu olarak ise ekstrakt ve
mikrokapstl eklenmemis kefir kullanilmistir. Elde
edilen kefir 6rnekleri analiz islemlerine kadar
4°C’de muhafaza edilmistir. Kefir 6rneklerinde
LAB sayimmut ve duyusal analiz gerceklestirilmistir.

Analiz Yontemleri

Nenr ve su aktivitesi

Nem tayini, termogravimetrik prensibe gore
calisan etiiv yontemine gore gerceklestirilmistir
(AOAC, 1990). Su aktivitesi, +£0.001 hassasiyete
sahip dijital gostergeli su aktivitesi 6l¢lim probu
(Testo-AG 400) kullanilarak belitlenmistir.

Toplam fenolik madde miktar: (I'FM)

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve enkapstilasyon
islemi sonrast 6rneklerin toplam fenolik madde
miktari, Jasicka-Misiak vd. (2018) belittigi
spektrofotometrik (Shimadzu, UV-1800) yontem
ile Folin-Ciocalteu metoduna goére 90 dak
bekletilerek 725 nm dalga boyunda 6l¢iilmus ve
sonuclar mg gallik asit esdegeri GAE /gKM olarak
ifade edilmistir.

Mikrokapstl 6rneklerinin ylizey fenolik madde
miktari, sodyum sitrat eklenerek 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek, toplam fenolik madde
miktar1 boliminde verilen aynt ydntem ile
hesaplanmistr.

Antioksidan kapasite

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve enkapstilasyon
islemi sonrast Orneklerin antioksidan kapasitesi,
Sahin’in (2019) belirttigi DPPH (2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil radikal siipiirme kapasitesi yontemi)
yontemine goére 30 dak bekleme isleminin
ardindan 515 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilarak
belirlenmis ve sonuglar mg troloks esdegeri mg
TE/gKM olarak verilmistir.

C vitamini miktar:

Taze zeytin yapragl ve optimum kosullarda elde
edilen zeytin yapragi ekstraktinda C vitamini
miktar1 spektrofotometrik yontem kullanilarak,
518 nm’de 6l¢iilmiis ve sonuglar mg askorbik asit
esdegeri mg AA/gKM cinsinden verilmistir (Higtl,
2007).

Ekstraksiyon verimi

Ekstraksiyon verimi, ekstraksiyon isleminden
sonra elde edilen ekstraktlarin kurutulduktan
sonraki miktar (g), baslangicta isleme alinan 6rnek
miktarina (g) oranlanmast ile yiizde (%) olarak
hesaplanmuistur.

Entkapsiilasyon etkinligi (EE)

Enkapsiilasyon etkinligi, mikrokapsiil
Orneklerinin ylizey fenolik madde miktart ve
toplam fenolik madde miktart belirlenerek Esitlik
2°de verilen denkleme gére hesaplanmustir (Cilek
vd., 2012).

EE(%) = Ptoplam = Pyizey %100 )

PToplam

77



78

R. Akcay Salik, E. Bitim, O. Képruialan Aydin, E. Selcuk, O. Altay, F. Kaymak Ertekin

Enkapsiilasyon verimi
Enkapstilasyon verimi, enkapsiilasyon sonrast

elde  edilen  mikrokapsiillerin  kiitlesinin,
oleuropeince zengin ekstrakt ve kaplama
materyalinin ~ baglangic  toplam  kiitlesine

oranlanmast (%) scklinde Esitlik 3’te verilen
formiile gbre hesaplanmustir.

EV (%) =

enkapsilasyon sonrast mikrokapsiillerin kiitlesi

*
ekstrakt ve kaplama materyalinin baslangictaki toplam kiitlesi

100 3)

Coziinebilirlik
Kapsiillerin suda ¢6ziinebilirlik analizi icin Ttrker
vd. (2018)’nin belirttigi yontem kullanilmustir.

Duyusal Degerlendirme

Model gida olan kefirin duyusal analizi; enkapsiile
edilmis ve edilmemis fenolik maddece zengin
ekstraktin, kefir icerisine katiarak hedonik test ile
5 puan tzerinden, 10 yari egitimli panelist
tarafindan  degerlendirilmesine dayanmaktadur.
Degetlendirme kriterleri olarak goriinis, renk,
kivam ve lezzet (tat ve koku) ve tim izlenim
ozellikleri  dikkate alinmustir  (Bennion ve
Bamford, 1973; Chauhan ve Sharma, 2003; Altug
ve Elmaci, 2005).

Laktik asit bakterisi (1LAB) sayinmn
Kefir 6rneklerinde LAB sayisini belitlemek tizere
MRS agar, pH 6.2 ‘de d6kme plak yontemine gore

A
30
)
Sas . ks
= X
£
@
4 a
=15
=
=
Z 10
=
=}
3 s
=

=

1/10 (w/v) 1/15 (w/v) 1/20 (w/v)

o]

TFM (mg GAE/ g KM)

gift katlh ekim yapilmis 30°C’de 3-5 gln
inktibasyona birakilmistir (ISO 15214, 1998).

Istatiksel analizler

Zeytin yapraginin ultrasonik destekli ekstraksiyon
islem kosullarinin ve iyonik jelasyon yontemi ile
enkapsiilasyon islem kogullarinin
optimizasyonunda istatistiksel analizler Design
Expert Version 7.0 (Stateaselnc.) paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Optimum islem
kosullarinin ~ dogrulama  denemeleri  i¢in
gerceklestirilen  t-testi  ve  model gida
denemelerinde gerceklestirilen varyans analizi
(ANOVA) Post-Hoc (Duncan) igin SPSS paket
programt (Versiyon 22) kullandmistir. Ortalama
degerler * standart sapma olarak ifade edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Ekstraksiyon kat1/¢ézgen orani, ¢ézgen tipi
ve konsantrasyonunun belirlenmesi
Ekstraksiyona  alinan  kurutulmus  zeytin
yapraklarinin nem igerigi %4.98 (yas temelde), su
aktivitesi (ay) degeri 0.33 ve toplam C vitamini
miktar1 16.53 mg AA/gKM olarak bulunmustur.
Orneklerin farkli kati/¢ézgen orant, ¢6zgen tipi ve
konsantrasyonu  kullanidarak  gerceklestirilen
denemeler sonucunda elde edilen % ekstraksiyon
verimi, TFM ve antioksidan kapasitesi sonuglar
Sekil 1°de verilmistir.

60 . 160

1405

S0 % ¢ 120%

40 1005

30 z so o

20 E - - 60 E

o 40 E

10 : 20 X
0 0

1/10 (w/v)
TFM

1/15 (w/v) 1/20 (w/v)
® antioksidan kapasite

Sekil 1. Ultrason destekli ekstraksiyonda etanol ile farklt kat1/¢6zgen oranlarinda elde edilen
ekstraksiyon verimi, TFM ve antioksidan kapasitesi degetleri.
Figure 1. Exctraction yield, total phenolic content and antioxidant capacity values obtained with ethanol at different
solid/ solvent ratios in ultrasound assisted exctraction.
* A Kat/ ¢ozgen oranlarinda ekstraksiyon verimi, B Kati/ ¢6zgen oranlatinda fenolik madde miktatt ve antioksidan kapasite,
TFM Toplam fenolik madde, GAE Gallik asit esdegeri, TE Troloks esdegeri. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger = SD
(n=2) olarak ifade edildi. Farkli st simge kiiclik harf, P <0.05 'te 6nemli farkliliklar gostermektedir.
* A Extraction efficiency at solid/ solvent ratios, B Phenolic content and antioxidant capacity at solid/ solvent ratios, TFM Total phenolic substance,
GAE Gallic acid equivalent, TE Trolox equivalent. Data were expressed as dry basis and mean valne ¥ SD (n=2). Different superscript lower

cases indicated significant differences at P <0.05.
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Sabit ultrasonik destekli ekstraksiyon kosullarinda
(40°C, 10 dak, %70 genlik), %80:20 (h/h) etanol-
su kullanilarak farklt kati/¢ozgen (1:10, 1:15 ve
1:20 a/h) oranlarinda gerceklestirilen
denemelerde, en yiiksek ekstraksiyon verimi
(%24.33), TFEM (5331 mg GAE/gKM) ve
antioksidan kapasitesi (134.025 mg TE/gKM;
1:20 a/h) kati/¢ozgen orant icin belitlenmistir
(Sekil 1). Kati/¢ozgen oraninin artmastyla birlikte
polifenollerin daha yitksek miktarda elde edildigi
gorilmektedir  (Sekil 1). Xie wvd. (2015),
katt/¢ozgen oraninin 1:30%a (a/h) kadar artmastyla
ekstraksiyon veriminin hizla arttugint  daha
sonrasinda ise Onemli Olcide degismedigini
belirtmislerdir. Ekstraksiyon verimini artirmasint
ise ¢Ozgen/katt oranindaki artisin, hicrelere

¢ozlict diflizyonunun artmasint  saglamasina
baglamuslardir.
Cozgen tipinin secilmesi, zeytin yapragindan
oleuropein elde edilmesinde biyik 6nem

A 20

18 o °

= 16 X N

E 12

£ 10

5 s

=

2 6

T oa

2

= 2 N N

80%0
m Etil asetat

90%
>~ Etanol

C 160
140
120

-
QX QO
e oo C

DPPH (mg TE/ g KM)
N
=

=]

70%
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tasimaktadir  (Sahin  vd., 2011). Calisma
kapsaminda  kullanilacak  ¢bzgen tipi  ve
konsantrasyonu, ekstraksiyon = kosullar1  ve

katt/¢ozgen orani sabit tutularak belitflenmistir.
En yiksek ekstraksiyon verimi (%17.60), TFM
(58.16 mg GAE/gKM) ve antioksidan kapasitesi
(132.78 mg TE/gKM) %90:10 (h:h) etanol-su ile
gerceklestirilen denemede elde edilmistir (Sekil 2).
(6zgen olarak etil asetat ile etanol kiyaslandiginda
etanoliin  ekstraksiyon  verimi, TFM ve
antioksidan kapasitesi degerlerinin daha yiksek
oldugu gorilmektedir (Sekil 2). Zeytin yapraginin
polar bir fenolik bilesigi olan oleuropeini ekstrakte
edebilmek icin polar bir ¢oziicii gerekmektedir.
Cozgen tipt olarak etanol ile etil asetatin
kullanildigt bir ¢alismada etanol ile gerceklestirilen
ckstraksiyonun daha yiksek verim (%6.38)
sagladigy, ayrica karisimda etanol
konsantrasyonunun artistyla birlikte de verimin
belli bir dereceye kadar arttigi bildirilmistir (Xie
vd., 2015).
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Sekil 2. Ultrason destekli ekstraksiyonda farklt ¢6zgen tipi ve konsantrasyonunda elde edilen
ekstraksiyon verimi, TFM ve antioksidan kapasitesi degerleri.
Figure 2. Exctraction efficiency, total phenolic content and antioxidant capacity values obtained in ultrasound assisted
extraction at different solvent types and concentrations.

* A Cozgen tipi ve farkli konsantrasyonlarda ekstraksiyon verimi, B Cozgen tipi ve farkli konsantrasyonlarda TFM toplam
fenolik madde miktari, C Cézgen tipi ve farkli konsantrasyonlarda antioksidan kapasite, TFM Toplam fenolik madde, GAE
Gallik asit esdegeri, TE Troloks esdegeri. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger £ SD (n=2) olarak ifade edildi. Farkl: tist
simge kugtik hatf, P <0.05"% 6nemli farkliliklar gostermektedir.

* A Extraction efficiency at different solvent types and concentrations, B amount of total phenolic substance at different solvent types and concentrations,
C Antioxidant capacity at different solvent types and concentrations, TEM Total phenolic substance, GAE Gallic acid equivalent, TE Trolox
equivalent. Data were expressed as dry basis and mean value £ SD (n=2). Different superscript lower cases indicated significant differences at P

<0.05.
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En yiksek ekstraksiyon verimi, TFM ve
antioksidan  kapasite degerleri; 1:20 (a/h)
katt/¢ozgen orant ve %90:10 (h/h) etanol-su
karisimi kosullari icin belirlenmis ve ekstraksiyon
islem kosullarinin optimizasyonu bu kogullar
kullanilarak gerceklestirilmistir.

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve islem
kosullarinin etkisi

Bu calismanin ikinci basamaginda yesil teknik
olarak bilinen ultrasonik destekli ekstraksiyon
islem kosullarinin (stire (dak), sicaklik (°C) ve
genlik (%)) ekstraksiyon verimi, TFM ve
antioksidan kapasite Uzerine etkileri incelenmis ve
elde edilen sonuglar Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile Box Behnken deneme desenine gore elde edilen

sonuglar.
Table 1. Experimental results obtained by ultrasound assisted extraction method according to Box-Bebnken
experimental design.
Deneme No (%l;i ) Sicaklik Genlik Ekstraksiyon A?{t;ol;:ilean
(Esperimental (dak) (Temperature) (Amplitnde) Verim TEFM (mg ( Am‘foxz' ant
0 0 ; :
N . °C) (%) (Extraction GAE/gKM) Cabaci
9) (min) B) ©) Yield) (%) apacity) (mg
A) TE/eKM)

1 5 30 70 16.5910.60 52.70£0.31 174.59£4.99

2 15 30 70 15.2740.80 65.36%0.45 155.33%£1.07

3 5 40 70 17.80+0.55 68.98%0.80 162.3514.62

4 15 40 70 16.9510.43 58.98+3.18 149.29+0.64

5 5 35 40 16.38+0.24 67.07£0.18 172.01£1.49

6 15 35 40 15.63+0.97 66.53%3.46 153.16%0.41

7 5 35 100 15.89+1.10 62.61£2.89 155.84£1.19

8 15 35 100 16.94+0.64 60.95%2.62 153.57£0.55

9 10 30 40 15.40+0.59 61.85£1.94 175.69£2.18
10 10 40 40 16.75%0.89 67.10£0.82 155.62%0.50
11 10 30 100 16.64+1.75 60.27£1.31 170.29£0.66
12 10 40 100 18.48+0.22 58.95%0.85 143.331£16.47
13 10 35 70 16.86+1.45 62.24%0.20 131.81£11.49
14 10 35 70 16.11+1.33 62.02%1.27 132.63£1.28
15 10 35 70 16.12+1.12 65.10£3.74 126.23£5.15
16 10 35 70 17.02+0.86 59.83%6.40 124.32+3.48
17 10 35 70 17.37+0.34 65.17£3.44 130.73£7.13

GAE Gallik asit esdegeri, TE Troloks esdegeri. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger £ SD (n=2) olarak ifade
edildi. GAE Gallic acid equivalent, TE Trolox equivalent. Data were expressed as dry basis and mean value + SD (n=2).

Optimizasyon c¢alismasinda yer alan islem
degiskenleri ile her bir yanit arasinda iliskiyi ifade
eden kuadratik matematiksel model, regresyon
analizi yapilarak olusturulmustur. Bunun icin
modelin uygunsuzlugu testi (lack of fit) degetleri
analiz edilmis ve kuadratik matematiksel modelin
uygun oldugu belitlenmistit. Bu modellerin
ANOVA sonuglart ve regresyon katsayilari
Cizelge 2'de verilmistit.

Ekstraksiyon verimi

Islem  degiskenlerinin  ekstraksiyon  verimi
tizerindeki etkilerini veren yanit yiizey grafigi ve
izohips egrileri Sekil 3°de gosterilmistir.

Ekstraksiyon verimi tizerine ckstraksiyon islem
kosullarinin (sicaklik, stre ve genlik) tliminin
etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge
2)(P <0.05). Ekstraksiyon veriminin %15.27+0.80
ile %18.48%0.22 arasinda degistigi ve en yiiksek
ckstraksiyon veriminin 10 dakika siire, 35°C
sicaklik ve %70 genlik kosullarinda elde edildigi
gorilmektedir  (Cizelge 1).  Ekstraksiyon
sicakliginin artmasina bagli olarak ekstraksiyon
veriminin artigt gorilmektedir. Ekstraksiyon

isleminde  yiiksek sicaklik  degerleri, bitki
matriksinden  bilesiklerin  desorpsiyonunun
artmasint  saglayarak  kiitle  transferini  ve

ekstraksiyon performansint artirmaktadir (Sahin
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vd., 2015). Ekstraksiyon stiresinin azalmastyla
birlikte ekstraksiyon veriminde artis oldugu
gozlenmis (Sekil 3) ve ekstraksiyon siiresindeki
kisalmanin ise ekonomik agidan avantaj saglayarak
enerji maliyetlerinin en aza indirilmesinde etkili
oldugu bildirilmistir (Sahin ve Samli, 2013;
Chemat vd., 2017). Aynt zamanda ekstraksiyon
siiresi ¢ozlicinin uriine nifuz etme ve ¢bzme
isleminde etkili bir parametre olup ekstraksiyon
verimini etkilemektedir (Guler vd., 2020). Florez-
Fernandez vd. (2019), wultrasonik destekli

ekstraksiyon ile uyguladiklari kisa sonikasyon
strelerinin  aljinat veriminde artis sagladigini
belirtmislerdir. ~ Gilaburu (Viburnum opulus L.)
meyvesi ile yapilan bir c¢alismada, ultrasonik
destekli ekstraksiyon ile islem stiresinde yaklastk
%90 oraninda tasarruf saglandigi belirlenmistir.
Ayrica geleneksel yonteme gdre daha yiksek
antioksidan aktivite belitlenmis ve ultrasonik
destekli ekstraksiyon ile fenolik bilesiklerde daha
az bozulma oldugu bildirilmistir (Alifaki vd.,
2018).

Cizelge 2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin ve iyonik jelasyon ile
elde edilen kapsiillenen ANOVA sonuglart
Table 2. ANOV A results of the extracts obtained by ultrasonic assisted extraction method and encapsulated obtained

by ionic gelation
Ultrasonik destekli ekstraksiyon (Ultrasonic assisted extraction)
Bk . - Antioksidan Kapasitesi
. straks}yon.Verljm TrM (Antioxidant Capacity)
(Extraction Yield) (%) (mg GAE/gKM) (mg TE/2KM)
Varyasyon o oo oo
Kaynagly (Variation  SD HKT P-degeri HKT Pdegeri  ppyey Pdegeri
Source) (P- value) (P- valne (P- value
Model 9 11.9106 0.0090 233.218 0.0100 4514.03 0.0003
A 1 1.4328 0.0286 0.025 0.9373 357.425 0.0067
B 1 4.9320 0.0014 26.937 0.0332 533.99 0.0023
C 1 3.8191 0.0028 44.741 0.0113 139.88 0.0489
AB 1 0.0170 0.7732 128.474 0.0007 9.494 0.5549
AC 1 0.8055 0.0783 0.306 0.7862 68.799 0.1390
BC 1 0.0581 0.5972 13.788 0.1004 11.870 0.5105
A2 1 0.5224 0.1409 1.267 0.5842 863.684 0.0006
B2 1 0.2795 0.2641 15.424 0.0855 1204.08 0.0002
c? 1 0.0758 0.5475 3.189 0.3931 969.874 0.0004
Kalint1 (Residue) 7 1.3275 26.967 172.876
Model
Uygujﬁfsﬁzlugu 3 0.0593 0.9770 6.380 0.7531 119.347 0.1600
(Lack of Fit)
Saf Hata
(Pure Erron) 4 1.2683 20.586 53.529
Toplam
(Corl?fotal) 16 13.238 260.185 4686.9
R? 0.8997 0.8963 0.9631
RZ.4; 0.7707 0.7630 0.9156
CV. *% 2.6245 3.1332 3.2913
PRESS 2.9300 134.2584 1993.195
Yeterli
Tahminleme 11.2855 9.9673 12.4958
(Adeq Precision)
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Cizelge 2. devam

Iyonik jelasyon (Ionic gelation)
EE (%) TFM (mg GAE/gKM)
Varyasyon Kaynag P-degeri P-degeri
(Vyaﬁ'}zzz‘z'on S o};/m’gl SD HKT (P- ﬂf/%e HKT (P- pi/ﬂe
Model 9 2925.403 0.0013 431.594 0.0003
X 1 115.032 0.1010 222.545 < 0.0001
X 1 1135.109 0.0003 99.948 0.0005
X3 1 1.613 0.8336 1.607 0.5168
XiXe 1 417.800 0.0069 4.563 0.2849
XiXs 1 259.038 0.0228 49.853 0.0045
XoXs 1 433.711 0.0062 24136 0.0281
X2 1 223.821 0.0313 16.807 0.0570
X2? 1 123.178 0.0913 2.564 0.4162
X52 1 346.424 0.0114 6.392 0.2113
Kalintt (Residne) 7 310.185 31.773
Model Uygunsuzlugu
st dﬁ N mt)g 3 212.741 0.3045 10.146 0.8443
Saf Hata (Pure Error) 4 97.444 21.627
Toplam (Cor Total) 16 3235.587 463.366
R? 0.9041 0.9314
RZ,q 0.8082 0.8629
C.V. *% 17.0250 18.8348
PRESS 2231.966 126.87
Yeterli Tahminleme
(Adeq Precision) 11.8542 12.674

A: Siire (dak), B: Sicaklik (°C), C: Genlik (%), Xi: Ekstrakt Konsantrasyonu (%), X»: Kitosan Konsantrasyonu (%),

X3: Bekleme Stiresi (dak)

A: Time (min), B: Temperature (°C), C: Amplitude (%), X;: Extract Concentration (%), Xo: Chitosan Concentration (%), X;:

Waiting Time (min)

Toplam fenolik madde (TFM)

Islem degiskenlerinin TFM tizerindeki etkileri,
yanit ylzey grafigi ve izohips egrileri ile Sekil 4’te
gOsterilmistir.

Zeytin yapragt ekstraktlarinin TFM‘si 52.70+0.31
ile 68.98£0.80 mg GAE/g duriin arasinda
bulunmustur (Cizelge 1). TFM yamtt icin
regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci
dereceden  polinomiyal modelde  sicakligin,
genligin, siire ve genligin etkilesimlerinden anlaml
seviyede etkilendigi bulunmusgtur (P <0.05). Islem
degiskenlerinden  sicakligin  artmasiyla TFM
6nemli diizeyde arttugl, ancak ekstraksiyon
sicakliginda artistn  devam etmesi ile TFM
azalmanin gézlemlendigi belirlenmistir (Sekil 4).
TFM’deki bu artis, sicakligin yiikselmesiyle
birlikte ¢oztict viskozitesinin ve yiizey geriliminin
azalarak fenolik bilesiklerin  ¢ozunurligini

arttirmasina, dolaysiyla bu bilesiklerin diftizyon
ve ckstraksiyon hizint arttirma  kabiliyetine
baglanabilmektedir. Ayni zamanda  sicaklik
artisina baglt olarak meydana gelen kimyasal ve
enzimatik bozulmalar TFM etkilemektedir (Unver
ve Celik, 2022). Bu calismada islem siiresinin
TFM tzerinde ¢ok fazla bir degisime neden
olmadig1 gérilmistir (Sekil 4). Uzun ekstraksiyon
streleri, daha fazla kimyasal reaksiyona ve fenolik
bilesiklerin oksidasyonuna neden olabilmektedir
(Sahin vd., 2015). Sekil 4 incelendiginde genligin
azalmasiyla  ise  TFM‘de  arus  oldugu
gorilmektedir. Yiksek genlik uygulanmasi gii¢
sarfiyatint artiracak ve 6rnegin 1sinmasina neden
olacaktir.  Ultrasonik  genliginin  artirilmasi,
ultrasonik gliciinin artmasina neden olarak
kavitasyon gerceklesmekte ve kavitasyon lokal
isinmaya neden olarak bitki hiicre duvarinin
yikimint saglamaktadir (Poyraz vd., 2021).
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Figure 4. Response surface plots and isobips curves for the total amount of phenolic substances in the extracts obtained by
ultrasonic assisted extraction method.
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Antioksidan kapasite

Islem degiskenlerinin  antioksidan  kapasite
tzerindeki etkileri yanit yiizey grafigi ve izohips
egrileri olarak Sekil 5’te gbsterilmistir.

Zeytin  yapragt  ckstraktlaninin  antioksidan
kapasitesi tzerine ekstraksiyon sicaklik, sire ve
genlik degiskenlerin etkili oldugu saptanmustir
(Cizelge 2) (P <0.05). Maksimum antioksidan
kapasite degeri 5 dakika stire, 30°C sicaklik ve
%70 genlik kosullarinda elde edilmistir. Sekil 5’te
gorildigi tzere strenin 5 dak’dan 10 dak’a,
sicakligin 30°C’den 35°C’e ve ultrasonik genligin
%40’tan %70’ artmastyla antioksidan kapasite
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Antioksidan Kapasite
(mg TE/g KM)

37.50

B: Sicaklik

30.00 100.00

once azalmis sonrasinda ise parametrelerdeki
artigla birlikte artis gOstermistir.  Ekstraksiyon
siresi ve sicakhiginin, birlikte olan etkisi de
antioksidan ~ kapasitesi  Uzerine anlamh
bulunmustur (Cizelge 2) (P <0.05). Unver ve Celik
(2022), zeytin yapragi tizerine yaptiklart calismada
benzer sonuglart elde etmislerdir. Ekstraksiyon
siresinin  artmastyla antioksidan kapasitede
distisin  gbzlenmesi, daha uzun ekstraksiyon
strelerinin ultrasonik isleme asirt maruz kalma
nedeniyle sicakliktaki artisa ve 1sisal bozunmaya
baglanmustir (Prommuak vd., 2008; Sahin ve
Samli, 2013).
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Sekil 5. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesi icin
yanit ylizey grafigi ve izohips egrisi.
Figure 5. Response surface plots and isobips curves for antioxidant capacity of extracts obtained by nltrasonic assisted
extraction method.

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Yoéntemi
Islem Kosullarinin Optimizasyonu

Optimum  ekstraksiyon kosullar1 (ekstraksiyon
stresi (dak), sicaklk (°C) wve genlik (%));
maksimum TFM, maksimum ekstraksiyon verimi
ve maksimum antioksidan kapasite hedef alinarak
belirlenmistir. ~ Deneysel  veriler — tzerinde
regresyon analizi yapilmis ve modelin katsayilari,

ANOVA analizi kullanilarak istatistiksel anlamlilik
acisindan degerlendirilmistir. Tahmin edilen ikinci
dereceden polinomiyal modellerinin regresyon
katsayilart Cizelge 2’de 6zetlenmistir. R? ve R2.q
degerlerinin birbirlerine yakin olmasi modellerin
istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri icermedigini
gostermektedir. Varyasyon katsayist deneysel
verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagl
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bir Slctsidir. Buytk varyasyon katsayist
degerleri, verilerin  ortalamadan ¢ok fazla
saptiklarini, kii¢lik varyasyon katsayist degerleri ise
verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere
sahip oldugunu géstermektedir

Desirability  (arzu  edilebilirlik)  fonksiyonu
yaklasimi uygulandiginda, desirability degeri 1
olarak bulunmus ve optimum ekstraksiyon
kosullart; 5.31 dak stire, 39.27°C sicaklik ve
%40.51 genlik olarak belirlenmistir. Optimum

noktada, ekstraksiyon verimi, TFM ve antioksidan
kapasite sirastyla %17.097, 72.479 mg GAE/gKM
ve 176.15 mg TE/ gKM olarak tahmin edilmistir.
Optimum ekstraksiyon islem kosullarinda g
dogrulama denemesi yapilmis ve modelden
tahminlenen nokta deneysel olarak
dogrulanmistir. Orneklerin deneysel ekstraksiyon
verimi, TFM ve antioksidan kapasiteleri ortalama
olarak modelden elde edilen degerlerden farkls
bulunmamustir (P >0.05) (Cizelge 3).

Cizelge 3. Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve iyonik jelasyon i¢in optimum nokta dogrulama ve t-testi
sonuclari
Table 3. 1 erification and t-test results for ultrasound assisted extraction and ionic jelation at optinmum condition

Ultrasonik destekli ekstraksiyon Iyonik jelasyon
(Ultrasonic assisted extraction) (Lonic gelation)
Ekstraksiyon AIE:;akssiﬁ:in
Yerlm% TEM (Antioxidant EE (%) TEM
(Extraction (mg GAE/gKM) Capacity) (mg GAE/gKM)
/ 0,
Yield) (%) (g TE/gKM)
1 14.499 72.996 171.235 61.18 12.36
2 19.440 72.471 176.950 60.91 12.74
3 14.760 72.395 173.900 62.94 12.44
Ortalama 17.100 72.621 174.028 61.68 12,51
(Average)
Modelden
Tahminlenen 17.097 72.479 176.146 63.8 12.34
(Estimated ~ from
the Model)
P degerl 0.645 0.530 0.328 0.079 0.273
(P- value)
Iyonik jelasyon yontemi ile belirlenmigtir. ~ Ayrica  pektin  kullanilarak

mikroenkapsiilasyon ve iglem kosullarinin
etkisi

Optimum kosullarda elde edilen zeytin yapragt
ekstraktlarinin iyonik jelasyon ile enkapsiilasyonu
isleminde  iki  farklt  kaplama  materyali
kombinasyonu ile on denemeler
gerceklestirilmistir. Sodyum  aljinat-kitosan ve
sodyum aljinat-pektin kombinasyonlart kullanilan
6n denemelerde, ckstrakt konsantrasyonu %l,
pektin veya kitosan konsantrasyonu %0.1 ve
bekleme stiresi 15 dakika olarak belirlenmis olup
damlatma ¢Ozeltisinin jellesme ¢Ozeltisine orant
1:9 olarak secilmistir.

Sodyum aljinat ile beraber pektin ve kitosan
kullaniminda EE sirastyla %15.2 ve %17.5 olarak

olusturulmus kapsiillerin  kitosan kullanilarak
olusturulanlara goére daha yumusak, kicik ve
heterojen bir yapida oldugu gériilmustiir. Bu
nedenle mikroenkapsiilasyon islemi icin uygun
kombinasyon olarak sodyum  aljinat-kitosan
secilmistir.

Sodyum aljinat-kitosan ile yapilan enkapsiilasyon
isleminin optimizasyonunda Cizelge 4’de gorilen
CCRD deneme deseni kullanilmistir. Bagimsiz
islem degiskenleri olarak ekstrakt konsantrasyonu
(%1-5), kitosan konsantrasyonu (%0.1-0.5) ve
bekleme siiresi (5-15 dak.) secilirken, TFM ve EE
ise yanut degiskenleri olarak belirlenmistir (Cizelge
4).
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Cizelge 4. CCRD deneme desenine gore iyonik jelasyon enkapsiilasyon yontemi ile elde edilen sonuglar
Table 4. Experimental results obtained by ionic gelation encapsulation method according to CCRD experimental design

Ekstrakt Kitosan Bekleme
Deneme No  Konsantrasyonu Konsantrasyonu Siresi TEM (m
(Experimental (Extract (Chitosan (Waiting EE (%) GAE /ol {1%[)
No) Concentration) Concentration) Time) (dak) &
(%) (X 00 (X)  (min) (X)

1 1 0.1 5 18.61%+0.55 2.28%0.50
2 5 0.1 5 51.88%0.67 18.6410.80
3 1 0.5 5 40.47£0.96 6.83+1.12
4 5 0.5 5 37.34%1.10 18.47+1.15
5 1 0.1 15 17.87+1.15 3.48+1.16
6 5 0.1 15 20.88%1.54 8.15+1.28
7 1 0.5 15 61.68%1.13 13.27+1.75
8 5 0.5 15 43.28+1.67 16.63+1.52
9 1 0.3 10 32.02%1.32 5.53+1.34
10 5 0.3 10 51.18%1.78 16.67+1.16
11 3 0.1 10 22.75%1.74 5.11+1.42
12 3 0.5 10 55.77£1.23 14.08+1.32
13 3 0.3 5 21.00£1.62 6.75%1.45
14 3 0.3 15 21.58%1.55 7.43+2.10
15 3 0.3 10 25.67£1.89 6.71+1.88
16 3 0.3 10 31.82%1.66 9.45+2.05
17 3 0.3 10 29.65%0.88 7.26+2.13
18 3 0.3 10 32.41£0.78 10.39+1.90
19 3 0.3 10 39.21£1.18 12.39+1.34

GAE Gallik asit esdegeri, EE Enkapsiilasyon etkinligi. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger £ SD (n=2) olarak
ifade edilmistir. GAE Gallic acid equivalent, EE Encapsulation efficiency. Data were expressed as dry basis and mean value

SD (n=2).

Elde edilen veriler ile kuadratik matematiksel
modelin uygun oldugu belirlenmis ve bagimsiz
degiskenlerin model tzerine etkisi ANOVA ile
incelenmistir (Cizelge 2). Buna gore iki yamt
degiskeni icin de model istatistiksel olarak anlamlt
bulunurken (P <0.05), model uygunsuzlugu testi
istatistiksel olarak 6nemsizdir (P >0.05). Ayrica
her iki yanit degiskeni icin R? degeri 0.9°dan buyiik
olarak bulunmustur. Yanitlar icin varyasyon
katsayist degeri TFM icin 18.83 EE icin 17.02
olarak bulunmustut.

Enkapsiilasyon etkinligi (EE)

EE tzerine kitosan konsantrasyonunun dogrudan
anlaml bir etkisi bulunurken, diger bagimsiz islem
degiskenlerinin birbiri ile interaksiyon halinde

bulunmast durumunda anlamli bir etkiye sahip
oldugu (P <0.05) Cizelge 2’de gérilmektedir.

Kitosan ve ekstrakt konsantrasyonundaki azalma
sonucunda EE azalmistir. Bekleme stresindeki
artts ise EE ‘yi bir noktaya kadar arttirmus,
ardindan artan bekleme siiresine gore EE ‘de
azalma baglamustir (Sekil 6).

Iyonik jelasyon isleminde kalsiyum iyonlari,
sodyum aljinat ile birlikte capraz bag olusturmakta
ve yumurta kutusu sekli almaktadir. Ayni zamanda
diisiik molekiil agirligina sahip kitosan ayni sekilde
sodyum aljinat ile elektrostatik interaksiyonlar ile
bag olusturmaktadir. Disik molekil agirlikls
aljinat ve kitosandan olusan boncuklar daha
gbzenekli bir yapt olusturmaktadir (Bajpai ve
Tankhiwale, 2006). Bu da EFE’deki dustsi
aciklamaktadir. Zira kitosan-kalsiyum klortr
¢oOzeltisi icerisinde olusan boncuklardan aktif
bilesen disartya dogru difiize olmaktadir (Najafi-
Soulari vd., 20106).
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Sekil 6. Tyonik jelasyon yéntemi ile elde edilen kapsiillerin EE icin yanit yiizey grafigi ve izohips egrisi
Figure 6. Response surface plots and isohips curves for encapsulation efficiency of capsules obtained by ionic gelation
method

Toplam fenolik madde (TFM)

Mikroenkapstilasyon isleminde yanit degiskeni
olarak TFM incelendiginde, Cizelge 2’den de
anlagtlacagt  tizere  ekstrakt ve  kitosan
konsantrasyonunun model tzerinde anlamlt bir
etkiye sahip oldugu gérilmektedir (P <0.05).
Bununla beraber, bekleme suresi ekstrakt

konsantrasyonu ve ayrica kitosan konsantrasyonu
ile birlikte etki gbstermistir (P <0.05).

Sekil 7 incelendiginde kitosan ve ekstrakt
konsantrasyonu azaldiginda TFM‘nin azaldigt
gorilmektedir. Bekleme siiresindeki artisin bir

noktaya kadar toplam TEFM’yi arttirdigy,
sonrasinda  ise  azalmaya neden  oldugu
bulgulanmustir.

Ekstrakt icerisindeki TFM‘de ki azalmanin,

fenolik bilesenlerin kalsiyum kloriir ¢Ozeltisi
icinde o6nemli Olgiide migrasyonu sonucu
meydana geldigi ve olusan boncuklarin alindig
jellesme ortaminda enkapsile olmadan kaldig
belirtilmektedir (Arriola vd., 2019). Bunun yam
sira aktif bilesen kaybinin ¢ogunlukla kitosan

¢Ozeltisinin icerisinde gerceklestigi bulgulanmugtir
(Deladino vd., 2008).

Iyonik Jelasyon ile Enkapsiilasyon Iglem
Kosullarinin Optimizasyonu

Zeytin yapragi ekstraktinin sodyum aljinat-kitosan
kombinasyonu ile iyonik jelasyon yontemi ile
enkapstlasyonunda bagimsiz islem degiskenleri
olan %1-5 ckstrakt konsantrasyonu,%0.1-0.5
kitosan konsantrasyonu ve 5-15 dak bekleme
stiresi araliklarinda, desirability (arzu edilebilirlik)
fonksiyonu yaklagimiyla ve maksimum TFM ve
maksimum EE hedeflenerek gerceklestirilen
optimizasyonda, desirability degeri 1 olarak
bulunurken, ekstrakt konsantrasyonu %1.04,
kitosan konsantrasyonu %0.5 ve bekleme stiresi
11.24 dak olarak belirlenmistir. Optimum noktada
EE %063.8, TFM ise 12.34 mg GAE/gKM olarak
tahminlenmistit.

Cizelge 3’de belirtildigi  tzere, dogrulama
denemelerinde enksapsiilasyon etkinligi TFM
deneysel olarak sirastyla ortalama %61.68 ve 12.51
mg GAE/gKM olarak bulunmustur. Tek 6rnek t-
testi sonucuna gore deneysel ve tahminlenen
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degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
o6nemsiz bulunmustur (P >0.05) (Cizelge 3).
Optimum kosulda elde edilen ekstraktta TFM
72.621 mg GAE/gKM olarak bulunmusken,
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Sekil 7. Tyonik jelasyon yéntemi ile elde edilen kapsiillerin TFM igin yanit yiizey grafigi ve izohips egrisi
Figure 7. The response surface plots and isohips curves for the total amount of phenolic substance in the capsules obtained
by the ionic gelation method

Najafi-Soulari vd. (2016) tarafindan limon otu
ekstraktinin  iyonik  jelasyon  yontemi ile
enkapsiilasyonu Uzerine yapian bir calismada,
optimum noktada elde edilen EE %39.5 olarak
bulunmustur. Arriola vd. (2019) tarafindan stevia
ekstraktlarinin  farklt  6zellikte sodyum aljinat
kullanilarak iyonik jelasyon ile enkapsiile edildigi
calismada ise EE‘nin %060’ tzerinde oldugu
belirtilmistir. Buna gbre bu calismada elde edilen
sonu¢ yaptlan bu c¢alismalar ile  uyum
gostermektedir.

Cizelge 5’de ise optimum noktada elde edilen

mikrokapsiillerde  gerceklestirilen  analizlerin
sonuclart verilmistir.
Santagapita vd. (2011) tarafindan invertaz

enziminin iyonik jelasyon ile enkapsile edildigi
calismada kurutulmus haldeki mikrokapstillerin
nem icerigi kuru bazda 9%4.5-11.4 arasinda

degisim gosterirken, su aktivitesi degerleri 0.181
ile 0.330 olarak bulunmustur. Bougainvillea glabra
bitki ekstraktlarinin iyonik jelasyon ile enkapsiile
edildigi bir diger calismada ise ckstraktta ve
enkapsiile 6rneklerde TEFM sirastyla 22.97 ve
18.24 mg GAE/gKM olarak tespit edilmistir
(Silva de Azevedo ve Zapata Norefia, 2021). Elde
edilen sonuglar literatiir ile uyum gostermektedir.

Model gida denemesi

Zeytin yapragi ekstrakti ve optimum kogullarda
enkapstile edilmis ekstrakt model gida olarak
uretilen kefir icine ilave edilmistir.

Oda sicakliginda 2 giin boyunca inkiibasyona
birakilan kefir, mikrobiyolojik olarak incelenmis
olup laktik asit bakteri sayim sonuglari log kob/g
cinsinden Cizelge 6’de verilmistir. Kefirin
tanimlayict istatistikleri g6z Onitine alindiginda,
laktik asit bakteri sayist 8.4-8.5 log kob/g
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aralifinda degisim gostermistir. Ornekler arasinda
laktik asit bakteri sayimi agisindan istatistiksel fark
gbzlenmemistir (P <0.05). Buna gore, kefir icinde
kullanilan ~ zeytin  yapragt  ekstraktt  ve

mikrokapstllerin laktik asit bakterilerine karst
herhangi  inhibe edici etkisinin  olmadig
saptanmistir.

Cizelge 5. Optimum noktada elde edilen mikrokapsiillerin analiz sonuglar
Table 5. Analysis results of microcapsules obtained at the optimum point

Nem Icerigi (Moisture Content) (%)
TFM (mg GAE/gKM)

Antioksidan Kapasite (Antioxidant Capacity) (mg TE/gIKM)

C Vitamini (C vitamin) (mg AA /gKM)

Enkapstilasyon Verimi (Encapsulation Efficiency) (%o)

Su Aktivitesi (Water Activity) (aw)
Cozunebilitlik (Solubility) (%o)

12.41£1.76
12.51%+0.20
41.76%0.45
7.4410.22
82.71+0.90
0.451+0.06
70.88+3.74

GAE Gallik asit esdegeri, TE Troloks esdegeri, AA askorbik asit. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger £ SD
(n=2) olarak ifade edildi. GAE Gallic acid equivalent, TE Trolox equivalent, AA ascorbic acid. Data were expressed as dry

basis and mean valne £ SD (n=2).

Cizelge 6. Kefir icin LAB (laktik asit bakteri) sayim sonugclari
Table 6. LAB (lactic acid bacteria) counts for kefir

Ornek Grubu (Sample Group)

Laktik Asit Bakterileti (Lactic Acid Bacteria) (log kob/g)

Kontrol (Control)
Mikrokapsil eklenmis
(Microcapsule added)
Ekstrakt eklenmis (Extract added)

8.51£0.132
8.50%0.13»
8.50%0.12»

Veriler ortalama deger = SD (n=2) olarak ifade edildi. Ayn1 stitundaki farkls tist simge kiigiik harf, P <0.05"% 6nemli farkhiliklar
gostermektedir. Data were expressed as mean value = SD (n=2). Different superscript lowercase in the same column indicated significant differences

at P <0.05.

Mikroenkapstilasyon isleminin amagclarindan biri
act/koti tat ve aromanin trinleri olumsuz

etkilemesinin ~ 6ntne  ge¢cmek/engellemektir.
Cizelge 7°de  kefire uygulanan  duyusal
degerlendirme  sonuglart  verilmistir.  Renk,

gbriintis ve kivam agisindan enkapsiile edilmis ve
edilmemis ekstrakt iceren kefir 6rneklerinin farkls
olmadigi (P <0.05), ancak kontrol 6rneginden
daha disik puan aldigt gézlemlenmistir. Lezzet
puant acisindan ham ekstrakt eklenmis 6rnek en

distik puant alirken, kontrol grubu ile
mikrokapsil eklenmis 6rnegin daha yiiksek puan
aldigt  gbzlenmistir. Tum  izlenim  olarak
degerlendirildiginde en yiksek puan kontrol
grubunda ve en disik puan ham ekstrakt iceren
ornekte saptanmustir.  Duyusal degerlendirme
sonucunda zeytin yapragi ekstraktinin enkapsiile
edilmesi ile act tadinin bastirildig, kontrol grubu
kefir 6rnegi ile lezzet farkinin olmadigl sonucuna
varilmistir.

Cizelge 7. Model gida kefir icin duyusal analiz sonuglari
Table 7. Sensory analysis results for kefir as model food

Ornek Grubu (Sample Renk Gorliniis Kivam Lezzet Tiim Izlenim
Group) (Colour) (Appearance) (Consistency) (Flavor) (All Impression)
Kontrol (Control) 4.8+0.4* 4.5+0.5* 4.4+0.7* 4.0+0.9° 4.5£0.7°
Mikrokapsiil eklenmis a a a b ab
(Microcapsule added) 3.7£0.6 4.1+0.8 4.0+0.8 3.4+0.7 3.6+0.7
Ekstrakt eklenmis a a a a a
(Extract added) 4.1+0.7 4.2+0.7 4.0+0,6 1.5£0.5 2.4+0,7

Veriler ortalama deger = SD (n=2) olarak ifade edildi. Ayn1 stitundaki farkls Gist simge kigtik hatf, P <0.05"% 6nemli farkliliklar
gostermektedir. Data were expressed as mean value ¥ SD (n=2). Different superscript lowercase in the same column indicated significant differences

at P <0.05.
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SONUC

Bu caligmada, yan urtin/atik zeytin yapragindan
maksimum fenolik madde ve antioksidan madde
iceren zeytin yapragl ekstrakts, ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis ve iyonik
jelasyon  yontemi ile enkapsiile edilmistir.
Ultrasonik  destekli  ekstraksiyon — isleminde
optimum islem kosullari, 5.31 dak stre, 39.27°C
sicaklik ve %40.51 genlik olarak bulgulanmustir.
Iyonik jelasyon ile enkapsiilasyon isleminde ise
optimum enkapsiilasyon kogullars; %1.04 ekstrakt
konsantrasyonu, %00.5 kitosan konsantrasyonu ve
11.24 dak bekleme stiresi olarak belirlenmistir.
Elde edilen enkapstller fonksiyonel gida
tiretiminde model gida olarak segilen kefire ilave
edilmis ve kefirin laktik asit bakteri sayist ve
duyusal Ozellikleri tzerine etkisi incelenmistir.
Zeytin  yapragt  ekstraktinin  act  tadiun
mikroenkapsiilasyon islemi ile giderildigi ve
enkapstile veya ham ekstrakt ilavesinin laktik asit
bakterileri tizerine herhangi bir inhibe edici etkisi
olmadigi bulgulanmustir. Sonu¢ olarak yesil
ekstraksiyon yontemi olan ultrasonik destekli
ekstraksiyon ile antioksidan ve TFM agisindan
zengin ekstrakt elde edilmis olup, iyonik jelasyon
yontemi ile ekstrakt biyoaktif bilesenlerini en iyi
sekilde koruyabilecek sekilde enkapsiile edilmesi
bu calismanin 6nemini arz etmektedir. Zeytin
yapragt  ekstraktinin  ultrasonik  destekli
ekstraksiyon yontemini de icerecek sekilde hibrit
bir ckstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmest,
enkapsiilasyon asamasinda ekstraktin emiilsiyon
yap1 olugturularak jellesme ¢ozeltisine
damlatidmasi ve elde edilen kapsiillerin kefir
tretiminde fermentasyon asamasinda eklenerek
mikroorganizmanin ¢ogalmast lizerine sinerjistik
bir etkisi olup olmadiginin incelenmesi bir sonraki
calismamuzin hedefi olarak planlanmaktadir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin makale ile ilgili herhangi bir kisi veya
kurum ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZARLARIN KATKISI

Ezgi BITIM, calismada gergeklestirilen iiretim ve
analizlerde gbrev almistir. Rabia AKCAY-SALIK,
Ozgiin KOPRUALAN-AYDIN, Ozgiil ALTAY
ve Hsin SELCUK iretim, analizler, sonuclarin
yorumlanmast ile makalenin yazimina katk

saglamistir.  Figen ~ KAYMAK-ERTEKIN,
calismanin planlanmasi ve yurutulmesi sireci ile

sonuclarin  degerlendirilmesi ve  makalenin
yazimina katkida bulunmustur.
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ABSTRACT

This study aimed to develop fiber-enriched cookies by partially replacing wheat flour (WF) with alternative
fiber sources including yellow lentil flour (YLF), green lentil flour (GLF), banana powder (BP), and banana
peel powder (BPP). The ratios of YLF, GLF, and WF were identified as 24.5, 10.7, and 64.8 % (flour basis),
respectively, considering the mixture experimental design for an optimal breaking strength of cookies. Four
types of cookies were studied: (i) wheat-based cookies (WC), (ii) lentil flour, BP and BPP-incorporated
cookies (LBC), (iii) BP and BPP-incorporated cookies (BC), (iv) lentil flour-incorporated cookie (LC). LC
showed a higher spread ratio and lightness than LBC and BC. Although alternative ingredients enhanced
dietary fiber content compared to wheat-only cookies, the liking degree of sensory attributes was lower in
LBC and BC. Overall, LC was supetior to LBC and BC samples, indicating possible use of lentil flours for
partial replacement of wheat flour for desired physical, chemical, and sensory attributes.

Keywords: D-optimal mixture design, cookie, lentil flour, dietary fiber, optimization, banana, texture

MERCIMEK UNU, MUZ MEYVE VE MUZ KABUK TOZU GIBI DIYET LIiFi
KAYNAKLARI iLE ZENGINLESTIRILEN BiSKUVI URETIMINDE D-
OPTIMAL KARISIM TASARIMI YAKLASIMI

oz

Bu caligma, sart mercimek unu (YLF), yesil mercimek unu (GLF), muz tozu (BP) ve muz kabugu tozu
(BPP) gibi alternatif lif kaynaklar1 kullanarak bugday unu (WF) miktari kismen azaltilmis ve diyet lif
icerigi acisindan zenginlestirilmis bisktavi gelistirmeyi hedeflemektedir. YLF, GLF ve WEFnin un
bazindaki oranlart karisim deney tasarimi cercevesinde sirasiyla %24,5, %10,7, 64,8 olarak
belirlenmistir. Dort cesit biskiivinin kalite 6zellikleri tzerinde c¢alisimustir: (i) bugday unu bazh
biskivi (WC), (i) mercimek unu, muz meyve ve kabuk tozu katkili biskiavi (LBC), (iii) muz meyve ve
kabuk tozu katkilt bisktivi (BC), (iv) mercimek unu katkili biskivi (ILC). LC numuneleri, LBC ve
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D-optimal mixture design for enrichment of cookies

BC'den daha yiksek yayilma orant ve agik renk Ozellikleri géstermistir. Alternatif Lf kaynaklari,
yalnizca bugday unu igeren Uriine kiyasla diyet lifi icerigini arttirsa da LBC ve BC numunelerinin
duyusal 6zelliklerinin begeni derecesi daha dusik kalmistir. Genel olarak, mercimek unu katkils
biskiivi (LC), LBC ve BC érneklerinden daha iistiin nitelikler gbstermis olup istenen fiziksel, kimyasal
ve duyusal 6zelliklerdeki biskiivi tiretimini saglamak icin baklagil unu kullanimiyla bugday ununun
kismi olarak azaltilmasinin miimkiin olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: D-optimal deneysel tasarim, bisktivi, mercimek unu, diyet lifi, optimizasyon,

muz, tekstir

INTRODUCTION

The food industry needs to make advancements
in ingredients and formulations due to the
growing consumer demand for functional foods
that provide advantages in addition to basic
nutrition (Falguera et al., 2012). Cookie-type
biscuits are suitable products for designing
alternative formulations for diversified nutrition
due to their consumption worldwide, extended
shelf life, and appealing characteristics.

Legume flours have been gaining attention to
enrich cakes and cookies because of their
nutritional composition and positive health
effects (Bravo-Nufiez and Gémez, 2021). Lentils
are considered one of the alternative ingredients
to enhance cookie formulations or substitute
wheat flour since they are good sources of
protein, fiber, iron, vitamin B, and phenolic
compounds (Sen Gupta et al.,, 2013; Hall et al.,
2017). Valorization of agricultural and industrial
wastes and by-products is also a critical approach
for developing value-added food products
considering  sustainable  processing  and
production strategies. Currently, wastes and by-
products of fruit and vegetables are highly
recognized as a source of bioactive compounds,
dietary fiber, polysaccharides, and proteins
(Narayanan et al., 2017). Fruit peels can be utilized
as an ingredient in cookie formulations since they
can provide dietary fiber and bioactive
compounds for the final product. Consumption
of dietary fiber is associated with several health
benefits, including lowering the risk of diabetes,
cancer, and intestinal diseases and promoting
healthy gut microflora (Weickert and Pfeiffer,
2008; He et al., 2022).

Banana is one of the most popular fruits
worldwide. Banana peel contributes about 40% of
the total weight of fruit (Anhwange et al., 2009).

Banana fruit and banana peel are well known for
their content of nutrients and dietary fiber (Sidhu
and Zafar, 2018); therefore, they could be a good
to produce fiber-enriched cookies.
Different dietary fiber sources have been included
in the cookie formulation including cereals (Sudha
et al, 2007), mango peel (Ajila et al, 2008),
pumpkin and carrot pomace (Turksoy and
Ozkaya, 2011), pomegranate peel (Colantuono et
al., 2016), raspberry and blueberry pomace (Sari¢
et al,, 2019). Lentil flours are also suggested as a
promising ingredient for the enhancement of
nutritional and sensory quality of bakery products
including gluten-free cookies (Hajas et al., 2022).

source

The incorporation of dietary fiber sources into
biscuit-type cookie production system to replace
wheat flour leads to changes in the rheological
properties of dough as well as the
physicochemical,  textural, and  sensory
characteristics of the product (Sudha et al., 2007).
Since development of new foods is directly
associated with consumer approval, proper
optimization actions should be considered for
desired color, texture, sensory, and nutritional
properties. Experimental design is important in
food science because it provides crucial
knowledge on the effect of ingredients and
processing parameters on the quality of final
products that satisfy consumers’ demands. Use of
the experimental design is a systematic approach
to optimizing new food formulations with
minimum  effort, time, and  resources
(Montgomery, 2001). Mixture design is one of the
effective data collection methods to identify
optimal formulation of a specific mixture
(Ellouze-Ghorbel et al., 2010).

This study aims to evaluate the possibility of using
different dietary fiber sources in developing a
cookie-type biscuit formulation to partially

95



96

S. Yildiz, E. Karakus, S. Oztiirk Muti

replace wheat flour with lentil flour (green and
yellow), banana fruit powder, and banana peel
powder. Fiber-enriched cookie formulation was
developed  considering  mixture  design
methodology. The optimized cookies were
compared with the standard wheat-based cookie
in terms of physicochemical, textural, and sensory
properties. This study contributes to product
development strategies using alternative dietary
fiber sources including agricultural and industrial
food by-products and waste.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Commercial yellow lentil flour (YLF) and green
lentil flour (GLF) were purchased from Tito
(Izmir, Turkey). All-purpose shortening (Marsa,
Adana, Turkey), high fructose corn syrup (42%
HFCS), fine-granulated brown-
granulated sugar, skimmed milk powder, salt
(NaCl), and wheat flour (13% moisture basis)
were used in this study. Bananas were purchased
from a local market in Sakarya at their commercial
maturity. Banana fruit and banana peel were
separated, sliced into pieces, and freeze-dried by
using a lyophilizer (Labconco freezone 6.0., U.K.)
at 0.045 mbar for 48 hours. Dried banana fruit
and banana peel pieces were ground using a
Waring blender, and the banana fruit powder (BP)
and banana peel powder (BPP) were then used in
the cookie formulation.

sucrose,

Preparation of cookies

Cookies were prepared according to the approved
method 10-54.01 (AACC, 2000) with slight
modifications. Formulation of a standard cookie
using 100 % wheat flour (WF) is given in Table 1.
BP and BPP were tested at 5 and 10 % levels (on
flour basis) by examining the taste and odor of the
cookies (data not shown). The proportions of the
BP and BPP were then set at 5 % considering the
sensory characteristics of the final product. Wheat
flour was partially replaced with yellow and green
lentil flours based on an experimental mixture
design.

Fine-granulated sucrose, brown-granulated sugar,
skimmed milk powder, salt, and all-purpose
shortening were mixed using a dough mixer

(KitchenAid, USA) to get a uniform creamed
mixture, followed by the addition of 42% HFCS
and water. After the addition of flours and
powders, the mixture was kneaded to obtain a
uniform dough. Then the dough was rolled to 7
mm thick and shaped with a circular cookie cutter
with a 6.5 cm diameter. Baking was performed at
205°C for 11 min in a rotary oven (Simsek
Laborteknik, Ankara Turkey).

Table 1. Standard cookie formulation

Ingredients Weight
)
All-purpose shortening 32
Fine-granulated sucrose 25.6
Brown-granulated sugar 8
Salt 0.5
Nonfat dry milk powder 0.8
High fructose corn syrup (42% 1.2
HFCS)
Water 17.5
Sodium bicarbonate 1
Wheat flour* 40

*13% moisture basis.

Experimental mixture design

D-optimal experimental design was used to
formulate the 3-component mixture system on
flour basis. A mixture design was constructed
using the Design Expert (version 7.0.0, Stat-Ease,
USA) software to analyze the effect of varying
proportions of YLF (x1), GLF (x2), and WF (x3)
on the breaking strength of cookies. The
relationship between the component composition
and cookie textural properties (i.c., breaking
strength) evaluated by performing 18
experiments. Linear, quadratic, and special cubic
mathematical equations were developed in which
x; represents the fractional constrained
proportion of 7t ingredient, 0 < x; < 1,/=1,2,
...q.

Linear Y = fB,x1 + B,x; + f;x3

was

Quadratic Y = Byxq + Byx, + B3x3 + B12X1x,
+ B13x1x3 + Bazxyx3

Special cubic Y = Byx; + Box, + B3x3 + BiaXx1 X,
+ B13X1x3 + BaaxzX3
+ B123X1X2X3
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where Y represents the dependent variable (i.e.,
breaking strength). B refers to the linear and cross
constituent coefficients in the models. The sum
of components (Yiix; = X +x, +x3) is
equal to 1 or equivalent to 100% in the mixture
design. The upper limit for YLF and GLF was set
at 44 % while the proportion of wheat flour varied
between 56% and 100 %. Triangular contour
plots and 3-D surface graphs were constructed
based on the selected regression model.

Physicochemical properties

Weight, diameter, thickness, and spread ratio

Weight, diameter, and thickness were measured
after cooling the cookies for 24 h. Six
measurements were conducted using three
different cookies. The spread ratio of each cookie
was calculated by dividing the average diameter by
the average thickness.

Color

Instrumental color measurement was conducted
using a portable colorimeter PCE-CSM 7
(Alicante, Spain). The surface color of each
cookie was expressed in the CIELab coordinate
system. Nine measurements were performed to
estimate lightness (L*), redness-greenness (a*),
and yellowness-blueness (b*) of cookies. The
instrument was standardized by black and white
calibration before analysis.

Moisture, ash, and total dietary fiber content

The moisture content (%o) of flours, powders and
cookies was measured using a moisture analyzer
with infrared heating (AND MX-50) at 105 °C.
Ash content was determined based on AOAC
Official Method 923.03 (AOAC, 2000). The total
dietary fiber contents of flours, powders and
cookies were determined using the enzymatic-
gravimetric method according to the approved

method 32-07 (AACC, 2000).

Texture

Textural properties of cookies were identified
according to the procedure of Tyagi et al. (2007)
with some modifications. Stable Micro Systems
TATX2 texture analyzer (Surrey, UK) was used
to determine the breaking strength and hardness
of the cookies. The breaking strength values of

cookies were measured in triplicate by using
HDP/BS blade set probe at a pre-test speed of 2
mm/s, test speed of 3 mm/s, post-test speed of
10 mm/s, and a distance of 5 mm. The maximum
force (N) required to break the cookie samples
was recorded as breaking strength. Regarding
hardness, HDP/90 blade set and P/2 probe were
used at pre-test speed of 2 mm/s, test speed of
0.5 mm/s, post-test speed of 10 mm/s, and a
distance of 5 mm. The first peak force was
recorded as hardness and all measurements were
repeated four times for each cookie type.

Sensory analysis

The sensorial properties of cookies were
examined by 25 semi-trained panelists who were
familiar with the quality aspects of baked products
and randomly selected from students and staff of
the Food Engineering Department (Sakarya
University, Turkey). The cookie samples were
assigned three-digit codes and served to panelists
on white plates. The samples were evaluated in
terms of appearance, color, odor, hardness,
fracturability, taste, mouth feel, after-taste, and
overall acceptability on a 9-point hedonic scale
(1= disliked extremely, 9= extremely liked).

Statistical analysis

Data analysis was conducted using Microsoft
Excel (2016) and Minitab 16 (Minitab Inc. State
College, PA). The significance of the differences
was determined based on an analysis of variance
using the Tukey test at a 95% confidence interval
(p<0.05).

RESULTS and DISCUSSION
Optimization of the flour
components

The addition of YLF and GLF to partially replace
the WF in the cookie formulation was evaluated
using contour and 3-D response surface graphs
obtained from the mixture experimental design
(Figure 1). Based on the preliminary experiments,
lower and upper limits on the proportions (w/w)
of the mixture components were selected as
follows:

0.00 < xq, x, < 0.44

056< x3< 1

mixture
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where X1, X, and X3 correspond to YLF, GLF,
and W, respectively.

The 18-run mixture experiment design generated
by Design Expert (7.0) is shown in Table 2,
representing the change in the breaking strength

of cookies as affected by the proportions of YLF,
GLF, and WF. Breaking strength of cookie
decreased as the proportion of lentil flours was
increased (Figure 1).

Table 2. D-optimal experimental design to optimize flour proportions based on breaking strength of
cookies

Proportion of flour (%)

Run Yellow lentil Green lentil Wheat Breaking strength (N)
R1 26.3 17.7 56 17.03
R2 22 0 78 20.57
R3 0 35 65 25.25
R4 44 0 56 24.04
R5 7.2 7.4 85.4 25.59
R6 14.7 14.7 70.7 26.66
R7 10.2 27.8 62 19.04
R8 0 44 56 22.34
R9 0 22 78 24.85
R10 14.7 14.7 70.7 19.94
R11 0 44 56 21.18
R12 22 0 78 25.97
R13 44 0 56 23.84
R14 14.7 14.7 70.7 25.61
R15 16.6 13.9 69.5 26.91
R16 8 214 70.6 26.29
R17 0 0 100 29.38
R18 0 0 100 32.36

Linear, quadratic, and special cubic models were
developed in terms of actual components as
follows:

Linear Y = 11.16x; + 10.50x, + 29.76x;

Quadratic Y = 43.27x; — 11.53x, + 30.28x3
- 74.76x1x2 - 50.33x1X3
+ 39.10x,x3

Special cubic Y = 63.93x; + 17.63x, + 30.52x;
- 908.38x1x2 - 85.79x1X3
— 11.46x,x5 + 1365.46x;,x,x4

The coefficients of determination were 0.4887,
0.6077, and 0.7145 for linear, quadratic, and
special cubic models, respectively. Variance
analysis of the experimental design is given in
Table 3 based on the special cubic model that is
selected due to its higher R? value. The model was
found significant (p<<0.05) with an insignificant
lack of fit (p=0.7012). Linear terms and the

interaction of YLF (x1) and GLF (x2) wete
significant (p<<0.05) in the model. The mixture
that allowed reduction of wheat flour proportion
and resulted in optimal breaking strength was
identified for the final formulation on the flour
basis. In this respect, 24.5 %, 10.7 %, and 64.8 %
were selected for the addition of YLF, GLF, and
WF to obtain lentil-based cookies (LC),
respectively.

The optimized levels of flours were used with
banana fruit and banana peel powders to obtain
lentil- banana-based cookies. The proportions of
wheat and lentil flours were selected based on the
D-optimal mixture design, while banana fruit and
banana peel powder were limited to 5% each on
flour basis considering preliminary tests and
sensorial evaluation (data not shown). Selected
proportions of flours and powders are given in
Table 4. WC refers to the control cookie
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developed using 100 % wheat flour as described
in the standard cookie formulation. Lentil and
banana-based cookies (LBC) comprised of the
optimized lentil flour proportions (24.5 % YLF,
10.7 % GLF), 54.8 % wheat flour, 5 % banana
fruit powder (BP), and 5% banana peel powder
(BPP) to evaluate the incorporation of both lentil
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differentiate the effects of BP and BPP, banana
fruit and banana peel powder incorporated
cookies (BC) were developed using 90 % WI, 5%
BP, and 5% BPP.
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Figure 1. Contour and 3-D response surface graphs for linear (a), quadratic (b), and special cubic (c)
models of breaking strength of cookies as affected by the proportion of lentil and wheat flours.
YLF, GLF, and WF refer to yellow lentil flour, green lentil flour, and wheat flour, respectively.
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Table 3. Variance analysis of D-optimal experimental design considering a special cubic model

Source Sum of df Mean F Value p-value
Squares Square Prob > F
Model 172.87 6 28.81 4.59 0.0142 significant
Linear Mixture 118.23 2 59.11 9.42 0.0041
X1X2 38.93 1 38.93 6.20 0.0300
X1X3 23.14 1 23.14 3.69 0.0812
X2X3 0.31 1 0.31 0.049 0.8284
X1X2X3 25.84 1 25.84 4.12 0.0674
Residual 69.06 11 6.28
Lack of Fit 23.15 5 4.63 0.60 0.7012 not significant
Pure Error 45.9158 6 7.65
Cor Total 241.925 17
Table 4. Selected proportions of lentil flour, banana fruit, and banana peel powder

Sample Proportion of flour and powders (%)

YLF GLF WF BP BPP
WC (control) 0 0 100 0 0
LBC 24.5 10.7 54.8 5 5
BC 0 0 90 5 5
LC 24.5 10.7 64.8 0 0

YLF: yellow lentil flour, GLF: green lentil flour, WE: wheat flour, BP: banana powder, BPP: banana peel powder.
Control refers to wheat-only cookies (WC). LBC: lentil flour, banana fruit and banana peel powder incorporated

cookies, BC: banana fruit and peel powder incorporated cookies, LC: lentil flour incorporated cookies.

Physicochemical properties of cookies

Weight, diameter, thickness, and spread ratio

The cookies prepared using the selected flour and
powder proportions are shown in Figure 2. The
cookie quality in terms of weight, diameter,
thickness, and spread ratio is presented in Table
5. The weights of the cookies were in the range of
24.32 — 2590 g. The diameter and thickness of
cookies were in the range of 7.12 — 7.96 cm and
0.91 —0.98 cm, respectively. Therefore, the spread
ratio varied between 7.31 — 8.79, representing the
ratio of the diameter and thickness of cookies.
Yellow and green lentil flour incorporated cookies
(LC) resulted in a higher cookie diameter and
spread ratio compared to control (WC) and the
banana fruit and banana peel powder
incorporated cookies (LBC and BC). LBC sample
had diameter, thickness and spread ratio values
similar to WC sample. Similarly, Portman et al.
(2019) demonstrated that cookies prepared with
wheat and lentil flour blends showed flatter and
wider geometry with significant increases in
cookie diameter and surface area compared to the
cookies prepared from 100% wheat flour. This

finding was also in accordance with the study of
Hajas et al. (2022).

Color attributes

The color properties of WC, LBC, BC, and LC
samples are represented in Table 5 in terms of L*,
a*, b* values. Lightness values were in the range
of 56.99 — 72.63 which was significantly reduced
by the addition of BP and BPP compared to
wheat flour (WC) and lentil-incorporated (LC)
cookies. This finding is attributed to the
enzymatic browning reactions during cookie
production in addition to the non-enzymatic
browning during baking. Polyphenol oxidase is
likely to be present in banana peel as a quality-
degrading enzyme that could further cause a
certain  degree of  enzymatic  browning
(Thipayarat, 2007). Maillard reaction, on the other
hand, results in darker products because of the
formation of melanoidin in the formulations with
high protein and sugar content (Zucco et al,
2011). a* values varied between 8.65 — 11.92,
indicating significant increases in redness of the
cookies as the wheat flour was partially replaced
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with GLF, YLF, BP, and BPP. Redness was
significantly increased with the incorporation of

proportion of lentil flours increased due to the
green and yellow colors originating from the

BP and BPP. On the other hand, b* values were lentils.

significantly increased from 25.75 to 31.98 as the

I (a) I (b)
(c) (d)

Figure 2. Picture of cookies formulated using lentil flours, banana fruit and peel powder

(D) and (II) represent the front and bottom side of the cookies, respectively. a) Control: standard
cookie formulation with 100% wheat flour (WC). b) Lentil flour, banana fruit and banana peel powder
incorporated cookie (LBC): 24.5 % of yellow lentil flour, 10.7% of green lentil flour, 54.8 % of wheat
flour, 5% of banana fruit powder, 5% of banana peel powder. ¢) banana fruit and banana peel powder

incorporated cookie (BC): 90 % of wheat flour, 5 % of banana fruit powder, 5% of banana peel

powder. d) Lentil flour incorporated cookie (LC): 24.5 % of yellow lentil flour, 10.7% of green lentil
flour, 64.8 % of wheat flour.

Table 5. Physical characteristics of cookies

Sample Di?cmme)ter Thézlr(rgess Sf:teizd Weight (@) — C(;}kor —

WC (Control) 7.51+0.09°  0.93+0.04>  8.11+0.34>  25.90+1.54 72.63£0.40? 8.65£0.17¢ 25.7510.24¢
LBC 7.50+0.13>  0.94%0.042>  8.03+0.43>  24.86+0.64* 57.4110.44¢ 11.9240.262 30.27£0.20°
BC 7.124£0.09¢  0.98%+0.04*  7.31+0.36°  25.86%0.85* 56.99£1.10¢ 11.30+0.672>  25.36%0.261¢
LC 7.96+0.09¢  0.91%£0.04>  8.79%0.51*  24.32+1.012 68.2412.04° 9.84+1.77b 31.9840.592

Different letters in the same column indicate significant differences among cookies (p<<0.05). Control refers to
wheat-only cookies (WC). LBC: lentil flour, banana fruit and peel powder incorporated cookies, BC: banana fruit
and peel powder incorporated cookies, LC: lentil flour incorporated cookies

Moisture, ash, and total dietary fiber content

Moisture and total dietary fiber contents of flours
and powders are given in Table 6. The moisture
was in the range of 9.87 — 12.65 % for flours while
BP and BPP had 4.31 and 7.66 % moisture,

respectively. BPP had the highest fiber content
(46.89 £ 1.58 %) followed by GLF (22.45 + 0.21
%), YLF (14.66 £ 1.33 %), BP (10.77 £ 0.05 %),
and WF (4.56 £ 2.15 %).
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Table 6. Total dietary fiber and moisture content of flour and powders used in cookie formulation

Ingredient Moisture content (%o) Fiber content (%)
Wheat flour (WF) 12.65%0.23 4.56£2.15
Green lentil flour (GLF) 9.87£0.11 22.45%0.21
Yellow lentil flour (YLF) 10.06%0.01 14.66%+1.33
Banana powder (BP) 4.31£0.12 10.77%0.05
Banana peel powder (BPP) 7.66%0.11 46.89£1.58

Moisture levels and fiber content in ingredients
have an influence on the quality properties of the
tinal product. The chemical properties of cookies
in terms of moisture, dietary fiber, and ash
contents are shown in Table 7. The moisture
content of cookies with substituted ingredients
varied between 6.42 — 7.40 % which was not
significantly ~ different from the wheat-only
control cookies. Hajas et al. (2022) recently
demonstrated varying moisture levels between
8.2% and 10.0% for gluten-free cookies produced
by using different lentil flour varieties. Dietary
fiber content was 4.41 % in WC samples, and

significantly increased to 8.83 % in LBC samples
by the addition GLF, YLF, BP, and BPP. Ash
contents showed a similar trend, resulting in the
highest ash in LBC samples (1.56 %) followed by
BC (1.27 %), LC (1.19 %), and WC (0.85 %).
Thus, the addition of banana fruit powder (5%)
and banana peel powder (5%) significantly
increased the total dietary fiber and ash content of
cookies. Portman et al. (2019) also demonstrated
that the cookies containing lentil flour at a ratio of
25% and 50 % showed higher fiber content
(approximately 3 — 7 %) than cookies produced
with 100% wheat flour.

Table 7. Physicochemical properties of cookies

Sample Moisture (%o) Ash (%) Dietary fiber (%) Hardness (N)
WC (Control) 7.19£0.09 @b 0.85£0.01° 4.41£0.13° 8.03£0.532
LBC 6.57£0.09 @® 1.56£0.29 2 8.83%+0.75% 8.51£0.742
BC 7.40£0.07 1.27£0.10 6.14 £0.34 #® 6.5810.49°
LC 6.4210.41° 1.19£0.10 #® 5.93%£1.76 7.92%1.04

Different letters in the same column indicate significant differences among cookies (p<0.05). Control refers to
wheat-only cookies (WC). LBC: lentil flour, banana fruit and peel powder incorporated cookies, BC: banana fruit
and peel powder incorporated cookies, LC: lentil flour incorporated cookies

Textural properties

The breaking strength and hardness are very
important quality parameters that describe the
textural characteristics of the final product. The
influence of the incorporated components on the
breaking strength and hardness of cookies is given
in Figure 3 and Table 7, respectively. Breaking
strength varied between 13.94 — 19.33 N with
insignificant changes among the samples
developed using the selected proportions of lentil
flours, banana fruit, and banana peel powders
(p<0.05). Nonetheless, there is a noticeable
decrease in breaking strength as the wheat flour
was partially replaced with GLF, YLF, BP, and
BPP (Figure 3). Breaking cookies can become

casier as the proportion of wheat flour decreases
(Duta and Culetu, 2015). Regarding the hardness
measurement, BC sample prepared with only BP
(5%) and BPP (5%) incorporation showed the
lowest hardness value than other formulations
(Table 7). This could be due to the higher
moisture content of BC sample. Addition of lentil
flours, on the other hand, resulted in hardness
values similar to those of wheat flour cookie
(WC). Kaur et al. (2019) also reported hardness
values of 12.01 — 13.55 N for raw and roasted
flaxseed flour incorporated in cookies up to 30%,
indicating a decrease in hardness as the amount of
flaxseed flour increased in cookie formulation.
On the contrary, Ganorkar and Jain (2014)
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reported harder cookies with incorporation of
flaxseed flour up to 15% due to the water
absorbing components such as fiber and proteins.
In study of Hajas et al. (2022), the authors
demonstrated significant increases in hardness of
cookies as the rice flour was replaced with brown,

20 -

-
(6]

Breaking force (N)
H
o

green, red, and yellow lentil flours. The changes in
hardness of cookies are attributed to the
differences in protein and starch contents as well
as the water binding capacity of flours used in the
cookie formulation (Hajas et al., 2022).

Time (S)

Figure 3. Change in applied force during measurement of breaking strength of cookies
WC refers to Wheat only Cookies as control. LBC: Lentil flour, Banana fruit and banana peel powder
incorporated Cookies, BC: Banana fruit and banana peel powder incorporated Cookies, LC: Lentil
flour incorporated Cookies.

Sensory attributes

Sensory attributes of cookies are given as a radar
plot in Figure 4. Lentil flour-incorporated cookies
(LC) without the addition of banana products
were superior to WC, BC, and LBC in terms of
appearance, color, hardness, fracturability, taste,
mouthfeel, after-taste, and overall acceptability.
Color is one of the primary quality criteria since
consumer attitudes are first influenced by the
color of the final product. There were no
significant differences in the degree of liking for
the surface color and appearance of cookies at the
selected proportions of flours and powders. In
accordance with the instrumental texture
measurements, panelists ranked the hardness and
fracturability in favor of lentil flour incorporated
cookies (LLC). BP and BPP additions resulted in

lower fracturability and hardness rankings for the
LBC and BC samples. Similarly, banana-based
cookies received significantly lower rankings than
wheat-only and lentil-based cookies in terms of
odor, taste, mouthfeel, after-taste, and overall
acceptability. In fact, the lentil-based cookies were
more preferred than other samples, indicating the
relevance of wusing lentil flour in cookie
formulations that can make the final product
more appealing to consumers. Hajas et al. (2022)
also reported higher liking degree in overall
acceptance for red and brown lentil cookies than
rice-based cookies. Both sensory analysis and
instrumental texture analysis reveal that the
cookies with less breaking strength are more
preferable.
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Figure 4. Sensory analysis of cookies supplemented with lentil flour, banana fruit powder, and banana
peel powder

CONCLUSION

In the present study, cookies were enriched with
dietary fiber by partially replacing the wheat flour
with green and -yellow lentil flours, banana fruit
powder, and banana peel powder. The mixture
design approach allowed optimization of the
proportions of the lentil and wheat flours.
Physicochemical,  textural, and  sensory
characteristics were examined while developing
fiber-enriched cookies using alternative sources.
The use of banana fruit and banana peel powders
enhanced the dietary fiber content; however, no
more than 5% is suggested for each powder in
order to avoid the likely undesired changes in taste
and color attributes of banana powder and banana
peel powder incorporated cookies. Enzymatic
and non-enzymatic browning reactions should be
further studied while incorporating agricultural
and industrial by-products into  cookie
formulations. Lentil flours can be suggested as an

alternative ingredient to partially replace wheat
flour in new food formulations and to develop
new food products with desired physicochemical,
textural, and sensory attributes.
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Bu calismada ultrason uygulamasinin farkli probiyotik laktobasil (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus GG) titlerinin canhiligina etkisini incelenmistir. Ayrica, ultrason uygulamasinin
fermentasyon stiresine etkisi de saptanmustir. Bu amagla siite 6nce 15 dk siireyle 400 W ultrason uygulanmig
ve kiiltiir ilavesi sonrasinda da 5 dk stireyle 100 W ultrason uygulanarak fermentasyon stresi belitlenmis ve
elde edilen yogurt benzeri probiyotik fermente siit triiniinde probiyotik bakteri sayimi gerceklestirilmistir.
Yapilan incelemeler sonucunda ultrason uygulamasiun L. acidophilus ve L. casei ile astlanan Srneklerde
termentasyon stresini kisalttigt ve L. acidophilus, L. casei ve L. rhamnosus GG probiyotik bakterilerinin canliligini
arttirdifi saptanmustir. Bu sonuglar, ultrason uygulamasinin siit teknolojisinde gelecek vaat ettigini ve
probiyotik fermente siit trtinleri Giretiminde kullanilma potansiyeli oldugunu gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: Ultrason, probiyotik, fermente stt triini

EFFECT OF ULTRASOUND APPLICATION ON VIABILITY OF DIFFERENT
PROBIOTIC LACTOBACILLUS SPECIES IN YOGURT-LIKE FERMENTED
DAIRY PRODUCT

ABSTRACT

In this study, the effect of ultrasound on the viability of different probiotic lactobacilli species
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhammnosus GG) was investigated. In addition, the
effect of ultrasound application on the fermentation time was determined. For this purpose, first 400
W ultrasound was applied to the milk for 15 minutes, and after the culture addition, 100 W ultrasound
was applied for 5 minutes, then the fermentation time was determined, and the probiotic bacteria
count was performed in the yogurt-like probiotic fermented milk product obtained. As a result of the
study, it was determined that the application of ultrasound shortened the fermentation time in the
samples inoculated with L. acidophilus and L. casei, and increased the viability of L. acidophilus, L. casei
and L. rhamnosus GG probiotic bacteria. These results show that the ultrasound application is
promising in dairy technology and has the potential to be used in the production of probiotic
fermented milk products.

Keywords: Ultrasound, probiotic, fermented milk product

* Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
vildan.akdeniz@ege.edu.tr, © (+90) 232 311 2733/4471, &(+90) 232 3425713

Vildan Akdeniz; ORCID no: 0000-0002-2288-7832

107


mailto:vildan.akdeniz@ege.edu.tr
https://orcid.org/0000-0002-2288-7832

108

V. Akdeniz

GIRIS

Giunimiizde tim dinyada saghgin gida
tercihindeki rolii artmaktadir. Yapilan aragtirmalar
tiketilen gidalarin  bireyin saghgini  dogrudan

etkiledigini  ortaya  koymaktadir.  Bilingli
tiketicilerin - artmast ve beslenme ile saglk
arasindaki iliskinin ortaya ¢tkmast  sonucu

probiyotik iceren gidalara dogru bir egilim s6z
konusudur (Sarkar, 2010). Probiyotikler, yeterli
miktarda alindiginda konakeiya saglik yarar
saglayan  canlt  mikroorganizmalar  olarak
tanimlanmaktadir (Dinkci vd., 2019). Laktik asit
bakterilerinin en 6nemli gruplarindan biri olan
laktobasiller, gida teknolojisinde olduk¢a 6nemli
bir yere sahiptir. Hastaliksiz bir yasam icin saglikli
bir bagirsak kavrami ilk olarak 19. ylzyilin
baslarinda ortaya ¢itkmis ve Lactobacillus acidophilus
ilk  olarak biberonla beslenen bebeklerin
diskisindan izole edilerek “Bacillus acidophilus”
olarak adlandirilmistir (Kneifel ve Bonaparte,
2003). Sonrasinda bu bakterinin insan sindirim
sistemi bozukluklart tizerinde etkili oldugu ortaya
ctkmis (Kopeloff ve Cheney, 1922) ve L.
acidophilus iceren probiyotik trtnler giderek
poptler hale gelmistir (Ryan vd., 2020). 1930
yilinda Lactobacillus casei susu kesfedilmistir. L. casei
antimikrobiyel, antidiyareik ve antimutajenik
etkisinin kanitlanmast ile probiyotik olarak dikkat
¢ekmistir (Srinivasan ve Meyer, 2006; Wendakoon
vd,, 2007). Ayrica L. case/nin anti-kanser,
kolesterol  digtiriicti,  bagisiklik  sistemini
giclendirici, kan sekeri seviyesini diizenleyici,
patojen mikroorganizmalart inhibe edici etkileri
bulunmaktadir (Matsuzaki vd., 2007; Sémer vd.,
2012). L. rhamnosus GG ise ilk olarak Gorbach ve
Goldin tarafindan 1985 yilinda izole edilmistir ve
gastrointestinal kanalda hayatta kalma ve kolonize
olma kabiliyeti sayesinde glnimiizde
gastrointestinal hastaliklarda siklikla kullanilan
probiyotik bakterilerden biri haline gelmistir
(Goldin vd. 1992; Jia vd., 2016). Bagirsak florasint
diizenleme, ishali 6nleme, toksinleri ortadan
kaldirma ve ayrica dis ciiriiklerine karst bagisiklig:
arttirma gibi etkileri bulunmaktadir (Jia vd., 2016;
Sun vd. 2019).

Probiyotiklerin saglik tizerinde bagirsak florasint
iyilestirme, diyareyi Onleme, bagistklik sistemini
aktive etme, kanda kolesterol seviyesini disiirme,

kanseri  6nleme, mineral  absorbsiyonunu
gliclendirme gibi olumlu etkileri vardir. Calismalar
probiyotiklerin saglk tzerindeki olumlu etkisini
gOsteren ¢ok sayida kanit sunmaktadir (Matsuzaki
vd., 2007; Sémer vd., 2012; Foysal vd., 2020).
Ancak bu yararlarin ortaya ¢ikmast icin bagirsak
sistemine canlt olarak ulagsmalart ve dinya
capindaki bir¢ok gida organizasyonu tarafindan
aciklandigr tGizere gida maddesinin en az 100-107
kob/g probiyotik bakteti icermesi gerekmektedir.
Bu nedenle, trinin raf 6mri boyunca bu
bakteriler yiksek oranda canliligin
koruyabilmelidir (Shori, 2016). Fakat probiyotik
fermente sit Urinlerinde Ozellikle asitlik ve
oksijenin etkisi sebebiyle probiyotik bakteriler
stabil degildir. Bu sebeple probiyotik bakterilerin
canliigini tesvik edici uygumalar giinimuzde
6nem kazanmis ve probiyotik  Ozellikleri
gelistirmeyi amaglayan yeni teknolojik yontemler
6n plana ¢kmustir (Lacroix ve Yildirim, 2007;
Akalin ve Erisir, 2008; Bakr, 2015). Ultrason bu
konuda gelecek vaat eden bir teknoloji olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Nguyen vd., 2009; Nguyen
vd., 2016; Potoroko vd., 2018; Guimaraes vd.,
2019).

Ultrason teknolojisi insan duyma esiginin tst sinurt
olan 20 kHz'den daha yliksek bir frekansa sahiptit
(Higuera-Barraza vd., 20106). Yesil teknoloji olarak
adlandirilan ultrason, givenli, basit, hizli ve toksik
etkisi bulunmayan ses dalgalart aracihgiyla cevre
dostu  proseslerin  olusturulmasini  saglayan
nispeten ucuz bir teknolojidir (Arzeni vd., 2012).
Ses enerjisi strekli dalga tipi bir hareket
olusturarak ortama girdiginde, bu hareketin bir
sonucu olarak boylamsal dalgalar olusmakta ve bu
durumda ortamdaki partikiiller tzerinde bir
stkisma ve gevseme meydana gelmektedir.
Uygulanan ses dalgasinin buytikligi ve kullanilan
frekansa baglt olarak ¢ok ¢esitli uygulamalara
olanak saglayan bir seri fiziksel, kimyasal ve
biyokimyasal etkiler gerceklesmektedir (Knorr
vd., 2004; Akdeniz ve Akalin, 2017). Sit
teknolojisinde genellikle 20 ile 40 kHz frekans
araliginda yiiksek enerjili ultrason uygulamalar
kullanilmakta olup bu uygulamalar siit sanayinde
genis  bir kullanim  potansiyeli bulmustur
(Mohammadi vd., 2014; Ashokkumar, 2015).



Ultrasonun farkl probiyotik laktobasil tiirlerine etkisi

Ultrason isleminin probiyotik bakteri canliligint
gelistirmesi, membran gecirgenligini arttirmast ve
hiicre zarinda gegici gézenekler olusturmasina
baglanmaktadir. Bu sayede attk Urlnlerin
hiicreden uzaklagtirilmast ve aynt zamanda
hiicrenin  bliylimesi icin gerekli oksijen ve
besinlerin hiicre zarindan gecisi kolaylasmaktadir
(Pitt ve Ross, 2003; Wu ve Nyborg, 2008;
Lentacker vd., 2014). Bununla birlikte, -
galaktosidaz gibi hiicre ici enzimlerin hiicre disina
salinmast ile  transgalaktosilasyon ve laktoz
hidrolizi ve ayrica gelisme faktori olarak
adlandirllan bazi bilesenlerin agiga ¢tkmast ile
probiyotik  bakterilerin  kullanabilecegi  besin
miktar1 artmaktadir. Ultrason uygulamas: ile
meydana gelen tim bu degisimler sonucunda da
mikrobiyal gelisme tesvik edilmektedir (Nguyen
vd., 2009; Nguyen vd., 2012; Guimaraes vd.,
2019).

Yapilan bu arastirmada, ultrason uygulamasinin L.
acidophilus, L. casei ve L. rhammosus GG probiyotik
bakterilerinin gelisimine etkisi incelenmistir. Bu
amagcla astlama 6ncesi ve sonrasi ultrason islemi
uygulanan siitten tretilen yogurt benzeri fermente

sit driinlerinde probiyotik  bakteri  sayilar
belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

CGalismada  kullanidlan  ¢ig  inek stuti  Ege
Universitesi Ziraat  Fakiltesi Zootekni
Bolimi'nden tedarik edilmistir.  Probiyotik

kialtarler, L. acidophilus, L. casei ve L. rhamnosus
GG, Chr. Hansen (Denmark) firmasindan
dondurularak kurutulmus formda saglanmistir.

Yoéntem

Siit Analizleri

Siitte yag orant Gerber yontemiyle (AOAC, 2002),
asitlik titrasyon yontemiyle % laktik asit cinsinden
(AOAC, 2000), kurumadde miktar1 gravimetrik
olarak  (AOAC, 2000) ve pH degeri
Microprocessor pH-meter (Hanna Instruments,
USA) ile belirlenmistit.

Ultrason Uygulamasi
Cig sit 6 kisma ayrilarak 3 kisim siite ultrason
uygulanmis, diger 3 kisim ise kontrol Srneklerini

olusturmustur. Ultrason islemi i¢in 13 mm’lik
titanyum proba sahip, 20 kHz sabit frekansta
calisan Nanolinker NL650 Ultrasonik Processor
(Mormed, Istanbul, Tirkiye) kullanidmustir.
Ultrason probu, behere konan 200 mlI lik siit
orneklerine 30 mm’lik bir derinlige kadar
daldirilmistir. Tslem boyunca siit 6rneklerinin
sicakligt kontrol edilmis ve sicaklik artis1 tespit
edilmemistir. Onceki calismalara (Nguyen vd.,
2009; Potoroko vd., 2018; Akdeniz ve Akalin,
2022) istinaden 6nce ¢ig siite 400 W ultrason 15
dk boyunca uygulanmis, sonrasinda 1sil islem ve
kiltir ile asilamay1 takiben 100 W ultrason 5 dk
boyunca uygulanarak sttler pH 4.75’¢ kadar
fermente edilmistit.

Yogurt Benzeri Fermente Siit Uriinii Uretimi
Yogurt benzeri fermente stt trini tiretimi Ege
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi
Béliimi'nde gerceklestirilmistir. Bu amacla EU
Ziraat Fakiltesi Zootekni Bélimt’'nden 4°C’de
alinan % 3.53 yag, % 11.54 toplam kurumadde, %
0.172 laktik asit ve 6.70 pH degetlerine sahip ¢ig
inek suti kullanmilmistir. 60°C’ye 1sitilan st 6
kisma ayrilmis ve 3 kisma (L1, L2 ve L3 gruplari)
onceki calismalar 1s1ginda (Akdeniz ve Akalin,
2022) 400 W’da 15 dk ultrason islemi
uygulanmustir. Ultrason islemi uygulanmayan 3
kisim siit ise K1, K2 ve K3 gruplart olarak kontrol
orneklerini  olusturmustur. 85°C 15 dk
pastorizasyon isleminden sonra siitler yaklastk
45°Cye sogutularak L1 grubu ve ultrason
uygulanmayan kontrol K1 grubu probiyotik
kiltar L. acidophilus le, L2 grubu ve K2 kontrol
grubu L. casei ile, L3 grubu ve K3 kontrol grubu
L. rhanmosus GG ile % 2 oraninda agtlanmugtir
(Abesinghe vd., 2019). Astlama sonrast L1, L2 ve
L3 gruplarina ayrica 100 W gticte 5 dk ultrason
islemi uygulanmistir (Nguyen vd. 2009, Potoroko
vd. 2018; Niamah 2019; Akdeniz ve Akalin, 2022).
Kultir ilave edilmis sitler 42°C’de pH 4.75%
ulagincaya  dek  inktbasyona  birakidlmistir.
Inkiibasyon sonrast elde edilen yogurt benzeri
fermente siit trinleri oda sicakliginda 15 dk kadar
dinlendirildikten sonra 1 gece 4°C’de buzdolabi
kosullarinda depolanmistir. Exrtesi giin 6rneklerde
% yag, % kurumadde, % asitlik ve pH degerleri
belirlenerek probiyotik bakteri canliliklarinin
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belirlenmesi i¢in uygun besiyerlerine ekimler
gerceklestirilmistir.

Fermantasyon Siiresinin Belirlenmesi

Yogurt benzeri probiyotik  fermente  siit
Orneklerinde inkiibasyon baslangicindan itibaren
pH 4.75¢ disene kadar gecen siire tespit
edilmistir (Riener vd., 2009).

Fizikokimyasal Analizler

Yogurt benzeri fermente siit 6rneklerinin toplam
kurumadde miktar1 standart gravimetrik yontem
ile (AOAC, 2000), asitlik degeri % laktik asit
cinsinden titrasyon yéntemiyle (AOAC, 2000) ve
yag miktart Gerber yontemi ile (AOAC, 2002)
beliflenmistir. Orneklerin pH degeri Hanna
Instruments, Microprocessor pH-metre (Hanna
Instruments, 584 Park East Drive, Woonsocket,
RI 02895, ABD) ile 6lctilmustiir.

Mikrobiyolojik Analizler

Lactobacillus acidophilus Sayimi

L. acidophilus probiyotik bakteri sayiminda MRS-
sorbitol agar besiyeri kullandmistir. MRS agar
121°C’de 15 dk sterilize edildikten sonra 90 mL
MRS agar igerisine, L. acidophilus disindaki
mikroorganizmalarin  gelisimini  durdurmak
amactyla 10 mL % 10’luk (w/v) D-sorbitol
¢ozeltisi membran filtreden (0.22 pm) gecirilerek
ilave edilmistir. Analiz yayma plak kiltiirel sayim
yontemi ile yapilmis ve inkibasyon anaerobik
ortamda 37°Cde 72 saat streyle
gerceklestirilmistir. Anaerobik kogullar anaerobik
kavanoz ve kit (Aaerocult A) (Merck, Almanya)
kullanilarak saglanmistir (Dave ve Shah, 1998).

Lactobacillus casei Sayimi

L. casei sayimt1 icin MRS-Vankomisin Agar (Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya) besiyeri Tharmaraj
ve Shah (2003)’e gbre hazirlanmistir. Uygun
dilisyonlardan yayma plak kiiltiirel sayim yontemi
ile paralel ekim yapilan petri kaplari 37°C’de 72
saat anaerobik inktbasyona birakilmis ve
ardindan sayimistir. Anaerobik kosullart saglamak
icin anaerobik kavanoz ve kit (Aaerocult A)
(Merck, Almanya) kullandmistur.

Lactobacillus rhamnosus GG Sayimi
L. rhamnosus GG probiyotik bakteri sayiminda
MRS-Vankomisin agar besiyeri kullanilmistir.

Analiz yayma plak kiltirel sayim yontemi ile
yapimis ve inkiibasyon anaerobik ortamda
37°Cde 72 saat siteyle gergeklestirilmistir.
Anaerobik kosullar anaerobik kavanoz ve kit
(Aaerocult A) (Merck, Almanya) kullanilarak
saglanmustir (Tharmaraj ve Shah, 2003).

Istatistiksel Analiz

Calismamiz iki tekerrlr seklinde yuritilmis ve
analizler iki paralelli olarak gerceklestirilmistir.
Aragtirma sonuglarina varyans analizi (ANOVA)
uygulanmis ve 6nemli bulunan sonuglar Duncan
Coklu Karsilastirma Testi ile P<0.05 diizeyinde
karsilastirdmistir. Bu amagla IBM SPSS versiyon
25 (IBM SPSS, Armonk, NY, ABD) istatistik
analiz paket programi kullanilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Uretimde kullandlan  ¢ig  siitin  ortalama
kurumadde, yag, titrasyon asitligi (% laktik asit) ve
pH degerleri swastyla %  11.54%0.04, %
3.53+0.06, % 0.17%£0.00 ve 6.70£0.00 olarak
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin Turk Gida
Kodeksi Cig Sit ve Isil Islem Gormiis Igme
Siitleri Tebligi’nde belirtilen degerler ile uyumlu
oldugu gérilmistir (Anonim, 20006).

Yogurt benzeri fermente sut 6rneklerinin
kurumadde, yag, pH ve titrasyon asitligi degerleri
Cizelge 1°de verilmistir. Yapilan varyans analizi ve
testi sonucunda hem  ultrason
uygulamasinin hem de kullanian kiltiriin dretilen
yogurt benzeri probiyotik fermente  siit
driinlerinin - kurumadde miktarlarini  ve yag

oranlarint 6nemli 6lgiide etkilemedigi saptanmistir
(P>0.05).

Duncan

Gursoy vd. (2016) 800 mL stite 70°C’de 5 dk 1s1l
islem ile bitlikte farkli giglerde (100, 125 ve
150W) 15 dk ultrason uygulayarak urettikleri
yogurt iceceklerini geleneksel yontemle Uretilen
kontrol ~ grubu = yogurt  icecekleri  ile
kiyasladiklarinda ¢alisma bulgularimiz ile paralel
olarak  wultrason  uygulamasinin  Urlnlerin
kurumadde ve yag miktarlari iizerinde 6nemli bir
etkisi olmadigini saptamuglardir (P>0.05). Akdeniz
ve Akalin (2022) tarafindan yapilan ¢alismada da
ultrason uygulamasinin probiyotik yogurtlarin
kurumadde ve yag miktarlarini etkilemedigi
belirtilmistir.
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Gizelge 1. Yogurt benzeti probiyotik fermente siit Grlinlerinin kurumadde (%), yag (%), asitlik (%) ve
pH degerleri
Table 1. Total solid (%), fat (%), acidity (Vo) and pH values of yogurt-like probiotic fermented milk products

g:i;;ﬁ ﬁgﬁa(do/do; Yag II!I; lk;;:)l o) Laktik Z?Ozg Miktart I;E
Total Solid (%) Lactic Acid (%)

K1 13.661+0.352 3.2510.07a 0.9810.022 4.31£0.01>
K2 13.2240.272 3.30£0.14» 0.87+0.002> 4.4310.01»
K3 13.5940.302 3.2510.07a 0.97£0.0032 4.2710.02>
1.1 13.3240.152 3.28+0.042 0.99£0.04« 4.28+0.04>
1.2 13.58£0.032 3.23+0.11» 0.87£0.01b 4.4310.01»
L3 13.5940.062 3.30£0.002 0.99+£0.022 4.31+£0.01>

K1: L. acidophilus ile agilanan kontrol 6rnegi, K2: L. casei ile aglanan kontrol 6rnegi, K3: L. rbamnosus GG ile agilanan
kontrol 6rnegi, L1: 400W giicte 15 dk ultrason uygulanan ve L. acidophilus ilavesi sonrast 100W giicte 5 dk ultrason
uygulanarak tretilen probiyotik fermente stt Grinid, L2: 400W gticte 15 dk ultrason uygulanan ve L. casei ilavesi
sonrast 100W glicte 5 dk ultrason uygulanarak uretilen probiyotik fermente sut Grtind, L3: 400W giicte 15 dk
ultrason uygulanan ve L. rhamnosus GG ilavesi sonrast 100W giicte 5 dk ultrason uygulanarak tretilen probiyotik
fermente siit trini

b Aynu stitundaki farkl harflerle gosterilen degetler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05)

K1: Control sample inoculated with 1. acidophilus, K2: Control sample inoculated with L. casei, K3: Control sample inoculated with
L. rbamnosus GG, 1.1: Probiotic fermented milk product produced by ultrasonication at 400W for 15 min, and after addition of L.
acidophilus, ultrasonication at 100W for 5 min, 1.2: Probiotic fermented milk product produced by nltrasonication at 400W for 15
min, and after addition of L. casei, ultrasonication at 100W for 5 min, 1.3: Probiotic fermented milk product produced by

ultrasonication at 400W for 15 min, and after addition of L. rhamnosus GG, ultrasonication at 100W for 5 min
“b: The difference between the means indicated by different letters in the same column is significant (P<0.05)

L. casei ile astlanan K2 ve L2 yogurt benzeri
probiyotik fermente siit Urlinlerinin diger Griinlere
kiyasla daha yiksek pH ve daha distk asitlik
degerine sahip oldugu belitlenmistir. Ultrason
uygulamasinin ise yogurtlarin pH ve asitlik
degerlerini kontrol 6rneklerine kiyasla istatistiksel
olarak 6énemli derecede etkilemedigi gorilmiistiir
(P>0.05). CGalisma bulgularimiza paralel olarak
Gursoy vd. (2010) tarafindan yogurt iceceklerinde
yaptlan  calisgmada ultrason  uygulamasinin
Orneklerin  pH ve asitlik degerlerini 6nemli
derecede etkilemedigi saptanmustir. Guimaraes
vd. (2019) tarafindan yapilan calismada da ayni
sekilde ultrason uygulamasinin peyniraltt suyu
iceceklerinin -~ pH’stn1 6nemli  derecede
etkilemedigi bulunmustur. Erkaya vd. (2015) de
35 kHz frekansta farkli sicaklik ve strelerde
ultrason uygulamasinun ayranlarin % laktik asit
miktarin1 - 6nemli  derecede  etkilemedigini

belirtmislerdir. Bu sonucun, ultrason

uygulamasinin  enzimler Uzerindeki etkisinden
kaynaklanabilecegi dustintilmektedir. Ultrasonun
enzimler Uzerindeki etkisi henlz tam olarak

cozllememistit ve bu konuda caligmalar
yapilmaya devam edilmektedir.

Fermantasyon Siiresi

Yogurt benzeri probiyotik  fermente st

triinlerinin kiltir ilave edilip inktbatére konulma
zamanindan pH 4.75¢ disene kadar gegen
fermantasyon siiresi Cizelge 2’de verilmistir. L.
acidophilus ile agilanan Orneklerin fermentasyon
stresi diger probiyotik kiltiirlerle asilanan
orneklerden daha kisa olmustur. En uzun
fermentasyon stiresi L. rhamnosus GG ile astlanan
Orneklerde  gézlenmistir.  Sun  vd.  (2019)
tarafindan yapilan ¢alismada da L. rbammnosus GG
tek basina kullanildiginda fermantasyon stiresinin
uzun oldugu bildirilmistir.
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Cizelge 2. Yogurt benzeri probiyotik fermente siit tiriinlerinin fermantasyon siiresi
Table 2. Fermentation time of yogurt-like probiotic fermented milk products

Ultrason
Probiyotik Bakteri Tttt Uygulamasi Fermantasyon siiresi (dk)
Probiotic Bacteria Species Ultrasound Fermentation time (min)
Application

K1 63.50%+2.124
L. acidophilus

L1 46.0014.24¢

K2 677.00£5.66>
L. casei

L2 656.50%7.78¢

K3 1388.50£4.95¢
L. thamnosus GG

L3 1394.50£6.362

K1: L. acidophilus ile agilanan kontrol 6rnegi, K2: L. casei ile agtlanan kontrol 6rnegi, K3: L. rbamnosus GG ile agilanan
kontrol 6rnegi, L1: 400W giicte 15 dk ultrason uygulanan ve L. acidophilus ilavesi sonrast 100W giicte 5 dk ultrason
uygulanarak tretilen probiyotik fermente siit triing, L2: 400W giicte 15 dk ultrason uygulanan ve L. case/ ilavesi
sonrast 100W giicte 5 dk ultrason uygulanarak tretilen probiyotik fermente siit triind, L.3: 400W giicte 15 dk
ultrason uygulanan ve L. rbamnosus GG ilavesi sonrast 100W giicte 5 dk ultrason uygulanarak tretilen probiyotik
fermente siit trini

e Aynt stitundaki farklt harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05)

K1: Control sample inoculated with L. acidophilus, K2: Control sample inocnlated with L. casei, K3: Control sample inoculated with
L. rhamnosus GG, 1L.1: Probiotic fermented milk product produced by ultrasonication at 400W for 15 min, and after addition of L.
acidophilus, ultrasonication at 100W for 5 min, 1.2: Probiotic fermented milk product produced by nltrasonication at 400W for 15
min, and after addition of L. casei, ultrasonication at 100W for 5 min, 1.3: Probiotic fermented milk product produced by
ultrasonication at 400W for 15 min, and after addition of L. rhamnosus GG, ultrasonication at 100W for 5 min

“: The difference between the means indicated by different letters in the same column is significant (P<0.05 )

Ultrason uygulamast L. rhamnosus GG ile agilanan
Orneklerde fermentasyon siiresinde Gnemli bir
farkllik (P>0.05) yaratmazken, L. acidophilus ve L.
casei ile agilanan Orneklerde kontrollerine gore
fermentasyon siresini istatistiksel olarak 6nemli
derecede kisaltmustir (P<0.05). Bu konuda yapilan
diger calismalarda da bulgularimiz ile paralel
olarak ultrason uygulamasimn fermentasyon
stresini kisaltmada etkili oldugu belirtilmektedir.
Ultrason isleminin kefirin fermentasyon suresini
kisalttigini (Shimada vd., 2004), bifidobakterilerin
fermentatif  aktivitesini susa bagh  olarak
arttrdigini (Nguyen vd.,2009), Lactobacillus casei
subsp.casez  ATTC  39392’nin  fermentasyon
strecini gelistirdigini (Dahroud vd., 2016) bildiren
calismalar mevcuttur. Wu vd. (2001) tarafindan
yapilan ¢alismada ise kultir ilavesinden once
uygulanan ultrason isleminin fermantasyon
stresini kisaltmada etkili olmadigt, bunun yant sira
kaltlir ilavesinden sonraki ultrason isleminin ise

fermantasyon stresinde 30 dk’ya kadar azalma
sagladigt belirtilmistir.

Ultrasonun fermentasyon islemi tzerindeki bu
etkisi fermentatif enzimlerin aktivitesini tesvik
etmesine baglanmaktadir (Wu vd.,, 2001).
Ultrason uygulamas: ile probiyotik kiltirlerin
aktivitesi atttirlmakta ve sonug¢ olarak daha
yiksek canlilik, daha hizhh asit gelisgimi ve
fermantasyon stiresinde azalma saglanmaktadir
(Guimaraes vd. 2019). Ayrica ultrason uygulamasi
ile probiyotik bakterilerin membran gegirgenligi
artmakta ve boylece laktoz hidrolizinden sorumlu
olan hiicre ici enzim B-galaktosidaz hiicre disina
salinmaktadir. Bunun sonucunda da laktoz
hidrolizi artmakta ve fermantasyon siiresi
kisalmaktadir (IKreft ve Jelen, 2000; Nguyen vd.,
2009; Nguyen vd., 2012; Abesinghe vd., 2019).
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Probiyotik Bakteri Canlilig:

Yogurt benzeri probiyotik  fermente
orneklerinin L. acidophilus, L. casei ve L. rhammnosus
GG sayilart Cizelge 3’te verilmistir. Ornekler
arasinda L. rhammnosus GG ile agilanan fermente stt
drinleri daha yiiksek bakteri canliligina sahip
olup, 9.91£0.04 log kob/g bakteri sayisi ile

sut

sonucunda ultrason uygulamasinin &rneklerin
probiyotik bakteri sayilart Uzerine etkisinin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmigtir
(P<0.05). Ultrason uygulanan 6rneklerin (L1, 1.2,
L3) ultrason uygulanmayan kontrol 6rneklerine
(K1, K2, K3) kiyasla daha yiksek bakteri
canliligina sahip oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

ultrason uygulanan L3 grubu en yiksek degere
sahiptir. Yapilan varyans analizi ve Duncan testi

Gizelge 3. Yogurt benzeri fermente siit trlinlerinde farkli laktobasil tiitlerinin probiyotik bakteri sayilart

(log kob/g)
Table 3. Probiotic bacteria counts of different lactobacillus strains in yogurt-like fermented milk sanmples (log cfi/ g)
Ultrason L .
Probiyotik Bakteri Ttri Uygulamasi PrObIYOUk Bakteri
7 . . Canlilig1 (log kob/g)
Probiotic Bacteria Species Ultrasonnd Probiotic Bacteria |V iabili oo ofi/
Application robiotic Bacteria 1V iability (log ¢fu/g)

K1 8.99£0.02¢

L. acidophilus
L1 9.3620.02¢
K2 8.97£0.04¢

L. casei
L2 9.16%0.064
K3 9.54%0.11b

L. rhanmmnosus GG
L3 9.91£0.04=

K1: L. acidophilus ile agtlanan kontrol 6rnegi, K2: L. casei ile astlanan kontrol 6rnegi, K3: L. rbamnosus GG ile asilanan
kontrol 6rnegi, L1: 400W giicte 15 dk ultrason uygulanan ve L. acidophilus ilavesi sonrast 100W giicte 5 dk ultrason
uygulanarak tretilen probiyotik fermente sit trini, L2: 400W giicte 15 dk ultrason uygulanan ve L. case/ ilavesi
sonrast 100W giicte 5 dk ultrason uygulanarak tretilen probiyotik fermente sit trind, L3: 400W giicte 15 dk
ultrason uygulanan ve L. rbamnosus GG ilavesi sonrast 100W giicte 5 dk ultrason uygulanarak tretilen probiyotik
fermente siit triinG

e Aynt stitundaki farklt harflerle gbsterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05)

K1: Control sample inoculated with 1. acidophilus, K2: Control sample inoculated with L. casei, K3: Control sample inoculated with
L. rhamnosus GG, 1.1: Probiotic fermented milk product produced by nltrasonication at 400W for 15 min, and after addition of .
acidophilus, ultrasonication at 100W for 5 min, 1.2: Probiotic fermented milk product produced by ultrasonication at 400W for 15
min, and after addition of L. casei, ultrasonication at 100W for 5 min, 1.3: Probiotic fermented milk product produced by
ultrasonication at 400W for 15 min, and after addition of L. rhamnosus GG, ultrasonication at 100W for 5 min

“: The difference between the means indicated by different letters in the same column is significant (P<0.05 )

Ultrason uygulamast ile probiyotik bakterilerin
membran  gecirgenligi  arttifindan  ultrason

(Bifidobacterinm  breve,  Bifidobacterium  infantis)
gelisimini olumlu etkilemektedir (Mortazavi ve

uygulamast metabolik siirecler tzerinde 6nemli
etkiye sahiptir. Calisma bulgularimiz ile paralel
olarak, yapilan diger calismalar gostermektedir ki
ultrason uygulamasit bazi laktobasil suglarinin
(Lactobacillus  acidophilus, — Lactobacillus — gassers,
Lactobacillus — fermentum, — Lacticaseibacillus  casei,
Lactococcus lactis. spp cremoris, Lactococus lactis. spp
lactis)  ve  bazt  bifidobakteri  suslarinin

Tabatabaie, 2008; Nguyen vd., 2009; Ewe vd.,
2012; Niamah, 2019). Ultrasonun bu etkisi
probiyotik bakterilerin membran gecirgenligini
arttirmasina atfedilmektedir. Membran
gecirgenligindeki artisa baglt olarak bakterilerin
gelismesi icin gerekli olan besinlerin hticre igine
tasinmast ve aynt zamanda hicre icindeki
arttklarin hiicre disina tasinmast kolaylagsmaktadir.
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Bununla birlikte B-galaktosidaz gibi hiicre ici
enzimlerin hiicre disina ¢tkmasi saglanarak hem
laktoz hidrolizi hizlanmakta hem de gelisme
faktorii olarak nitelendirilen bazi bilesenleri agiga

¢tkmast  saglanmaktadir. Béylece  probiyotik
bakterilerin  kullanabilecegi ~ besin ~ miktar
artugindan  gelisimleri  tesvik  edilmektedir

(Nguyen vd., 2009; Nguyen vd., 2012; Guimaraes
vd., 2019).

SONUC

Bu caligsma, ultrason uygulamasinin yogurt benzeri
probiyotik fermente siit driinleri dretiminde
kullanim potansiyelinin yitksek oldugunu ve
probiyotik bakteri canliligini arttirmada umut
verici oldugunu gdstermistir. 15 dk boyunca 400
W uygulanan ve probiyotik kiltir ilavesi
sonrasinda 5 dk boyunca 100 W uygulanan
ultrason  islemi, probiyotik fermente  siit
driinlerinde  kontrol 6rneklerine  kiyasla L.
acidophilus, L. casei ve L. rhamnosus GG sayilarint
arturmustir.  Ayrica L. acidophilus ve L. casei
kiltirleri ile dretilen driinlerde fermentasyon
stresini kisaltmistir. Guvenli, basit, hizli, enerji
tasarrufu saglayan ve toksik etkisi olmayan
ultrason uygulamalari ayni zamanda ¢evre dostu
oldugundan tiketici acisindan da  avantaj
saglamaktadir.

CIKAR CATISMASI
Yazarin bu makale ile ilgili olarak tciinci
sahislarla bir ¢tkar catismasi yoktur.

YAZAR KATKISI

Arastirma, kurgulama, metodoloji, analizlerin
gerceklestirilmesi,  verilerin  toplanmast ~ ve
degerlendirilmesi, taslak  hazirlama, yazma,
gbzden gecirme islemlerinin  tamami Vildan
Akdeniz tarafindan gerceklestirilmistir.
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oz

Bu ¢alismada, gida olarak tiiketiminin yant sira geleneksel halk hekimliginde de kullanim alant bulunan
madimaktan (Polygonum cognatum Meissn.) fenolik bilesik ekstraksiyonunun optimizasyonu amaglanmustir. Bu
amagla madimaktan elde edilen fenolik ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM), toplam flavonoid (TFL)
miktari ve serbest radikali giderme aktivitesi (DPPH) tizerine metanol/su katistmi konsantrasyonu (%0-100),
ekstraksiyon stiresi (5-120 dk.) ve sicakligin (30-70 °C) etkisi arastirlmustir. TFM, TFL ve DPPH degetleri
icin optimum islem kosullart “desirability” fonksiyonu yaklasimi ile Design Expert Programi, Box-Behnken
tasarimt kullanilarak belitlenmistir. P. cognatun/dan fenolik bilesik ekstraksiyonu elde etmek amactyla yapilan
calismada metanol konsantrasyonu %040.15, ekstraksiyon siiresi 5.00 dk. ve ekstraksiyon sicakligi 70.00 °C
optimum kosullar olarak belirlenmistir. Optimum noktalarda elde edilen fenolik ekstraktlarin TFM, TFL ve
DPPH degetleri sirastyla 45.40 mg GAE/g kuru 6rnek, 30.36 mg KE/g kuru 6rnek, 53.40 mg TE/g kuru
ornek olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore P. cognatum fenolik bilesik ve antioksidan aktivite
acisindan zengin bir kaynaktir.

Anahtar kelimeler: Polgonum cognatnm Meissn., fenolik bilesik, optimizasyon, antioksidan aktivite

OPTIMIZATION OF PHENOLIC COMPOUND EXTRACTION USING
RESPONSE SURFACE METHOD FROM MADIMAK (Polygonum cognatum
Meissn.)

ABSTRACT

In this study, it was aimed to optimize the extraction of phenolic compounds from the madimak
(Pobygonum cognatum Meissn.), which is used in traditional folk medicine as well as nutrition. For this
putpose, the effects of methanol/water mixture concentration (0-100%), extraction time (5-120 min.)
and temperature (30-70 °C) on total phenolic compounds (TPC), total flavonoid compounds (TFC)
and free radical scavenging activity (DPPH) of phenolic extracts obtained from P. cognatum were
determined. Optimum conditions for TPC, TFC and DPPH values were determined using the
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“desirability” function approach, using the Box-Behnken design in the Design Expert Program. In
the study carried out to obtain phenolic compound extraction from P. cognatum, methanol
concentration (40.15%), extraction time (5.00 min.) and extraction temperature (70.00 °C) were
determined as optimum conditions. TPC, TFC and DPPH values of phenolic extracts obtained under
optimum conditions were determined as 45.40 mg GAE /g dry sample, 30.36 mg QE/g dry sample,
53.40 mg TE/g dry sample, respectively. As a result of the obtained results, P. cognatum is a rich
source in terms of phenolic compounds and antioxidant activity.

Keywords: Polygonum cognatum Meissn., phenolic compound, optimization, antioxidant activity

GIRIS
Bugiine kadar Tirkiye’de 12476 bitki taksonu
bulundugu ve bunlardan 4080 tiriin ise endemik
oldugu belirlenmistir. Benzersiz bir biyolojik
cesitlilik olusturan bu tirlerin bircogu beslenme
acisindan da Snemli bir yere sahiptir (Sefaoglu,
2021). Ayrica endemik bitkiler yoreye &zgi
yiyecek ve iceceklerin hazirlanmasinda kullaniddigt
gibi, gecmis yillardan beri baz hastaliklarin
tedavisinde de “gelencksel” ve “dogal ila¢” olarak
kullanilabilmektedir ~ (Sara¢  vd., 2018). Bu
bitkilerden biri olan P. cognatum  Meissn.
Polygonaceae familyasina ait yenilebilir cok yillik
otsu bir bitki taridir (Pekdemir vd., 2020;
Pehlivan vd., 2021). Yorelere gore farkls sekillerde
isimlendirilen bu  bitkinin en yaygin adt
“madimak” olmakla bitlikte, bitki madimak
pancart, madimalak, badimak, badimalak,
mercimelek, mercimenek ve kus ekmegi olarak da
bilinmektedir.

P. cognatum gévdesi toprak Ustine yatik, pembe
cigekli, yesil yapraklt otsu yabani bir bitkidir. Bitki
15-30 cm uzunlugunda olmakla birlikte gévdesi
ince ve odunsudur (Onay, 2019). Yapraklar kisa
saply, elips biciminde ve ¢ogunlukla sivti ucludur
(Sarac vd., 2018). Bitki deniz seviyesinden 720-
3000 m vyuksekliklerde, tarla ve yol kenarlar,
meralar, ugurumlar, yamaglar ve sanayi alanlart
gibi tarimsal ve tarim dist alanlarda dogal olarak
yetismektedir (Pekdemir, 2020). Bitki ilkbahar
mevsiminde Nisan ayindan baslayarak Haziran
ayina kadar hasat edilmektedir. Farkli iklim
kosullarina dayanikli olan bu bitkiye Ttrkiye’nin
Tokat, Sivas ve Erzurum illeri basta olmak tzere
Anadolu’nun ¢esitli yerlerinde rastlanmaktadir
(Demirgiil vd., 2022). Tiirkiye’nin I¢ Anadolu
Bolgesi'ndeki bazt ciftciler sehirlesmeye baglt
olarak ticari bir Grine dontsmis bu bitki icin
artan talebi karsilamak lzere tarimsal calismalara
da baslamistir (Onen vd., 2014). P. cognatum

bitkisinin  yapraklart ve gen¢  surginleri
kullanilarak yapilan ¢orba, yahni, salata, borek gibi
cok sayida triin bu sehirlerin yoresel yemekleri
arasinda yer almaktadir (Pekdemir, 2020). P.
cognatum yetistigi bolgelerde daha ¢ok gida olarak
tiketilmesinin  yani sira, yore halki bitkiyi
geleneksel halk hekimliginde cesitli amaglarla da
kullanabilmektedir (Koca vd., 2018; Sarac¢ vd.,
2018). Seker hastaligi tedavisinde, bé&brek
taglarinin  distirilmesinde, bronsit ve guatr
hastaliginin tedavisinde kullanilabildigi gibi idrar
artirict ve damarlar biiziici 6zelliginden dolay1
uzun siren kanamalarin durdurulmasinda da
kullanilabilmektedit (Onay, 2019). Bu etkilerinin
iceriginde  bulunan  biyoaktif  bilesiklerden
kaynaklandig1 distunilmekte fakat P. cognatun’un
biyoaktif bilesiklerini inceleyen sinirhi sayida
calisma bulunmaktadir (Demirgiil vd., 2022). P.
cognatum Gzerine yapilan daha 6nceki ¢alismalarda,
bu bitkinin fenolik bilesikler, C vitamini ve
karotenoidleri icerdigi rapor edilmistir (Pekdemir
vd., 2020; Pehlivan vd., 2021). P. cognatum bitkisi
katesol, katesin, epikatesin, kumarin, gallik asit, p-
kumarik asit, klorojenik asit, salisilik asit, kafeik
asit, gentisik asit, sinapik asit, t-sinnamik asit gibi
fenolik bilesikler acisindan da zengin bir kaynaktir
(Yilar, 2007).

Literattirde P. cognatum bitkisinden fenolik bilesik
ekstraksiyonunun ~ optimizasyonuna  y6nelik
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada Tokat ve ¢evre illerde geleneksel halk
hekimliginde ve c¢esiti yOresel yemeklerin
hazirlanmasinda kullanilan P. cognatum bitkisinden
fenolik bilesik ckstraksiyonunun
optimizasyonunu gerceklestirmek amaglanmugtir.
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Bitkisel materyal

Arastirmada, fenolik bilesik ekstraksiyonu icin
kurutulmus P. cognatum bitkisi Madimaket Sebze
ve Meyve Diinyast Isletmesi'nden (Merkez,
Tokat) temin edilmistir. Kurutulmus
P. cognatum bitkisi (%o nem degeri: %06.5110.10)
ekstraksiyon islemlerinden Once bir Ogutiici
yardimt ile toz forma getirilmis ve 0.075 mm?
gbzenek alanina sahip elekten gecirilmistir.
Kullantima hazir hale getirilen toz Ornek
ekstraksiyon islemine kadar cam kavanozlarda,
oda  sicakliginda, karanltk  bir  ortamda
depolanmustir.

Kimyasal materyal ve kenllanilan ekipmaniar
Arastirmanin ekstraksiyon ve analiz agsamalarinda
etanol (C:HsOH) (Tekkim, Bursa), metanol
(CH;OH) (Tekkim, Bursa), gallik asit (C;HeOs)
(Sigma-Aldrich, Almanya), sodyum hidroksit
(NaOH) (Merck, Almanya), sodyum nitrit
(NaNOy) (Merck, Almanya), sodyum karbonat
(Na2CO3)  (Isolab, Almanya), troloks ((£)-6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit)  (Sigma-Aldrich, Almanya), kuersetin
(BLDpharm, Cin), aliminyum klorir (AICI3)
(Merck, Almanya), DPPH  (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) (Sigma-Aldrich, Almanya), Folin-
Ciocalteu  reaktifi (Carlo Erba, Fransa)
kimyasallar1 kullanilmustur.

Arastirmanin farklt basamaklarinda ise UV-VIS
spektrofotmetre (PG Instrument, T80+,
1ngiltere), saf su cthazt (Merck, Millipore,
Almanya), hassas terazi (Radwag, AS 220 R2,
Polonya), santrifij (Nive, Turkiye), 6gutici
(Sinbo SCM 2934, Tirkiye), su banyosu
(Memmert, Almanya), vorteks (Velp Scientifica,
Italya), 1stticth manyetik karistirict (Biosan, MSH
300, Letonya) kullanilmistir.

Yoéntem

Fenolik bilesik ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin 500 mg toz
haline  getirilmis  P.  cognatum  Ornekleri
hazirlanmustir.  Farklt  oranlarda  hazirlanan
metanol/su karisimlarindan (%0-100) 10 mL
alinmis ve P. cognatum Ornekleri Uzerine ilave

edilerek calkalamali su banyosunda karistirilmistir.
Hazirlanan  karnisimlar  gesitli  ekstraksiyon
strelerinde (5-120 dk.) ve stcakliklarinda (30-70
°C) ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.
Ekstraksiyon islemlerinden sonra, ekstraktlar
6000 rpm’de 5 dk. santrifiijlenmis ve kaba filtre
kagidiyla stuztlmistir. Elde edilen filtratlar
analizlerde kullandmistir. Deneysel tasarim
Cizelge 2°de g6sterilmistir.

Toplam fenolik madde tayini

Analiz icin ilk asamada 100 pL ekstrakt tizerine 2
N Folin-Ciocalteu reaktifi (200 uL) ve distile su (2
ml) ilave edilmistir. Elde edilen bu karisim oda
sticakliginda 3 dk. bekletilmistir. Daha sonra
karistma  %20°lik  NaxCOs; (1 mlL) ¢Ozeltisi
eklenmis ve karistim vorteks ile karistirildiktan
sonra oda kosullarinda karanlik bir ortamda 1 saat
boyunca inkiibasyona birakdmistir. Karisimlarin
absorbans degerleri 765 nm’de spektrofotometre
ile lctilmistiir. Orneklerin TFM degerleri, gallik
asit standardi kullanidarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi ile yapilan seyreltmeler de dikkate alinarak
mg gallik asit esdegeri (GAE)/g kuru 6rnek olarak
hesaplanmistir (Putnik vd., 2017).

Toplam flavonoid miktar: tayini

Ekstraktlarin toplam flavonoid bilesik miktart
Gaafar ve Salama (2013)’n1n, uyguladigt metodun
modifikasyonuyla gerceklestirilmistir. 500 upL
ekstrakt  Uzerine 2 ml distile su ve
150 upl. %51k NaNO; eklenmistit. Oda
sicakhiginda 5 dk. bekletildikten sonra karigim
tzerine 150 pL. %10°luk AICI5 ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Karisim 5 dk. bekletilmis ve tizerine 1
ml 1 M NaOH c¢6zeltisi ilave edilerek vorteks ile
karistirilmistir. Daha sonra karigim 1.2 mlL distile
su ile 5 ml’ye tamamlanmustir. Karisimin
spektrofotometrede 415 nm’de absorbanslari
olgiilmiistiir.  Orneklerin ~ toplam  flavonoid
miktarlart kuersetin standard: kullaniarak cizilen
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmis ve
sonuclar mg kuersetin esdegeri (KE)/g kuru
ornek olarak ifade edilmistir.

Serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH®)

Analiz icin ilk asamada DPPH ¢6zeltisi (0.06 mM)
hazirlanmustir. Sonrasinda ise ekstraktlarin (100
uL) tzerine DPPH ¢ozeltisi (3.9 mL) eklenmis ve
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karistirma  islemi  uygulanmustir. Elde edilen
karisim karanlik bir ortamda, oda sicakliginda 30
dk. bekletilmis ve daha sonra karisimin
spektrofotometrede 517 nm’de absorbanslari
Sleiilmiistiir. Orneklerin serbest radikali giderme
aktivitesi troloks standard: kullanilarak cizilen
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmis ve
sonuclar mg troloks esdegeti (TE)/g kuru 6rnek

Optimizasyon ve istatistiksel analig

Fenolik ekstraksiyonu icin bagimsiz degiskenler
icin deger araliklarinin se¢iminde 6n deneme ve
literatiir taramast sonucu elde edilen verilerden
yararlanilmugtir.  Fenolik bilesik  ekstraksiyonu
metanol konsantrasyonu, ekstraksiyon stresi ve
sicaklik  parametreleri bakimindan  optimize
edilmigtir. Fenolik bilesik ekstraksiyonu ic¢in

olarak ifade edilmistir (Blasi vd., 2016). uygulanan bagimsiz  degiskenlerin  degetleri
sirastyla Cizelge 1’de verilmistir.
Gizelge 1. Fenolik bilesik ekstraksiyonunda kullanilan bagimsiz degiskenler
Table 1. Independent variables nsed in phenolic componnd extraction

Bagimsiz Degiskenler Sembol -1 0 +1
Fenolik bilesik Metanol konsantrasyonu(%o) Xi 0 50 100
ekstraksiyonu Ekstraksiyon stiresi (dk.) X2 5 62.5 120
Sicaklik (°C) X3 30 50 70

En yiksek TFM, TFL ve DPPH degerlerini  BULGULAR ve TARTISMA

saglayacak  olan  ekstraksiyon  kosullarinin
optimizasyonu Design Expert Programinda
bulunan Box-Behnken tasartmu  kullanilarak

gerceklestirilmistir. TFM, TFL ve DPPH degerleri
Uzerine, ekstraksiyon isleminde  kullanilan
parametrelerin etkisi incelenmis ve en yitksek
TEM, TFL ve DPPH degetlerine sahip olan
ekstrakti elde etmeyi saglayacak ekstraksiyon
islemi ise ‘desirability” fonksiyon yaklagimi ile
optimize edilmistir. Fenolik bilesik ekstraksiyonu
icin optimum kosullar i¢in secilen model Esitlik
1’de aciklanmistir:

Y (TFM,TFL,DPPH) = by + b;X; + byX; +
b3X3 + by X] + bypX3 + b33X3 +
b1,X1X; +by3X X3 + by3XyX3 Esitlik 1
Esitlik 1°de Y bagimli degiskenleri (TFM, TFL ve
DPPH) by sabit, b1, bz ve bs lineer terimleri, b1,
bz ve bs; kuadratik terimleri ve X;, X, ve X3
bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir. Deneysel
olarak elde edilen veriler ile tahminlenen degerler
arasinda fark olup olmadiz SPSS 22.0 (IBM,
ABD) paket programi tek O6rnek t-testi ile
belirlenmistir. TFM, TFL ve DPPH degerleri
lzerine islem degiskenlerinin etkisini belitflemede
uygulanan istatistiksel analizler, regresyon analizi,
optimizasyon islemleri, yanit ylizey grafikleri ise
Design Expert (version 7.0, Stat-Ease Inc., ABD)
paket programi yardimiyla gerceklestirilmistir.

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilacak
¢Oziclinin tird, ¢Ozlcinin ekstrakte edilecek
katt maddeye orani, ¢oziicti ile ekstrakte edilecek
maddenin  temast  (Sahin, 2011), fenolik
bilesiklerin  polimerizasyon  derecesi,  diger
bilesenlerle etkilesimi, ekstraksiyon stresi ve
sicaklig biyik 6nem arz etmektedir (Coklar ve
Akbulut, 2010). Yapilan calismada
P. cognatwm  bitkisinden  fenolik  bilesik
ekstraksiyonu isleminde elde edilen TFM, TFL ve
DPPH degetleri Uzetine metanol/su katisimi
konsantrasyonu (Xi: %0-100), ekstraksiyon stresi
(X2 5-120 dk.), sicakhigin (X5 30-70 °C) etkisi
incelenmistir.  Kati-stvi  orant  yapilan  6n
denemeler  neticesinde  belitflenmis  olup,
ekstraksiyon islemi boyunca (kati-stv1:0.5 g-10
mL) sabit tutulmustur. P. cognatum Srneklerinden
ekstrakt eldesi farkli metanol konsantrasyonu,
sire ve sicakliktan olusan 17 farkli kogulda
gerceklestirilmistir. Bu kosullar uygulanarak elde
edilen ekstraktlarin TFM, TFL ve DPPH degerleri
ise Cizelge 2’de sunulmustur. Ekstraktlarin TFM
degerleri 17.58-46.11 mg GAE/g kuru 6rnek,
TFL degetleri 14.72-31.27 mg KE/g kuru 6rnek,
DPPH degetleri 23.47-53.71 mg TE/g kuru 6rnek
araliginda degiskenlik gostermektedir.

TFM (46.11 mg GAE/g kuru 6rnek), TFL (31.27
mg KE/g kuru 6rnek) ve DPPH (53.71 mg TE /g
kuru 6rnek) miktarinda en yitksek deger deney
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5te (%50 (h/h), 5 dk, 70 °C) tespit edilmistir.
Literatiirde, Elazig yoresinde toplanan P. cognatum
bitkisinin etanol, metanol, aseton ve hegzan
ekstraktlarinin TEFM  degerleri sirastyla 24.58,
19.26, 10.76, 4.35 mg GAE/g ekstrakt olarak
belirlenmistir ~ (Pekdemir vd., 2020). Aymnt
calismada TFL degerleri sirastyla 0.48, 0.97, 0.40,
0.23 mg katesin esdegeri (IKAE)/g ekstrakt olarak
tespit edilmistir. Bir baska calismada %80 etanol
ile ckstrakte edilen kurutulmus P. cognatum
bitkisinin TFM degeri 1.24 mg GAE/g olarak
tespit edilmistir (Demirgtl vd., 2022). Turkiye’nin
Orta Karadeniz ve Orta Anadolu bolgelerinden
toplanan P. cognatum bitkilerinin TFM degerleri
sirastyla 67.30 GAE mg/g ve 58.59 GAE mg/g
olarak, TFL degetleri ise sirastyla 50.88 KAE
mg/g ve 32.86 KAE mg/g olarak belitlenmistir
(Marangoz, 2020). Mayis ayinda Ardahan ilinde
toplanan taze P. cognatum bitkisinin TFM ve TFL
degerleri sirastyla 2.24 mg GAE/g, 0.26 mg rutin
esdegeri (RE)/g olarak belitlenmistir (Murathan,
2018).

Calismamizda elde edilen sonuglara gbre, %50
metanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyon
islemlerinde TFM, TFL ve DPPH degerlerinin saf
su ve %100 metanol konsantrasyonlarinda
gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerine kiyasla
daha yiiksek oldugu saptanmigtir. Ayrica aynt
cizelgede saf su ile elde edilen ekstraktlarin TEM,
TFL ve DPPH degetlerinin %100 metanol ile elde
edilen ekstraktlardan daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 2). Calismada 17 farkli kosulda
ckstrakte edilen P. cognatum bitkisinin TFM, TFL
ve DPPH degerlerinin birbirinden farklt olduklart
tespit edilmistir. Bundan dolay1 verilerin optimize
edilmesi gerekmektedir. Ekstraksiyon islemleri
icin olusturulan ve optimizasyon calismasinda
regresyon analizi ile elde edilen ikinci dereceden
polinomiyal modeller TFM icin Esitlik 2, TFL icin
Esitlik 3 ve DPPH icin Esitlik 4 ile verilmistir.

TFM (mg GAE/g) = 33.74 + 0.31X,_0.04X, —
0.01X; + 1.23 X 1073X, X, + 2.46 X
1073X;X5_8.71 x 107*X,X3; — 5.92 X 1073X? +
2.86 x 107*X3 + 7.58 x 107*X3 Esitlik 2

TFL (mg KE/g) = 24.30 + 0.11X; — 0.04X, +
0.04X; + 9.45 x 107*X; X, + 1.82 X
1073X,X5_7.23 X 107*X,X;_2.95 x 1073X? +
3.72 x 107*X% — 2.19 x 1075X2 Esitlik 3

DPPH (mg TE/g) = 32.19 + 0.71X; — 0.08X, +
0.04X; + 1.14 x 103X, X, + 6.00 X
107*X,X5_5.20 X 107*X,X;_8.53 x 1073X? +
419 X 107*X2 + 6.36 X 107*X2 Esitlik 4

TFM, TFL ve DPPH degerleri Uzerine
ekstraksiyonda kullanilan islem degiskenlerinin
etkisi varyans analizi (ANOVA) ¢izelgesinde
sunulmugtur (Cizelge 3). TFM, TFL ve DPPH
analizleti icin olusturulan kuadratik modeller
istatistiksel olarak %99 seviyesinde anlamlidir (P
<0.01). Her G¢ analiz i¢in model uygunsuzlugu ise
%95 seviyesinde istatistiksel olarak anlamsizdir
(P >0.05). Model uygunsuzlugu degerlerinin
istatistiksel anlamda 6nemsiz olmasi, TFM, TFL
ve DPPH icin olusturulan ikinci dereceden
polinomiyal denklemlerin basarisint
gostermektedir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde; TEFM,
TFL. ve DPPH icin olusturulan modellerde
metanol konsantrasyonu (Xi) ve sicakligin (Xs)
lineer etkisinin %95 seviyesinde anlamli oldugu (P
<0.05) ancak ekstraksiyon siiresinin (X») lineer
etkisinin  istatistiksel ~olarak bir Gneminin
bulunmadigt belitflenmistic (P >0.05). Ayrica
TFM, TFL ve DPPH icin olusturulan modellerde
metanol konsantrasyonu-stire interaksiyonunun
(X1.Xy) etkisinin %95 seviyesinde anlamli oldugu
P <0.05), ekstraksiyon stiresi-sicaklik
interaksiyonunun (X2.X3) istatistiksel olarak bir
6neminin bulunmadig bulgulanmustir (P >0.05)
(Cizelge 3). Metanol konsantrasyonu-sicaklik
interaksiyonunun (X1.X3) TFM ve TFL tzerinde
onemli bir etkisi saptanirken (P <0.05), DPPH
tzerine herhangi bir etkisi saptanmamistir (P
>0.05). TFM, TFL ve DPPH icin olusturulan
modellerde metanol konsantrasyonunun
kuadratik etkisinin (Xi?) 6nemli oldugu tespit
edilirken (P <0.05), ekstraksiyon stiresinin
kuadratik etkisi (X2?) ile sicakligin kuadratik
etkisinin (X3?) istatistiksel olarak anlamli herhangi
bir etkisi tespit edilememistir (P >0.05) (Cizelge
3).



Madimaktan fenolik bilesik ekstraksiyonu

Cizelge 2. Fenolik bilesik ekstraksiyonuna ait deneysel tasarim ve elde edilen TFM, TFL ve DPPH

degerleri

Table 2. Experimental design of phenolic componnd extraction and obtained TPC, TFC and DPPH values

No MeOH Siire Sicaklik TFM (mg TFL (mg KE/¢ DPPH (mg TE/g
(%) (dk.) °O) GAE/g kuru kuru 6rnek) kuru 6rnek)
X) (X2) X5) ornek)
1 50 625 50 41.83 (£1.02) 26.11 (10.38) 48.64 (£0.79)
2 0 120 50 30.11 (+1.02) 23.07 (+0.23) 30.37 (+0.98)
3 50 62.5 50 40.10 (+2.17) 28.96 (+1.33) 50.86 (+1.61)
4 100 62.5 70 28.43 (+0.47) 22.57 (+1.21) 31.57 (+2.74)
5 50 5 70 46.11 (+0.96) 31.27 (£0.48) 53.71 (+1.01)
6 0 62.5 30 30.88 (+1.07) 22.68 (+0.53) 28.36 (+2.15)
7 100 5 50 18.53 (+0.51) 15.58 (+0.45) 24.07 (£2.20)
8 50 120 30 41.77 (+1.29) 29.18 (+1.07) 51.64 (+0.64)
9 100 62.5 30 17.58 (+0.84) 14.72 (+0.30) 23.47 (+2.48)
10 50 5 30 39.47 (£0.53) 2733 (£0.24) 51.31 (+1.28)
1 0 5 50 33.86 (+1.46) 24.66 (+0.87) 34.54 (£0.97)
12 100 120 50 28.87 (+0.37) 24.86 (+0.80) 33.01 (+0.61)
13 50 120 70 44.40 (+1.91) 29.79 (+1.43) 51.64 (+0.86)
14 50 62.5 50 42.32 (+0.22) 28.77 (£0.27) 50.92 (+0.65)
15 0 62.5 70 31.91 (+0.41) 23.24 (+0.36) 34.06 (+0.66)
16 50 62.5 50 42.50 (+0.81) 28.99 (+0.37) 51.34 (+0.75)
17 50 62.5 50 41.69 (+£0.90) 28.04 (+0.78) 50.41 (+0.42)

Cizelge 3. TFM, TFL ve DPPH degerleri icin lineer, kuadratik ve interaksiyon terimlerinin etkisini

gosteren ANOVA tablosu
Table 3. ANOVA table showing the effect of linear, guadratic and interaction terms for TPC, TFC and DPPH
values
Varyasy on SerbeSthl.{ Kareler Toplami Kareler Ortalamast
Kaynagi Derecest
TEM TFL DPPH TEM TFL DPPH

Model 9 1201.49 338.07 2026.54 133.50 37.56 22517
Xi 1 139.15 31.70 28.92 139.15 31.70 28.92
X 1 6.46 8.13 1.15 6.46 8.13 1.15
X3 1 55.97 21.00 32.80 55.97 21.00 32.80
XiXo 1 49.63 29.50 42.97 49.63 29.50 42.97
Xi1X3 1 24.13 13.28 1.44 24.13 13.28 1.44
XoX5 1 4.01 2.76 1.44 4.01 2.76 1.44
Xi2 1 921.09 228.20 1914.45 921.09 22820  1914.45
X2 1 3.77 6.36 8.10 3.77 6.36 8.10
X532 1 0.39 0.00032 0.27 0.39 0.00032 0.27
Kalinti 7 8.94 14.71 26.03 1.28 2.10 3.72
Model 3 5.34 8.78 21.57 1.78 2.93 7.19
Uygunsuzlugu
Saf Hata 4 3.60 5.93 4.46 0.90 1.48 1.11
Toplam 16 1210.42 352.78 2052.57
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Cizelge 3. Devam

Varyasyon Serbestlik . .
Kaynagi Derecesi F Degeri P-Degeri

TFM TFL DPPH TFM TFL DPPH
Model 9 104.57 17.88 60.56 < 0.0001 0.0005 < 0.0001
X1 1 108.99 15.09 7.78 < 0.0001 0.0060 0.0270
Xz 1 5.06 3.87 0.31 0.0592 0.0899 0.5958
X3 1 43.84 10.00 8.82 0.0003 0.0159 0.0208
XiXo 1 38.87 14.04 11.56 0.0004 0.0072 0.0114
XiXs3 1 18.90 6.32 0.39 0.0034 0.0402 0.5534
XoX3 1 3.14 1.32 0.39 0.1195 0.2891 0.5534
X2 1 721.48 108.61 514.93 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
X2? 1 2.95 3.03 2.18 0.1295 0.1255 0.1835
X532 1 0.30 0.00015 0.073 0.5990 0.9905 0.7945
Kalintt 7
Model 3 1.98 1.97 6.45 0.2596 02601 0.0518
Uygunsuzlugu
Saf Hata 4
Toplam 16

TFM, TFL ve DPPH icin olusturulan modelin, kesinligini ve gtvenilirligini géstermektedir.

regresyon katsayist (R?), diizeltilmis regresyon
katsaysi (Adj-R?) 1 degerine oldukea yakindir. Bu
durum tahmin edilen degerler ve gercek degerler
arasinda mitkemmel bir korelasyon oldugunun
gOstergesidir. Ayrica elde edilen disiik varyasyon
katsayist (CV) degerleri, deneysel sonuclarin

Cizelge 3 ve Cizelge 4te belirtilen sonuglar
dogrultusunda 6nerilen modellerin, P. cognatum
bitkisinden fenolik bilesik ekstraksiyonunun
optimizasyonu i¢in uygun oldugu anlagilmaktadir.

Cizelge 4. TFM, TFL ve DPPH degerleri icin elde edilen istatistiksel parametreler
Table 4. Statistical parameters obtained for TPC, TFC and DPPH values

Parametre TFM TFL DPPH
R2 0.9926 0.9583 0.9873
Adj- R? 0.9831 0.9047 0.9710
Yeterli Tahminleme 32.030 14.231 19.936
PRESS 91.02 149.69 352.05
C.V (%) 3.20 5.73 4.68

Sekil 1’de P. cognatum Dbitkisinden elde edilen
ekstraktlarn TFM, TFL ve DPPH degerlerine
metanol konsantrasyonu, ekstraksiyon siiresi ve
sicakligin  etkisini gbsteren 3D yamt-yizey
grafikleri gosterilmisgtir.

Sabit sicaklikta (ekstraksiyon sicakligi icin orta
nokta: 50 °C sicaklik) stre ve metanol
konsantrasyonu degisiminin TFM, TFL ve DPPH
Uzerine etkisi incelendiginde, metanol
konsantrasyonunda ki artistn TFM, TFL ve
DPPH degerlerini  arttirdigt  ama  belli  bir

asamadan sonra ise azalma meydana geldigi tespit
edilmistir. ~ Sabit  ekstraksiyon  stiresinde
(ckstraksiyon stiresi: 62.5 dk.) sicaklik ve metanol
konsantrasyonu degisiminin TFM, TFL ve DPPH
tzerine etkisi de sabit sicaklikta olan degisime
benzer sekildedir. Sabit ¢cOziict
konsantrasyonunda (metanol konsantrasyonu i¢in
orta nokta: %50 metanol konsantrasyonu) sicaklik
ve ekstraksiyon stiresi degisiminin TFM, TFL ve
DPPH iizerine etkisi incelendiginde ise sicaklik ve
metanol konsantrasyonunda ki artisin TFM, TFL
ve DPPH degerlerini arttirdigt tespit edilmistir.
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Sekil 1. P. cognatum bitkisinden fenolik ekstraksiyonu sonucu elde edilen TFM (a), TFL (b) ve DPPH (c)
degerlerine ekstraksiyon parametrelerinin etkisini g&steren yanit ylizey grafikleri
Figure 1. Response surface graphs showing the effect of extraction parameters on TPC (a), TEFC (b) and DPPH (c)
values obtained as a result of phenolic exctraction from P. cognatum plant
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Sekil 2°’de ise TFM, TFL ve DPPH degerleri icin
deneysel verilerden elde edilen veriler ile program
tarafindan olusturulan polinomiyal modellerden
tahminlenen veriler kiyaslanmistir. Elde edilen
grafikler degerlendirildiginde tahminlenen veriler
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ile deneysel verilerin 45° dogrusu tzerinde
toplanma egiliminde oldugu belitlenmistir. Bu
durum olusturulan modellerin  uygunlugunu
desteklemektedir.
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Sekil 2. TEM, TFL ve DPPH degerleri acisindan deneysel veriler ile tahminlenen veriler arasindaki iliski
Figure 2. Relationship between experimental data and predicted data in terms of TPC, THC and DPPH values

P. cognatum bitkisinden ekstraksiyon islemi ile
yiksek miktarda TFM, TFL degeri ve DPPH
aktivitesi elde edilmesi i¢in yapilan optimizasyon
calismasinda program tarafindan tahmin edilen
optimum kosullar tespit edilmistir. Program
tarafindan “desirability” fonksiyonu yaklasimina
gbre optimum noktayt belitleyen ve birbirine
oldukea yakin olan 10 adet ¢6zim noktast tespit
edilmistir. Onerilen bu ¢éziimlerden programin
sectigi %40.15 metanol konsantrasyonu, 5.00 dk.,
70.00 °C sicaklik ekstraksiyon i¢cin optimum islem
kosullart olarak belirlenmistir (Cizelge 5).

Literattirde, Salvia officinalis L. bitkisinden klasik
¢ozlcl ekstraksiyon yontemiyle fenolik bilesik
ekstraksiyonu  icin  optimum  ekstraksiyon
kosullar;; %60  etanol  konsantrasyonu,
53.93 °C sicaklik, 84.84 dk. ekstraksiyon siiresi
olarak tespit edilmistir (Yagcioglu, 2015). Yesil cay
fabrika atiklarindan fenolik bilesik ekstraksiyonu
icin optimum kosullar ise %062.63 etanol
konsantrasyonu, 51.51 °C sicakhk, 39.34 dk.
olarak belirlenmistit (Bostanct, 2016). Psidium
myrtoides meyvesinden fenolik bilesik
ekstraksiyonu icin optimum kosullar %40 etanol
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konsantrasyonu, 50 °C sicaklik, 30 dk. olarak
(Freitas, 2021), portakal yapraklarindan fenolik
bilesik ekstraksiyonu i¢in optimum islem kosullart

ise %90 metanol konsantrasyonu, 60 °C sicaklik,
180 dk. olarak belitlenmistir (Uysal vd., 2018).

Cizelge 5. Optimizasyon kosullatt ve optimum kosullarda elde edilen ekstraktin TFM, TFL ve DPPH
sonuclart
Table 5. Optimization conditions and TPC, THC and DPPH results of the extract obtained under optimum conditions

Optimum Kogullar

Metanol konsantrasyonu (%)

Ekstraksiyon stiresi (dk.)

Sicaklik (°C)

40.15

5.00

70.00

Optimum Kogullarda Program Tarafindan Tahminlenen Degetler

TFM (mg GAE/g kuru 6rnek)

TFL (mg KE/g kuru 6rnek)

DPPH (mg TE/g kutru 6rnek)

46.14

31.12

54.39

Optimum Kosullarda Deneysel Verilerden Elde Edilen Degerler

TFM (mg GAE/g kuru 6rnek)

TFL (mg KE/g kuru 6rnek)

DPPH (mg TE/g kuru 6rnek)

45.40£0.79 30.36+0.81 53.40£0.63
P. cognatum  bitkisinden  fenolik  bilesik ekstraksiyonu i¢in %40.15 metanol
ekstraksiyonunda (%40.15 metanol konsantrasyonu, 5.00 dk.,
konsantrasyonu, 5.00 dk., 70.00 °C sicaklik) TFM, 70.00 °C optimum kogullar olarak belirlenmistir.
TFL ve DPPH degetleri sirasi ile 46.14 mg Elde edilen sonuclar  degerlendirildiginde

GAE/g kuru 6rnek, 31.12 mg KE/g kuru 6rnek,
5439 mg TE/g kuru o6rnek  olarak
tahminlenmistir. TFM, TFL ve DPPH degerleri
icin ¢ tekrarh optimum nokta dogrulama
denemeleri gerceklestirilmistir. Bu denemeler
neticesinde degetler sirast ile 45.40 mg GAE/g
kuru 6rnek, 30.36 mg KE/g kuru 6rnek, 53.40 mg
TE/g kuru Ornek olarak tespit edilmigtir. Elde
edilen deneysel veriler ile tahminlenen veriler
arasinda tek Ornek t-testi gerceklestirilmis ve
degerler arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmadig: belitlenmistir (P >0.05).

SONUC
Bitkisel ~materyallerden  fenolik  bilesiklerin
ekstrakte  edilmesi  stirecinde, ekstraksiyon

etkinligini etkileyen bircok faktér bulunmaktadir.
Bu faktotlerin belirlenmesinde ve ekstraksiyon
islemi  icin  uygun  deneysel  tasarimin
olusturulmasinda yanit-ylizey yontemi etkin bir
sekilde kullanilabilmektedir. Bu calisma ile P.
cognatum bitkisinden fenolik bilesik ekstraksiyonu
lzerine metanol konsantrasyonu, ekstraksiyon
siiresi ve sicakligin etkisi belirlenmis, bu
parametrelerin en yiksek TFM, TFL ve DPPH
degerlerinin elde edildigi noktada optimizasyonu
saglanmustur. Optimizasyon calismalarinin
sonunda P. cognatum bitkisinden fenolik bilesik

P. cognatum bitkisinin yiksek miktarda fenolik
bilesik ihtiva ettifi ve antioksidan aktivite
gOsterdigi tespit edilmistir. Ekstraksiyon islemleri
neticesinde elde edilecek P. cognatum ekstraktinin
sahip oldugu biyoaktiviteden dolayt gidalarda
kullanim potansiyelinin bulunabilecegi
belitlenmistir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar, bu arastirma makalesi ile ilgili olarak
baska kisiler ve/veya kurumlar arasinda ¢tkar
catismasi olmadigint beyan etmektedir.

YAZAR KATKILARI

Mustafa ~BAYRAM  calisma  konusunun
belirlenmesinde, deney tasariminin
olusturulmasinda, verilerin degerlendirilmesinde
ve  makale  taslafinin  olusturulmasinda,
kontrolinde katki saglamistir. Semra TOPUZ
deney tasariminin olusturulmasinda, analizlerin
planlanmasi ile gerceklestirilmesinde ve makale
metninin olusturulmasinda gérev almistur.
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oz

Bu ¢alismada, ticari maya ve spontan fermantasyon teknikleri ve 6 ay sisede depolamanin Karalahna
saraplarinin  fenolik madde profilleri ve renk Ozellikleri Uzerine etkileri aragtulmustir. Ticari maya
fermantasyonu ile elde edilen saraplarin toplam monomerik antosiyanin miktarmnin, spontan fermantasyonla
tretilen saraplara gore istatistiksel agidan daha yiksek oldugu saptanmustir. Malvidin-3-glikozit
konsantrasyonunun, alkol fermantasyonu sonunda ticari maya ile tretilen 6rneklerde yaklastk %35 daha fazla
oldugu belirlenmistir. Saraplarin fenolik bilesik kompozisyonu da uygulanan fermantasyon teknigine bagl
olarak degisiklik gOstermistit. Genel olarak, ticari maya ile dretilen saraplarda fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlarinin spontan fermantasyonla uretilen saraplara kiyasla daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Depolama stireci sonunda monomerik antosiyaninlerin her iki fermantasyon tekniginde de yaklastk %70
diizeyinde azaldig belirlenirken, saraplarin toplam fenolik madde miktarlarinda istatistiksel agidan bir fark
gorilmemistir.

Anahtar kelimeler: Karalahna, kirmizi sarap, antosiyanin, fenolik, renk

EFFECT OF FERMENTATION TECHNIQUE AND BOTTLE STORAGE ON
THE PHENOLIC COMPONENTS OF KARALAHNA WINES

ABSTRACT

In this study, the effects of commercial yeast and spontaneous fermentation techniques and 6 months
of storage in bottles on the phenolic profile and color properties of Karalahna wines were
investigated. It was determined that the total monomeric anthocyanin content of wines produced by
commercial yeast fermentation was statistically higher than the wines produced by spontaneous
fermentation. The concentration of malvidin-3-glycoside was found to be approximately 35% higher
in samples produced with commercial yeast at the end of alcoholic fermentation. The phenolic
composition of wines also changed depending on the fermentation technique. In general,
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Karalahna saraplarinin fenolik bilesenleri ve renk 6zellikleri

concentrations of phenolic compounds were found to be higher in wines produced with commercial
yeast compared to spontaneously fermented wines. At the end of the storage, it was determined that
monomeric anthocyanins were reduced by approximately 70% in both fermentation techniques, while
there was no statistical difference in the total phenolic content of the wines.

Keywords: Karalahna, red wine, anthocyanin, phenolic, color

GIRIS

Fenolik bilesikler, kirmizt saraplarda renk,
burukluk ve aciliktan sorumlu olup, kaliteyi
etkileyen en 6nemli unsurlardan biridir (Ribéreau-
Gayon vd., 2006). Kardiyovaskiiler hastaliklara ve
kansere kars1 etkileri sebebiyle fenoliklerce zengin
saraplara olan ilgi daha fazladir (Dell’Agli vd.,
2004). Kirmuzt sarapta renk, fenolik bilesikler olan
antosiyaninler ve tiirevlerinden ileri gelmekte
olup, en 6nemli kalite karakteristiklerinden biridir
(Busse-Valverde vd., 2013). Antosiyaninler tizim
kabuklarindan, kirmizi sarap tretimi sirasinda
maserasyon ve mayse fermantasyonu islemi ile
saraba  gecmektedir. Uziimlerin  antosiyanin
kompozisyonu ¢eside, bagcilik uygulamalarina,
iklim gibi faktorlere baglt olarak degisiklik
gostermektedir  (Caridi  vd., 2017). Kirmuz
saraplardaki temel antosiyaninler; malvidin-3-
glukozit, siyanidin-3-glukozit, peonidin-3-
glukozit, petunidin-3-glukozit ve delfinidin-3-
glukozittir. Bunlar arasinda malvidin-3-glukozit
hakim antosiyanin olup, konsantrasyonu toplam
antosiyaninlerin %90'ina kadar ulasabilmektedir
(Ribéreau-Gayon vd., 2000). Geng¢ saraplarda
kirmizt renk monomerik antosiyaninlerden ileri
gelirken, olgunlasma ile beraber daha stabil
polimerik bilesikler olusmaktadir. Monomerik
antosiyaninler stabil olmayip, oksidasyona karst
oldukca hassastir. Sarap dUretimi sirasinda ve

olgunlasma  siireciyle  birlikte, ~monomerik
antosiyaninler kopigmentasyon, flavan-3-oller
(katesin, epikatesin) ve proantosiyanidinlerin

polimerizasyonu ve yeni pigmentlerin olusumu
gibi cesitli reaksiyonlara dahil olurlar. Boylece,
gen¢ saraptaki kirmizi-mor renk tonlari, olgun
saraplarin kirmizi-turuncu rengine evrilmektedir

(Caridi vd., 2017).

Sarabin fenolik profili, tGzimin cesidine ve
bagcilik  uygulamalarina  gére degisebilmekle
beraber, Uretim teknikleri ve kullanilan maya
secimi gibi islemler ile iyilestirilebilmektedir
(Lesko vd., 2014; Ribéreau-Gayon vd., 2000).
Mayalarin yapisinda bulunan mannoproteinler,

sarap fenolikleri ile birleserek renk stabilitesini
artirabilmekte ve tanenlerin burukluk hissini
azaltabilmektedir  (Escot vd., 2001). Bu
mekanizma, O6zellikle antosiyaninler ve maya
hicre duvarlart arasinda fiziksel etkilesimle ve
adsorpsiyon yoluyla gerceklesebilmektedir (Caridi
vd., 2017).

Sarap tretimi, teknolojik Ozellikleri belli olan
secilmis saf maya suslart kullanilarak yapilabildigi
gibi, endojen mikroflora ile spontan olarak da
gerceklestirilebilmektedir. Spontan fermantasyon,
yerel florada bulunan Saccharomyces ve Saccharomyces
disindaki mayalarin  farkli suglart tarafindan
gerceklestirilen karmastk mikrobiyal bir siirectir.
Fermantasyonda faaliyet gOsteren maya tiir ve
susglart elde edilen sarabin karakteristik aroma
profili tzerinde O6nemli bir etkiye sahiptir
(Blazquez Rojas vd., 2012; Carrascosa vd., 2012;
Gammacurta vd., 2014; Takush & Osborne, 2012;
Varela vd., 2009). Antosiyaninler ve sarabin diger
fenolik bilesikleri de fermantasyonda yer alan
maya tiir ve suglarina baglt olarak degisebilmekte,
mayalar daha stabil pigmentlerin olusumunda
etkili olabilmektedir (Carew vd., 2013; Blazquez
Rojas vd., 2012). Maya hiicre duvarlarina baglanan
antosiyaninler, fermantasyon sonunda tortu ile
birlikte uzaklasarak kaybedilmektedir. Agyrica,
farkli maya suslarinin hiicre duvart yapisina bagl
olarak, antosiyanin adsorpsiyonunda da farklilik
gosterdikleri belitlenmistir (Morata vd., 2016).
Daha detayli arastirmalar, acillenmis
antosiyaninlerin  acillenmemis antosiyaninlere
gore daha glglii bir sekilde adsorbe edildigini
gostermektedir. Ote yandan, daha yiiksek
metoksilasyon derecesine sahip antosiyaninlerin
daha ytksek hidroksillenmis antosiyaninlere gére
daha giiclii adsorbe oldugu saptanmustir (He vd.,
2012). Metoksilasyon derecesi, antosiyanini daha
apolar hale getirir ve stabilitesini artirir (Morata
vd., 2019). Bu da adsorpsiyon mekanizmasinin
hidrofobik bir etkilesim oldugunu gostermektedir
(He vd., 2012). Fermantasyon sirasinda, mayalarin

etanol Uretmesi nedeniyle Uzim  sirasinin
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polaritesi  degismekte ve  antosiyaninlerin
¢ozunlrliginin  azalmasiyla renk  kayiplart
meydana gelebilmektedir. Ayrica, antosiyaninlerin
polimerizasyonu ~ da  renk  maddelerinin
¢cOkelmesine yol acabilmektedir (Morata vd.,
2010).

Sarap, Uretimin son asamasinda siselenir ve
tiketilecegi zamanki kalitesi de bu asamadaki
ozelliklerine ve depolama kosullarina baghdir. Bu
nedenle, depolama strasinda genel olarak fenolik
bilesikler ve 6zelde antosiyaninler, flavonoller,
flavanoller ve fenolik asitler kirmiz1 sarabin renk
stabilizasyonunda anahtar rol oynarlar (Garcia-
Falcon vd., 2007). Olgunlasma siirecinde sarap
ucucu ve fenolik bilesikleri; hidroliz, esterlesme,
polimerizasyon vb. reaksiyonlardan dolay: yavas
yavas degisikliklere ugrarlar (Echave vd., 2021).
Sarabin bilesimi ve kalitesini belirleyen bu
reaksiyonlar, siseleme sirasindaki baslangic
bilesimi, kikirtdioksit (SOz) seviyesi, depolama
kosullari, depolama sicakligi, yillandirma siiresi,
151¢a maruz kalma ve kapatma tirG gibi cesitli
faktorlere baglidir. Bu nedenle, sarabin bilesimi ve
kalitesi i¢in maya susu ve sisede olgunlastirmanin
6nemi g6z ontine alindiginda, bu iki faktérin
bitlikte incelenmesi gereklidir (Garde-Cerdan vd.,
2022).

Karalahna Canakkale’ye 6zgt kirmizt saraphk bir
tzim cesididir. Bolgede uzun yillar kanyaklik
tztim olarak degerlendirilmis ve koyu yakut rengi
ile saraplarin rengini giiclendirmek amaciyla
kullantlmustir (Anli, 2006). Literatiirde, Karalahna
sarabinin genel Kkalite karakteristikleri Uzerine
sinirlt  sayida  galisma  bulunmakla  birlikte
(Doyuran ve Guven, 20006; Ataol, 2012),
fermantasyon teknigi ve depolamanin antosiyanin
profili iizerine etkileri hakkinda bir calismaya
rastlanmamistir.  Yakin  zamanda  ekibimizin
gerceklestirdigi  ve fermantasyon  tekniginin
Karalahna sarabinin ucucu bilesen komposizyonu
ve duyusal Ozelliklerine  etkisinin  ortaya
konuldugu bir calismamiz literatiirde yer
almaktadir (Celebi Uzkug vd., 2020).

Bu calismanin amaci, yerli Uzim cesidimiz
Karalahna’dan  spontan  ve  saf  maya
fermantasyonu yoluyla Uretilen kirmiz1 saraplarin

genel Ozellikleri, toplam monomerik antosiyanin
ve toplam fenolik madde icerikleri ile antosiyanin
ve renksiz  fenolik madde profillerinin
karsilastirilmast ve 6 ay sisede depolama stiresince
bu bilesiklerde meydana gelen degisimlerin
belirlenmesidir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bu calismada Bozcaada’ya 6zgl kirmuzt bir tzim
cesidi olan Karalahna (I/7s vinifera Linné subsp.
vinifera)  kullanlmstir.  Uziimler, Bozcaada’da
bulunan baglardan uygun hasat zamaninda elle
hasat edilerek sarap isletmesine (Vinero Sarap;
Eceabat) getirilmis ve burada kirmizi saraba
islenmistir. Karalahna sirasiun briks degeri 25.2,
pH degeri 3.15 ve titrasyon asitligi degeri 6.64 g/L
olup, daha detayll 6zelllikleri Celebi Uzku¢ vd.
(2018)’de sunulmugtur. Ticari maya
fermantasyonunda . cerevisiae susu kullanilmistir
(Zymaflore FX10, Laffort, Fransa). Saraplarin
kikirtlenmesi amactyla potasyum metabistlfit
tuzunun (KoOsSy) %571k ¢ozeltisi kullandmistir.

Sarap Uretimi

Canakkale  Bozcaada’da  bulunan  “Talay
Sarapcilik” biinyesine baglt baglardan elle hasat
edilerek sarap isletmesine (Vinero Sarap; Eceabat)
getirilen Karalahna Uzimleri, burada kirmizt
saraba islenmistir. Uretimde spontan
fermantasyon ve saf maya fermantasyonu olmak
tizere iki yontem kullandmistir. Her bir yontem
icin tretim 3 tekerrlrlii olarak gerceklestirilmistir.
Uziimler 6nce saplarindan ayrilarak mayseye
islenmistir. Ardindan mayse 25 Llik cam
damacanalara doldurulup kikiirtleme yapimis (15
mg/L) ve 7-8°Cde 4 gin siireyle soguk
maserasyona birakilmustir. Spontan fermantasyon
yontemi  ile  dretilen  saraplarda,  soguk
maserasyonun sonunda sicaklik ytkseltilerek
fermantasyonun baglamasi saglanmistir. Saf maya
fermantasyonunda ise mayseye 20 g/hL
diizeyinde ticari maya (Zymaflore FX10 Laffort)
inokulasyonu yapilmistir. Sonraki asamalar her iki
yontemde de aynt sekilde devam etmigtir. Mayse
fermantasyonunda olusan karbondioksitin kabuk
ve cekirdekleri kabin ylizeyine tasimasiyla
meydana getirdigi katman, giinde iki kez kirilarak
homojen hale getirilmistir. Giinlik olarak sicaklik
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ve yogunluk degerleri takip edilmistir. Yogunluk
degeri 1000 g/L. ve aluna dustiginde mayse
fermantasyonuna son verilmis ve presleme ile

cibre mayseden ayrilmistir. Fermantasyonun
tamamlanmasina ise indirgen seker tayini
sonuclarina  gbre  karar verilmistir.  Alkol

fermantasyonu bitiminde preslenen saraplar,
malolaktik fermantasyonun gerceklesmesi icin 5
litrelik hava kiliti damacanalara aktardarak 18-
20°C  sicaklikta  bekletilmistir. ~ Malolaktik
fermantasyonun takibi kagit kromatografisi ile
gerceklestirilmistir (Boido ve ark., 1999). Saraplar
malolaktik fermantasyon asamasindan sonra
setbest kukurt dizeyi 25 g/L olacak sekilde
kiiktrtlenerek, 35 cl'lik koyu renkli sarap siselerine
doldurulup, dezenfekte edilen aglomere mantarlar
le kapatdmistr. Siselenen Ornekler sogutmalt
inkiibatére (Sanyo MIR-153, Japonya) alinarak,
yaklasik olarak 6 ay streyle 13°C’de depolanmistir.

Calismada, mayse fermantasyonunun bitiminde
alinan 6rnek “ham sarap”; sisede 6 ay olgunlasma
strecinin ardindan alinan rnek ise “geng sarap”
olarak degetlendirilmistir. Sarap 6rnekleri analize
kadar -18 °C’de muhafaza edilmistit.

Fiziksel ve Kimyasal Analizler

Sirada pH, toplam asitlik, kurumadde ve indirgen
scker analizleri yapilmustir. Saraplarda ise bu
analizlerin yaninda alkol, serbest ve toplam kiikiirt
dioksit miktari, toplam fenolik madde, toplam
antosiyanin, renk yogunlugu ve renk tonu
degerleri  ile HPLCde  fenolik  madde
kompozisyonu belirlenmistir.

Toplam Monomerik Antosiyanin (TMA)
Miktari

Siralarin TMA igerigi, Fuleki ve Francis (1968)
tarafindan 6nerilen ve Giusti ve Wrolstad (2001)
tarafindan gelistirilen pH-diferansiyel yontemine
gore belirlenmistir. Orneklerin TMA miktart
malvidin-3-glikozit cinsinden “mg/L” olarak
hesaplanmistir.

Toplam Fenolik Madde (TFM) Miktar1

Sira 6rneklerinde TFM miktari Singleton ve Rossi
(1965) tarafindan 6nerilen  Folin-Ciocalteau
metoduna gbre gerceklestirilmistir.  Yontem,
fenolik bilesiklerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu

aytracint  indirgemesi ve olusan mavi rengin
spektrofotometrede Slgimi prensibine
dayanmaktadir. TFM miktarint belitleyebilmek
icin hazirlanan kalibrasyon egrisinden (R2=0.991)
yararlanilmis ve sonuclar gallik asit cinsinden
“mg/L” olarak verilmistir.

Renk Yogunlugu ve Renk Tonu Degerleri
Saraplarin renk yogunlugu ve renk tonu degerleri,
orneklerin 420 nm, 520 nm ve 620 nm dalga
boyundaki absorbans degetlerinin saf suya karst
Ol¢imiine dayalt olarak hesaplanmustir (Ribéreau-
Gayon vd., 20006).

Renk yogunlugu = OD 420 + OD 520 + OD 620
©)
Renk tonu = OD 420 / OD 520 @)

Antosiyanin ve Renksiz Fenolik Madde
Kompozisyonu

Sarap Orneklerinin antosiyanin ve renksiz fenolik
madde dagihimlart Celebi Uzku¢ vd., (2022)’de
aciklanan yontemlere gére HPLC (Shimadzu,
Kyoto, Japonya) ile belitlenmistir. Analizde ters
faz (reverse phase) C18 kolonu (250 x 4.6 mm, 5
um; Phenomenex Inc. Los Angeles, CA, ABD) ve
diyot dizilim dedektér (DAD) kullanidmustir.
Elde edilen pikler, standart maddelerin gelis stresi
ve dedektérde elde edilen UV spektrumlarinin
karsilastirtlmast ile tanimlanmustir. Bu amacla 4
adet antosiyanin standardi (Fluka, MO, ABD)
kullantlmistir. Bunlar; malvidin-3-glikozit (Mv-3-
Glu, R?=0.960), peonidin-3-glikozit (Peo-3-Glu,
R2=0.999), delfinidin-3-glikozit  (Dp-3-Glu,
R?=0.999), siyanidin-3-glikozittir  (Cy-3-Glu,
R2=0.999). Ayrica, gallik asit (R2=0.997), (+)
katesin (R?=0.999), kafeik asit (R?=0.985), p-
kumarik asit (R?=0.989) ve ferulik asit (R?=0.999)
olmak tzere bes adet fenolik maddenin (Sigma,
MO, ABD) dagilimlari belitlenmistir. Her bir
fenolik madde standard1 icin en az 5 veriye dayalt
olarak hazirlanan kalibrasyon egrileri
kullanilmistir.

Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen sonuclarin karsilastirilmasinda IBM
SPSS 22 yazilimindan yararlaniarak, tek yonla
varyans  analizi (ANOVA)  uygulanmustir.
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Parametrik olmayan veriler icin Kruskal-Wallis
testi kullanilmustir.

SONUC VE TARTISMA

Saraplarin Genel Ozellikleri

Karalahna tiztimlerinden spontan ve ticari maya
fermantasyonu ile Uretilen saraplarin siseleme
oncesi (ham sarap, HM) ve sisede 6 ay
olgunlastirilmast  sonrasinda (geng sarap, GY)
saptanan genel fizikokimyasal &zellikleri Cizelge
1’de verilmistir. Cizelgede goriildigh gibi spontan
ve ticati maya fermantasyonu ile elde edilen ham

ve gen¢ saraplarin alkol icerikleri %14.1-14.9
(v/v) arasinda  degisiklik  gOstermektedir.
Fermantasyon teknigi saraplarin alkol icerigi
tzerinde bir farkliliga neden olmazken, 6 aylik
depolama saraplarin alkol iceriklerinin azalmasina
neden olmustur. Diger yandan, fermantasyon
teknigi ve 6 aylik depolama, saraplarin pH ve
asitlik degerleri tizerinde 6nemli bir farkliliga yol
acmamustir. Spontan fermantasyon ile elde edilen
saraplarda kalan indirgen seker miktarinin ise,
ticari maya ile Uretilen saraba kiyasla daha yiitksek
oldugu gbrilmustiir.

Cizelge 1. Karalahna saraplarinin genel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
Table 1. Physical and chemical properties of Karalabna wines

Spontan Fermantasyon

Ticari Maya Fermantasyonu

Ozellikler Spontaneons fermentation Commercial yeast fermentation
Parameters HS GS HS GsS
Yogunluk (g/ml) 0.999£0.001=  0.999+0.0012 0.998+0.001*  0.999+0.0012
Density (3/ml.)

Alkol (%) o o o o
Aleohol (%) 14.910.17 14.310.1 14.910.2 14.1£0.1
;}P{I 3.13+0.01» 3.12+0.02 3.12+0.01» 3.1340.01»
Toplam asitlik* (g/L) () 90a L0008 10 (4b +0 7%
Total acidity* 3/ 1) 10.42%0.29 10.16x0.09 8.86*0.64 10.21£0.28
Ucar asitlik** (g/L) 0 Ma +0 Oa +0.012 +0.012
Volatil acidity™ @/L) 0.60%0.01 0.61%+0.0 0.60%0.01 0.621+0.01
Inditgen seker (/L) 4 7440 06 4.1040.07> 3.10+0.06¢ 2.60+0.314
Redueing sugar (g/1.)

Serbest SO (mg/L) 40 b 40 &b 40 b 07
Free SO2 (mg/ 1) 16.0+0.8 16.1+0.8 15.0%0.5 18.3+0.7
Toplam SO; (mg/L) 11 7 1 b +9 9 +0 &b
Total SO, (mg) 1) 38.0f£1.2 31.2%+1.8 36.0£2.2 29.8%0.5

Sonuglar, ortalamatstandart hata olarak verilmistir. *Tartarik asit cinsinden, ** Asetik asit cinsinden. HS: Alkol
fermentasyonu bitimi ham sarap, GS: 6 ay sisede depolama sonunda geng sarap.

Results were given as meanztstandard error. *Expressed as tartaric acid, **Expressed as acetic acid. HS: Wines at the end of the
alcoholic fermentation, GS: Young wines at the end of 6 months of bottle storage.

Saccharomyces disindaki mayalar ve bazt yabani S.
cerevisiae suslart spontan fermantasyon sirasinda
yiksek dlzeyde ucar asit uretebilmektedirler
(Zhao vd., 2021). Ancak, ¢alismamizda spontan
ve ticari maya fermantasyonu ile elde edilen geng
Karalahna saraplarinin ucar asit degerleri arasinda
bir fark gériilmemis olup, saptanan degerler kabul
edilebilir seviye olan 0.72 g/L asetik asit degerinin
altinda bulunmustur (Ribéreau-Gayon vd., 2000).
Ham ve genc saraplarin serbest kikirtdioksit

icerikleri 15.0 ile 18.3 mg/L arasinda, toplam
kukurtdioksit icerikleri ise 29.8 ile 38.0 mg/L
arasinda degisiklik g6stermistir. Bilindigi gibi,
sarap  Uretiminde hastalk ve  kusurlarin
onlenmesinde kuikirtdioksidin 6nemli bir rold
vardir. Kirmizt saraplarda 10-20 mg/L dizeyinde
serbest SO bulunmasmin  yeterli oldugu
belirtilmektedir (Cabaroglu ve Canbas, 1993).



Karalahna saraplarinin fenolik bilesenleri ve renk 6zellikleri

Karalahna $araplarimin Toplam Monomerik
Antosiyanin ve Toplam Fenolik Madde
Miktarlari ile Renk Ozellikleri

Spontan  fermantasyon  ve  ticari  maya
fermantasyonu ile Uretilen Karalahna saraplarinin

alkol fermantasyonu bitimi ve 6 ay sisede
olgunlasma siireci sonundaki toplam monomerik
antosiyanin ve toplam fenolik madde igerikleri ile
renk yogunlugu ve renk tonu degerleri Cizelge
2’de verilmistir.

Cizelge 2. Karalahna saraplarinin spektrofotometrik 6zellikleri
Table 2. Spectrophotometric properties of Karalahna wines

Ozellikler ; Sarap . Spontan Fermantasyon  Ticari Maya Fermantasyonu

Parameters Ornekleri Spontaneous fermentation Commercial yeast fermentation
Wine samples

Toplam fenolik madde HS 2588.48+134.592A 2852.42+81.03A

Total phenolic content N R N oA

(mg/L) GS 2358.48+47.57x 3052.42+196.28

Toplam monomerik HS 159.0412.942A 181.8616.44>A

antosiyanin

Total monomeric anthocyanin GS 48.28+0.69B 53.18+0.5058

content (mg/L)

Renk yogunlugu HS 9.84£0.342 10.47£0.30:4

Color intensity GS 12.37£0.40:8 12.47+0.19:8

Renk tonu HS 0.5520.024 0.65%0.0424

Color hue GS 0.73£0.048 0.70£0.0bA

Sonuglar, ortalamaZtstandart hata olarak verilmistir. Ayni1 satir ve sttundaki farkli harfler o 6zellik icin sarap
orneklerinin istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir (P<0.05). Satirda kiiciik harfler, siitunda biyiik
hatfler kullanilmistir. HS: Alkol fermantasyonu bitimi ham garap, GS: 6 ay sisede depolama sonunda geng sarap.
Results were given as mean=standard error. Different letters in the same row and the same column indicate that the wine samples are
statistically different for that feature (P=0.05). Lowercase letters are used in the row and uppercase letters are used in the columm. HS:
Wines at the end of the alcoholic fermentation, GS: Young wines at the end of 6 months of bottle storage.

Karalahna tziimlerinden spontan ve saf maya
fermantasyonu ile elde edilen kirmizi saraplarin
toplam monomerik antosiyanin miktarlari sirastyla
159.04 mg/L  ve 181.86 mg/L  olarak
bulunmustur. Benzer sekilde Ataol, (2012)
Karalahna tzimlerinden spontan fermantasyon
teknigi ile sarap tUretimi gerceklestirmis ve
fermantasyon sonunda ham sarapta toplam
monomerik antosiyanin miktarini 153.9 mg/L
olarak belirlemistir. Literatiirde Karalahna sarabi
antosiyaninleri ile ilgili baska bir calismaya
rastlanmamustir.  Diger yandan, vyerli Uzim
cesitlerimizden ~ Bogazkere ve  Okiizgozii
tztimlerinden elde edilen kirmizi saraplarin daha
yuksek toplam monomerik antosiyanin igerdikleri
(sirastyla  212-409 mg/L. ve 243-437 mg/L
araliginda) belirlenmistic  (Miran, 2018). Basta
lzim cesidi olmak Uzere bagcilik uygulamalari,
iklim kosullar1 ve sarap tretim tekniklerine baglt

olarak kirmizi garapta antosiyanin miktar1 ve
kompozisyonunun degisiklik gOsterdigi
bilinmektedir (He vd., 2012).

Fermantasyon teknigi karsilastirildiginda, ticari
maya fermantasyonu ile elde edilen kirmizt
saraplarin  toplam  monomerik  antosiyanin
miktarinin, spontan fermantasyonla iretilen
saraplara gOre istatistiksel acidan daha yiksek
oldugu saptanmustir. Diger yandan, ayni proje
kapsaminda Cabernet sauvignon tziimlerinden
benzer kosullarda kirmizi sarap Uretimi de
gerceklestirilmis ve ¢alisma sonucunda farklt
olarak spontan teknikle dretilen Cabernet
sauvignon saraplarinin ticari maya ile uretilen
saraplardan daha yiiksek TMA igerigine sahip
oldugu saptanmistir (Celebi Uzkug vd., 2022). Bu
durum spontan fermantasyonda faaliyet gésteren
maya suslarin farkliligindan
kaynaklanabilmektedir. Nitekim onceki
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calismamizda, Karalahna ve Cabernet sauvignon
tztmlerinin spontan fermantasyonunun ilerleyen
asamalarinda maya tilrlerinin  dagilimlarinin
farklilik gosterdigi saptanmistir (Celebi Uzkug vd.,
2020). Sarap uretiminde rol oynayan maya tir ve
suslar1 sarabin renk 6zelliklerini, fenolik profilini
ve antioksidan glcinl degistirebilmekte ve
olgunlasma siirecinde belirleyici rol alabilmektedir
(Caridi vd., 2004, 2021; Tlieva vd., 2017). Ornegin,
Martin-Goémez vd. (2021), spontan fermantasyon
ile elde edilen kirmizt saraplarin toplam fenolik
bilesik icerigi ve antioksidan aktivite yoniinden
daha  yiksek  degerlere  sahip  oldugunu
belitlemislerdir. Bununla bitlikte, arastiricilar saf
maya fermantasyonu ile tiretilen kirmizi saraplarin
renk yogunlugu ve antosiyanin
konsantrasyonlarinin ~ spontan  fermantasyona
gore daha yiiksek oldugunu saptamislardir.

Altt ay sisede olgunlagsma siireci sonunda
monomerik antosiyaninlerin her iki fermantasyon
teknigi ile dUretilen saraplarda yaklasik %70
diizeyinde azaldigi tespit edilmistir. Benzer sekilde
Cabernet sauvignon saraplarinin 6 ay depolanmasi
sonunda toplam monomerik antosiyaninlerdeki
kaybin spontan fermantasyonda %52, ticari maya
fermantasyonunda ise %60 oldugu belirlenmistir
(Gelebi Uzku¢ vd., 2022). Marquez vd. (2014),
Merlot, Syrah ve Tempranillo saraplarinin sisede
depolama stirecinde antosiyanin
kompozisyonunu arastirdiklart bir ¢alisgmada, 6 ay
sonunda monomerik antosiyaninlerde %80 ila
%90 arasinda azalma oldugunu saptamuglardur.
Garcia-Falcon vd. (2007) ise Mencia ve Brancellao
kirmizt  saraplarinda bir yil sisede depolama
asamasinda antosiyanin kaybini sirasiyla %72 ve
%85 olarak tespit etmislerdir. Depolama sirasinda
antosiyanin icerigindeki azalmalar, monomerik
bilesiklerin ~ kademeli olarak daha  kararlt
oligomerlere veya polimerlere dontismesinden
kaynaklanmaktadir (Monagas vd., 2000).

Ticari maya fermantasyonu ile elde edilen ham
saraplarin toplam fenolik madde miktar1 gallik asit
cinsinden 2852.4 mg/L, spontan fermantasyon ile
elde edilen ham saraplarin ise 2588.5 mg/L olarak
belirlenmistir. Diger yandan Aksoy (2010),
Karalahna saraplarinda toplam fenol
konsantrasyonunu daha yiiksek olarak (4285
mg/L) tespit etmisgtit. Saraplarin alt  aylik

olgunlasma sonucunda toplam fenolik madde
miktarinda ayni  fermantasyon teknigi icin
istatistiksel olarak bir farklilik tespit edilmemistir.
Ancak, ticari maya fermantasyon ile uretilen 6
aylik genc saraplarda fenolik madde miktart ham
saraba gore daha ylksek diizeyde bulunmustur.
Caridi vd. (2004) iki farklt S. cerevisiae susunun
sarabin toplam fenol iceriginde istatistiksel acidan
6nemli Ol¢ide farklibk  yarattgini  tespit
etmislerdir. Kullandiklar1 suglara gbre saraplarin
toplam polifenol miktarlari arasinda %23 fark
bulundugu belirtilmistir. Diger yandan, baska bir
calismada 4 farkli S. cerevisiae susunun toplam
polifenol indeksileri arasinda o6nemli bir fark
saptanmamistir (Vernhet vd., 2020).

Renk  yogunlugu, kirmizi sarapta rengin
doygunlugunun bir ifadesi olarak belitlenmekte
olup, Uzim c¢esidine gére bu deger 0.3-18
araliginda degismektedir (Ribéreau-Gayon vd.,
2006). Spontan fermantasyon yontemi ile elde
edilen Karalahna saraplarinin renk yogunlugu
degerleri 9.84, ticari fermantasyon yontemi ile elde
edilenlerin  ise  10.47 olarak belitlenmistir.
Saraplarin = renk  yogunlugu  degerlerinin
fermantasyon tekniginden etkilenmedigi, ancak
olgunlasma strecinde artis gosterdigi
saptanmistir. Bu durum, olgunlasma sirecinde,
antosiyaninler ile tanenlerin kondenzasyonu
sonucu stabil pigmentlerin  olusumu  ile
aciklanabilmektedir (Carew vd., 2013). Benzer
sckilde, Garde-Cerdan vd. (2022) Tempranillo
tzimlerinden farklt S. cerevisiae suslart ile tretilen
saraplarin depolama siiresince (6-9 ay) renk
yogunlugu  degerlerinin  artts  gOsterdigini
belirlemislerdir. Renk ise, saraplarda
olgunlasma veya oksidasyon gostergesi olarak
yararlanilan bir kavramdir. Karalahna saraplarinin
renk tonu degerleri incelendiginde, fermantasyon
teknigine gore saraplarin renk tonu degetlerinin
degismedigi, ancak 6 aylik olgunlasma sonunda
Ozellikle spontan fermantasyonla elde edilen
saraplarda renk tonu degerlerinin artis gosterdigi
saptanmistir. Bu beklenen bir sonuctur; ¢lnki
depolama siirecinde saraptaki antosiyaninlerin
daha kompleks ve stabil pigmentler olusturmak
tzere kondenzasyona ugradigi veya oksidasyon
sonucu degrade oldugu bilinmektedir (Morata vd.,
2016).

tonu
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Karalahna Saraplarinin Antosiyanin Dagilimi1
ve Miktar1

Karalahna saraplarinda malvidin-3-glikozit (mv-3-
glu), peonidin-3-glikozit (pn-3-glu), delfinidin-3-
glikozit (dp-3-glu) ve siyanidin-3-glikozit (cy-3-
glu) olmak tizere dort adet antosiyanin belirlenmis

olup, saraplarin antosiyanin dagilimina iliskin elde
edilen sonuglar Cizelge 3’te verilmistir. Ticari
maya ile tretilen Karalahna sarabinin antosiyanin
dagilimina ait bir kromatogram (520 nm) ise Sekil
1’de goralmektedir.

Cizelge 3. Karalahna garaplarinin antosiyanin dagilimi ve konsantrasyonlari (mg/L)
Table 3. Distributions and concentrations of anthocyanins of Karalahna wines (mg/L)

Ozellik

Sarap Ornekleri

Spontan Fermantasyon

Ticari Maya Fermantasyonu

Properties Wine samples Spontaneous fermentation Commercial yeast fermentation
H 6.38%0.45 9.77£0.51bA
Dp-3-glu 3
GS 1.14£0.0328 1.38£0.05v8
HS 3.05£0.1922 4.81%0.265
Cy-3-glu
GS 0.71£0.0328 0.8710.04>8
HS 20.9211.482A 32.00%1.83bA
Peo-3-glu
GS 3.23%0.128 4.03£0.19v8
HS 54.97£2.96:A 74.5512.90pA
Mv-3-glu
GS 23.0910.19+8 24.3910.348

Sonuglar, ortalamaZ*standart hata olarak verilmigtir. Aynt satir ve siitundaki farkli harfler o 6zellik igin sarap
orneklerinin istatistiksel olarak farklt oldugunu gostermektedir (P<0.05). Satirda kiiciik harfler, siitunda biyik
harfler kullanilmistir. HS: Alkol fermantasyonu bitimi ham sarap, GS: 6 ay sisede depolama sonunda genc sarap.
Results were given as mean=Lstandard error. Different letters in the same row and the same column indicate that the wine samples are
statistically different for that feature (P=0.05). Lowercase letters are used in the row and uppercase letters are used in the column. HS:
Wines at the end of the alcoholic fermentation, GS: Young wines at the end of 6 months of bottle storage.

m

w 5%20nm,4nm (1.00)

Sekil 1. Karalahna sarabinin antosiyanin dagilimi, 520 nm (GS-Ticari maya inokiile edilen 6rnek)
Figure 1. Anthocyanin distribution of Karalabna wine, 520 nm (GS-Commercial yeast inoculated sample)
1: dp-3-glu, 2: cy-3-glu, 3: peo-3-glu 4: mv-3-glu
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Elde edilen sonuglara gére Karalahna saraplarinda
en ylksek konsantrasyona sahip olan antosiyanin
malvidin-3-glikozit olarak belirflenmistir. Mv-3-
glw’in Uzim ve saraplarda hakim antosiyanin
bilesigi oldugu bilinmektedir (Lingua vd., 2016).
Mv-3-glu miktar1 spontan ham saraplarda 54.97
mg/L, ticari ham garaplarda ise 74.55 mg/L olarak
belitlenmis ve aralarindaki farklilik istatistiksel
acidan 6nemli bulunmustur. Mv-3-glu miktatinin
saf maya fermantasyonu ile elde edilen Cabernet
sauvignon saraplarinda da yakin degerlerde (72.93
mg/L) oldugu saptanmistir (Celebi Uzkug vd.,
2022). Diger yandan, bahsedilen aragtirmada,
spontan fermantasyonla elde edilen Cabernet
sauvignon kirmizt saraplarinin TMA ve mv-3-glu
miktarlar1 ticari maya fermantasyonuna gore
istatistiksel acidan daha yiksektir. Farkli Giztim
cesitlerinden ticari maya ile elde edilen kirmizt
saraplarin antosiyanin kompozisyonlart birbirine
olduke¢a benzer bulunurken, spontan
fermantasyon ile elde edilenlerin degiskenlik
gosterdigi  anlastlmaktadir. Bu sonugtan yola
ctkarak, spontan fermantasyonda faaliyet gésteren
maya florasinin antosiyanin profili iizerinde
6nemli olabilecegi goriilmektedir. Farkli maya tir
ve suslarinin hiicre duvar yapilarina baglt olarak,
antosiyanin  adsorpsiyonunda  da  farkhihk
gosterdikleri bilinmektedir. Morata vd. (2010),
farklt mayalarla gerceklestirdikleri bir ¢alismada
mayalarin  antosiyaninleri  adsorbe  etme
yeteneklerinin ortalama %9.4 ila %11.9 arasinda
degistigini belirlemislerdir.

Sisede 6 aylik olgunlasma sonunda spontan
fermantasyonla  elde  edilen  Karalahna
saraplarinda mv-3-glu miktarinda %57.9; ticari
fermantasyonla tretilenlerde ise %67.3 oraninda
azalma oldugu saptanmustir. Marquez vd. (2014),
Merlot, Syrah ve Tempranillo saraplarinda mv-3-
glu konsantrasyonunun siseleme Oncesi 75-80
mg/L araliginda iken; 6 ay depolama sonunda
%85-92 oraninda azaldigini ortaya koymuslardir.
Alkol fermantasyonunun bitiminde peo-3-glu
konsantrasyonu  spontan ve ticari maya
fermantasyonu ile elde edilen Karalahna
saraplarinda sirastyla 20.92 mg/L ve 32.0 mg/L
seviyelerinde iken, 6 ay sisede olgunlagsma
sonunda peo-3-glu konsantrasyonunun %84-87
dizeyinde azaldigt  belitlenmistit.  Cy-3-glu

konsantrasyonu ise spontan ve ticari maya
fermantasyonu ile Gretilen saraplarda sirastyla 3.05
ve 4.81 mg/L olarak tespit edilmis ve depolama
sonucunda %76-81 oraninda kayba ugramustir.
Dp-3-glu konsantrasyonu spontan ve ticari
saraplarda 6.38 ve 9.77 mg/L iken, depolama ile
%82-85 diizeyinde azalma gostermistir. Geng
kirmizi  saraplarda  bulunan  monomerik
antosiyaninler ~ olgunlasma  ve  depolama
stireglerinde daha stabil polimerik bilesiklere
donustiklerinden  (Guadalupe ve  Ayestaran,
2008), kirmizi saraplarda gerceklesen antosiyanin
kayiplart beklenen bir durumdur. Depolamaya
baglt olarak antosiyaninlerde meydana gelen
azalma  duzeyleri literatiirdeki  ¢alismalarla
uyumludur (Garcfa-Faleon vd., 2007; Marquez
vd., 2014).

Karalahna Saraplarmin  Fenolik Madde
Dagilimi ve Miktar1

Spontan  fermantasyon = ve  ticari  maya
fermantasyonu olmak tizere iki ayrt yontemle
uretilen Karalahna saraplarinin renksiz fenolik
madde dagimi ve miktarlant  Cizelge 4’te
verilmistir. Saraplarda gallik asit, (+) katesin,
kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit olmak
tizere 5 adet fenolik bilesen tespit edilmistir.

Saraplarin fenolik madde dagilimi incelendiginde,
tanimlanan renksiz fenolik maddelerin biytik
bolimunt gallik asit ve (+) katesinin olusturdugu
gorilmektedir. Fenolik bilesiklerin, uygulanan
fermantasyon teknigine gére (spontan-ticari)
istatistiksel olarak farklilik gosterdigi saptanmistir.
Genel olarak, Cizelge 4’te verilen fenolik bilesikler
igin, ticari maya fermantasyonu ile tretilen
saraplarda fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlarinin spontan teknige gore daha
yiksek oldugu belitlenmistir. Alkol
fermantasyonu bitiminde gallik asit miktar
spontan ve ticari fermantasyonla iretilen
saraplarda sirastyla 102.98 ve 122.00 mg/L olarak
tespit  edilmistir.  Benzer  sekilde,  ayn1
fermantasyon kosullarinda retilen Cabernet
sauvignon saraplarinda da gallik asit miktarlar
ticari maya fermantasyonu ile Gretilen saraplarda
spontan fermantasyon saraplarina kiyasla daha
yiksek diizeyde bulunmus, ancak degerler daha
dusuk seviyelerde (sirastyla 40.0 mg/L ve 33.6
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mg/L) kalmistir (Celebi Uzkug vd., 2022). Ataol
(2012) tarafindan Karalahna saraplarinda gallik
asit miktari ise fermantasyon bitiminde 75 mg/L
dizeyinde bulunmugtur. Cizelge 4’te gbruldigi
tzere, Karalahna saraplarinda gallik  asit
konsantrasyonu spontan fermantasyonda %86,
ticari maya fermantasyonunda ise %75 diizeyinde
artty gostermistir. Baska bir arastirmada da
Karalahna sarab1 iretiminde, gallik asit miktarinin
fermantasyon bitiminden birinci aktarmaya kadar
gecen stirecte %12.3 dizeyinde artis gosterdigi
belirlenmistir (Ataol, 2012). Fenolik asitlerin

depolama veya olgunlasma boyunca artisi,
antosiyaninlerin degradasyonundan
kaynaklanabilmektedir. Ozellikle kumaril

antosiyaninlerinin degradasyonu, kumarik asidin
artis1 ile iligkilendirilmektir (Garcfa-Falcon vd.,
2007). Antosiyanin molekilindeki sekerlere;
ferulik asit, p-kumarik asit, kafeik asit veya sinapik
asitler ile p-hidroksibenzoik, malonik veya asetik
asitlerin baglanmastyla acil tiirevleri meydana
gelmektedir.  Bu  acillenme  antosiyanin
molekilinin  stabilitesini  artirmaktadir  (Rein,
2005).

Cizelge 4. Karalahna saraplarinin fenolik bilesen dagilimlari ve konsantrasyonlari (mg/L)
Table 4. Distributions and concentrations of phenolics of Karalahna wines (mg/L)

Ticari Maya
Ozellik Sarap Srnekleri Spontan Fermantasyon Fermantasyonu
Properties Wine samples Spontaneous fermentation Commercial yeast

[fermentation
Gallik asit HS 102.98£7.2924 122.00£6.212A
Gallic acid GS 191.88+4.2068 213.61+5.13v8
(+) Katesin HS 200.89114.032A 242.73113.23bA
(+) Catechin GS 156.04£3.4028 179.73£3.19v8
Kafeik asit HS 12.28+0.25 13.06£0.3022
Caffeic acid GS 15.50£0.15#8 16.18£0.388
p-Kumarik asit HS 8.10£0.062* 8.76X0.1154
p-Coumaric acid GS 10.05£0.1228 11.01£0.18vB
Ferulik asit HS 12.81£0.23A 14.04£0.33pA
Ferulic acid GS 14.96£0.11=8 15.48£0.17b8

Sonuglar, ortalama*tstandart hata olarak verilmistir. Ayni satir ve sttundaki farkli harfler o 6zellik icin sarap
orneklerinin istatistiksel olarak farklt oldugunu gostermektedir (P<0.05). Satirda kictk harfler, siitunda biytk
harfler kullanilmistir. HS: Alkol fermantasyonu bitimi ham sarap, GS: 6 ay sisede depolama sonunda geng sarap.
Results were given as mean=Lstandard ervor. Different letters in the same row and the same column indicate that the wine samples are
statistically different for that feature (P=0.05). Lowercase letters are used in the row and uppercase letters are used in the column. HS:
Wines at the end of the alcoholic fermentation, GS: Young wines at the end of 6 months of bottle storage.

(+) Katesin konsantrasyonunun da ticari maya
fermantasyonu ile tretilen Karalahna saraplarinda
istatistiksel ~ olarak  daha  yiiksek  oldugu
belirlenmistir. Alkol fermantasyonu sonunda
ticari Karalahna sarabinin (+) katesin miktarinin,
spontan fermantasyonla elde edilene gére %20
daha fazla oldugu saptanmistir. Diger yandan,
gallik  asitten farkhh olarak (+) katesin
konsantrasyonunun 6 ay depolama sonunda
kayba ugradigt saptanmustir. Kayip diizeyleri

spontan fermantasyonla Uretilen saraplarda %022,
ticari maya fermantasyonuyla dretilenlerde ise
%26 olarak belirlenmistir. Fermantasyon teknigi,
kafeik asit konsantrasyonu acisindan istatistiksel
bir farka sebep olmamisur. Ancak, spontan ve
ticari maya fermantasyonu ile dretilen kirmizt
saraplarda 6 ay depolama sonunda kafeik asit
miktart sirastyla %26 ve %24 dizeyinde artis
gostermistir. Benzer sekilde, Garcfa-Falcon vd.
(2007) tarafindan, ticati saf . cerevisiae susu ile
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dretilen ~ Mencfa  saraplarimin malolaktik
fermantasyondan itibaren bir yil olgunlagsma
sonunda trans-kafeik asit konsantrasyonunda
kademeli bir artis oldugu tespit edilmistir.

Karalahna saraplariniin -~ p-kumarik  asit
konsantrasyonlart ise 8.10-11.01 mg/L araliginda
degismekte olup, ticari maya fermantasyonu ile
elde edilen 6rneklerde istatistiksel olarak daha
yitksek degerler bulunmustur. Bununla beraber,
geng saraplarin p-kumarik asit
konsantrasyonlarinin ham saraplara gbre daha
yiksek oldugu ve 6 aylik depolama sonunda
spontan ve ticari maya fermantasyonuyla tretilen
saraplarin  kafeik asit konsantrasyonlarinda
sirastyla %024 ve %26 oraninda artty meydana
geldigi saptanmustir. Porgali ve Buyiiktuncel
(2012) farkl tzim cesitlerinden dretilen yerli
kirmizi saraplarda p-kumarik asit miktarinin 1.22
ile 8.24 mg/L arasinda degistigini belirlemislerdir.
Sarap orneklerinin ferulik asit miktart ise 12.81-
15.48 mg/L arasinda degismektedir. Ticari maya
fermantasyonu ile dretilen garaplarda ferulik asit
miktari, spontan fermantasyona gére daha yitksek
konsantrasyonda bulunmustur. Diger yandan,
Ataol (2012) Karalahna kirmizi saraplarinda
ferulik  asit  miktanmin  daha  yiksek
konsantrasyonda (44  mg/L)  oldugunu
belirlemistir. Bu farklilik, Gziimlerin yetistigi
bélge, bagcilik uygulamalart ve sarap tretim
tekniklerinden kaynaklanabilmektedir. Depolama
ile birlikte saraplarin ferulik asit
konsantrasyonlarinin ~ da  artis  gOsterdigi
saptanmustir.  Altt  aylk depolama sonunda
spontan ve ticari maya fermantasyonuyla tretilen
saraplarin ferulik asit iceriklerinde strastyla %17 ve
%10  duizeylerinde artis meydana  geldigi
belirlenmistir. ~ Gorildigi  gibi  Karalahna
saraplarimin 6 ay sireyle sisede depolanmasi
sonunda saraplarin katesin iceriginde azalma
meydana gelirken; gallik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit ve ferulik asit miktarlarinda farkl
dizeylerde artis meydana gelmistir. Saraplarin
fenolik asit iceriklerinde meydana gelen bu artisin,
maruz kalmnan sicaklik-stire ve SO. igerigi gibi

faktorlerin  etkisiyle gerceklesen antosiyanin
degradasyonundan kaynaklandigt
dusintlmektedir.  Nitekim  literatirde  de,

antosiyaninlerin degradasyon tiriinleri olarak gallik

asit, proto-katesik asit, vanillik asit, sirinjik asit ve
p-kumarik asit gibi fenolik asitlerin belirlendigi
calismalar bulunmaktadir (Fleschhut ve atk.,
2006; Kay ve ark., 2009).

Sonug olarak; Karalahna tziimlerinden kirmizi
sarap Uretiminde fermantasyon teknigi ve
depolama siireci saraplarin antosiyanin ve fenolik
komposizyonu Ulzerinde etkili bulunmustur.
Ticari S. cerevisiae susunun inokilasyonu ile
uretilen saraplarda toplam ve bireysel fenolik
bilesiklerin miktarinin daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Altt aylik depolama siirecinde ise
olgunlasma ile birlikte saraplarin  toplam
monomerik ve bireysel antosiyaninlerinin 6nemli
diizeyde azaldigi, buna karsiik (+) katesin
disindaki bireysel fenoliklerin farkli diizeylerde
artts gosterdigi belirlenmistir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar makalenin herhangi bir kurum, kurulus,
kisi ile mali ¢tkar catigmast ve yazarlar arasinda
ctkar catismasi olmadigini bildirmektedir.

YAZARLARIN KATKISI

Burcu Sisli, Nesrin Merve Celebi Uzkug, Asl
Bayhan ve Aysegil Kirca Toklucu aragtirma
faaliyetlerinin planlanma asamast, uygulanmast ve
yurttilmesi ile sonug verilerinin degerlendirilerek
makalenin yaziminda gorev almislardir.

TESEKKUR

Bu calisma, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma  Kurumu (TUBITAK) tarafindan
desteklenen proje (114 O 431) sonuglarinin bir
bélimunden olugmaktadir. Calismamizin
gerceklesmesinde tesis imkami saglayan Vinero
Bagcilik  (Eceabat, Canakkale) ile Karalahna
tziimlerini temin ettigimiz Talay Sarapcilik
(Bozcaada, Canakkale)’a destekleri icin tesekkiir
ederiz. HPLC analizlerinin gergeklestirilmesinde,
destekleri icin  Canakkale Onsekiz ~ Mart
Universitesi Cevre Sorunlart Arastirma  ve
Uygulama Merkezi (CEVSAM)’ne tesekkiir
ederiz.
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Metabolik, fizyolojik ve immiinolojik siiregleri etkileyen, mikroorganizmalar tarafindan temsil edilen bagirsak
mikrobiyotasinin bilesiminde uzun vadeli beslenme aliskanliklart buyiik 6nem tagtmaktadir. Beslenme ile
baglantili olan mikrobiyota igin probiyotiklerin ve prebiyotiklerin kullanimi oldukga popiilerdir. Gida
sektoriinlin genislemesine 6nemli lctiide katkida bulunan probiyotiklerin canlt mikroorganizma icermesi
endistriyel islemlerde ve depolamada sorunlara sebep olabilmektedir. Son yillarda, probiyotik ve
prebiyotiklere ek olarak, probiyotik ve prebiyotiklerin kombinasyon halinde kullamldigr simbiyotikler;
mikroorganizmalar tarafindan salgilanan metabolik yan trtanler olan postbiyotikler ve cansiz mikrobiyel
hiicreler olan paraprobiyotikler oldukea ilgi g6rmeye baslamistir. Bu ¢alismada, simbiyotikler, postbiyotikler
ve paraprobiyotiklerin islevleri, sagliga etkileri ve gida sektriindeki kullanim alanlart hakkinda literatiir
taramast yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Fonksiyonel gida, paraprobiyotik, postbiyotik, prebiyotik, probiyotik, simbiyotik

SYMBIOTICS, POSTBIOTICS, AND PARAPROBIOTICS IN THE FOOD
INDUSTRY

ABSTRACT

Long-term dietary habits are of great importance in the composition of the intestinal microbiota,
which is represented by microorganisms that affect metabolic, physiological and immunological
processes. The use of probiotics and prebiotics for the microbiota associated with nutrition is very
popular. The fact that probiotics contain live microorganisms, which contribute significantly to the
expansion of the food sector, can cause problems in industrial processes and storage. In recent years,
in addition to probiotics and prebiotics, symbiotics in which probiotics and prebiotics are used in
combination; postbiotics, which are metabolic by-products secreted by microorganisms, and
paraprobiotics, which are non-living microbial cells, have started to attract a lot of attention. In the
study, a literature review was conducted on the functions, health effects and uses of symbiotics,
postbiotics and paraprobiotics in the food industry.

Keywords: Functional food, paraprobiotic, postbiotic, prebiotic, probiotic, symbiotic
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GIRIS
Bagirsak  mikrobiyotasy,  mikroorganizmalar
tarafindan temsil edilen dinamik bir topluluktur
(Gonzilez vd., 2019; 1smailoglu ve Yilmaz, 2019).
Ayni  zamanda, metabolik, imminolojik ve
tizyolojik stirecleri iceren fonksiyonlara sahiptir
(Celik ve Ayyildiz, 2022; Ferreira vd., 2022).
Sagliklt bir bireyin bagirsak mikrobiyotast esas
olarak Bacteroidetes ve Firmicutes bakterilerinden
olugsmaktadir (Gonzalez vd., 2019; Bélikbas ve
Vatansever, 2022). Insan viicudundaki sistemler,
islevler ve dongiiler mikrobiyota ile simbiyotik bir
iliskiye sahiptir (Ferreira vd., 2022). Her bireyin
mikrobiyotasinda, farkli  oranlarda  bakteri
bulunmaktadir (Gonzéilez vd., 2019; Celik ve
Ayyildiz, 2022). Mikrobiyotanin bozulmast saghk-
hastalik stirecini 6nemli 6lctide etkilemektedir
(Tilg vd., 2018; Gonzilez vd., 2019). Bagirsak
mikrobiyotasinin bilesiminde ve
gliclendirilmesinde vadeli  beslenme

aliskanliklar biiyik 6neme sahiptir (Gonzalez vd.,
2019; Tokay vd., 2022).

uzun

Beslenme-saglik  acisindan  6nemli  olan
mikrobiyota i¢in probiyotikler ve prebiyotikler
oldukea popiiler hale gelmistir (Cunningham vd.,
2021).  Probiyotikler, Gida  ve  Tarm
Orgiitii/Diinya Saglik Orgiiti’ne (FAO/WHO)
gore, “yeterli miktarda uygulandiginda konakgtya
saglk yarart saglayan canli mikroorganizmalarin

mono  veya  karistk  kiltiirleri”  olarak
tanimlanmuistir  (FAO/WHO, 2002). Yeterli
probiyotik miktar1 {lkelere gére  degisiklik
gosterse  de, toplamda  108-10° KOB/g

probiyotikten az olmamalidir (Rad vd., 2012).
Yeterli probiyotik miktar, Amerika’da 108
KOB/g iken Kanada’da porsiyon bagina 10°
KOB olacak sekilde standartlar gelistirilmistir (De
Vuyst, 2000; Champagne vd., 2011). Ek olarak,
“iyi bakteri” olarak da adlandirilan probiyotikler,
bagirsak mikrobiyotasint gelistirmekte ve faydalt
etkilerinden dolayt gida  takviyesi olarak
kullanilabilmektedir (Sekhon ve Jairath, 2010).
Yaygin olarak kullanilan probiyotik
mikroorganizmalar arasinda, Lactobacillus titleri,
Bifidobacterium  turleri,  Saccharomyces  titleri,
Streptococeus titleri ve Enterococcus gibi bakteriler yer
almaktadir (Ismailoglu ve Yilmaz, 2019; Saad vd.,
2013). Bifidobakteriler olarak da bilinen laktik asit

bakterileri, faydalt 6zelliklerinden dolay, 6zellikle
fermente gidalarda ve sit urinlerinde yaygin
olarak kullanilan probiyotik tiridir (Peng vd.,
2020). Fonksiyonel gidalar kategorisinde de yer
alan probiyotikler, antidiyabetik, antikanserojenik,
hipotansif, hipokolesterolemik etkilere sahiptir
(Ghoneum ve Gimzewski, 2014; Liang vd., 2020;
Won vd., 2021). Ek olarak, ishale karst da etkinlik
gostermektedirler (Rad vd., 2012; Damian vd.,
2022; Madrigal-Matute ve Escandell, 2022).

Prebiyotikler ise, FAO/WHO?ya gore, “sinirht
sayida yerli bakterinin uygun biylimesini veya
aktivitesini segici olarak uyararak konaket
lzerinde faydali bir fizyolojik etki saglayan
sinditilemeyen maddeler” seklinde tanimlanmistir
(Sekhon ve Jairath, 2010). Ayni zamanda
prebiyotikler, konak¢inin  mikroorganizmalari
tarafindan segici olarak kullanilan, gastrointestinal
mikrobiyotada degisikliklere neden olan ve sagliga
fayda saglayan sindirilemeyen gida bilesenleri
olarak tanimlanmaktadir (Sekhon ve Jairath, 2010;
Saad vd., 2013; Alves-Santos vd., 2020; Abdi ve
Joye, 2021). Inilin, galaktooligosakkaritler,
fruktooligosakkaritler gibi direncli oligosakkaritler
ve bazt diyet lifleri, yaygin olarak kullanilan
prebiyotikler arasinda yer almaktadir (Zaman ve
Sarbini, 2016;  Alves-Santos  vd., 2020).
Prebiyotikler, sindirim enzimlerine karst direng
gostermekte ve bagirsak mikrobiyotast tarafindan
fermente edilerek kullanilmaktadir (Sekhon ve
Jairath, 2010; Zaman ve Sarbini, 2016).
Prebiyotikler, yerli ve yararh bakterilerden olan
Lactobacillus  ve  Bifidobacterinniun  gelisimini
desteklemekte; daha sonra ise konakel icin kisa
zincirli yag asitleri gibi metabolitler Ureterek
fonksiyonel olarak kabul edilmektedir (Zaman ve
Sarbini, 2016; Galyon ve Varlik, 2021). Bagirsak
sagligina fayda saglamasinin yami sira, kanserin
olusum riskinin azaltlmasinda, kabizlik ve
obezitenin 6nlenmesinde, bagisiklik sisteminin
desteklenmesinde de etkilidirler. Ek olarak, kemik
sagligina da fayda saglamaktadirlar (Rolim, 2015;
Alves-Santos vd., 2020; Li vd., 2021).

Bagirsak mikrobiyotasina ve insan sagligina
faydalar1  oldugu  bilinen  probiyotik  ve
prebiyotiklere ek olarak, son yillarda biyotikler
ailesinden olan simbiyotikler, postbiyotikler ve
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paraprobiyotikler — olduk¢a ilgi  gbérmektedir
(Nataraj vd., 2020; Sak ve Soykut, 2021). Bu
detleme calismasinda, simbiyotiklerin,
postbiyotiklerin ve pataprobiyotiklerin tanimi,
islevleri, saghga etkileri ve gida sektérindeki
kullanim alanlari hakkinda yapilan arastirmalar
detlenmistir.

SIMBIYOTIKLER

Simbiyotikler ve Saghga Etkileri

“Konaketya saglik acisindan fayda saglayan canli
mikroorganizmalar ve konaket
mikroorganizmalar  tarafindan  segici  olarak
kullandlan  substratlardan  olusan  karisim”
simbiyotikler olarak adlandiridmaktadir (Zepeda-
Hernandez  vd., 2021). Ayni  zamanda
simbiyotikler, insan viicuduna ve bagirsak
saghgimna  faydali olan  probiyotikler — ve
prebiyotiklerin ~ sinerjik  iliskide oldugu  bir
kombinasyon olarak da bilinmektedir (Mohanty
vd., 2018; Bondar, 2021; Miarons vd., 2021).
Simbiyotik bir driin, sagliga faydali bakterilerin
¢ogalmasint ve canlt mikrobiyel gida takviyelerinin
gastrointestinal ~ sistemde  hayatta  kalmasini
desteklemektedir (Pandey vd., 2015; Markowiak
ve Slizewska, 2017). Probiyotikler, ince ve kalin
bagirsakta aktiftirler. Prebiyotikler ise kalin
bagirsakta probiyotiklerin  biiylimesine  katkt
saglamaktadirlar (Markowiak ve Slizewska, 2017;
Mohanty vd., 2018).

Simbiyotik formulasyonlarda Lactobacills,
Saccharomyces bonlardii, Bifidobacteria spp., Bacillus
coagulans vb., probiyotik suslar olarak kullanilirken;
fruktooligosakkaritler (FOS),
ksiloseoligosakkaritler XOS),
galaktooligosakkaritler (GOS) vb. ise prebiyotik
olarak kullanimaktadir (Pandey vd., 2015;
Martyniak vd., 2021; Figueiredo ve Oliva-Neto,
2022). Prebiyotikler bakimindan zengin olan
gidalarin fermente olmastyla probiyotik icerikleri
zenginlesmektedir (Celtik vd., 2022).
Prebiyotiklerin, probiyotikler ve mikrobiyota
tarafindan fermente edilmesinden sonra, asetat,
biitirat ve propiyonat gibi kisa zincirli yag
asitlerinde artis meydana gelmektedir (Zepeda-
Hernandez vd., 2021). Fermente gidalara ek
olarak bal ve anne sutii dogal olarak simbiyotik
Ozellik gosteren gidalar arasinda yer almaktadur.
Raf 6mrii boyunca simbiyotik 6zellikteki gidalar,

yaklastk 104109 KOB/g canlt probiyotik bakteti
icermekteditler (Celtik vd., 2022). Ek olarak, SDM
Gida  Simbiotics  (Bifidobacterinm — longum,
Lactobacillus rbammosus ve intlin igeren), Ageflor
(Lactobacillus acidophilus, L. rbamnosus ve iniilin
iceren), ARE Pharma Synbiotic (L. acidophilus, B.
longum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus paracasei, Streptococcus thermophilus ve
intllin igeren), Probien (L. acidophilus, B. longum,
Bifidobacterium  bifidum, Bifidobacterinm infantis, 1.
rhamnosus, L. bulgaricus, L. paracasei, Lactobacillus
brevis, L. reuteri,  S.thermophilus,  Lactobacillus
plantarnm ve intllin iceren) gibi markalara ait ticari
olarak satilan simbiyotiklerin kullanimi da giin
gectikce artmaktadir.

Sagliga faydali etkileri bulunan simbiyotik
gidalarin tiketilmesiyle birlikte artan Lactobacillus
ve Bifidobacterium sayilari ile dengeli bagirsak
mikrobiyotast  olusturulur  (Markowiak  ve
Slizewska, 2017; Mohanty vd., 2018). Ek olarak,
siroz hastalarinin  karaciger fonksiyonlarinin
iyilesmesine katki saglamaktadir (Pandey vd.,
2015). Simbiyotik gidalarin, kanserden koruyucu,
ishal ve kabizlik gibi bagirsak problemlerini
diizenleyici, hipertansiyonu ve LDL (disik
yogunluklu lipoprotein) kolesterolii dusiiriici,
bagsikligt dengeleyici ve obeziteyi 6nleyici etkileri
de bulunmaktadir (Celtik vd., 2022; Crovesy vd.,
2021). Sugawara vd. (2000) tarafindan yapilan
calismada, cerrahi operasyon geciren hastalarin
hastane enfeksiyonlarina karst oral simbiyotik
(Lactobacillus  casei, Bifidobacterinm breve ve GOS
iceren) uygulamasinin ~ bagirsak  bariyer
fonksiyonu, sistemik inflamatuar yanitlar ve
immin yamtlar tzerindeki etkisi aragtirilmigtir.
Simbiyotik  tedaviden  sonra  enfeksiy6z
komplikasyonlarin (karin igi apse vb.) azaldig
belirtilmistir.

Simbiyotiklerin Gida Sektoriinde Kullanimi
Safdari vd. (2021) yapuklari calismada, deve

sutinden  hazirlanan  simbiyotik  yogurdun
kimyasal ve reolojik 6zelliklerini incelemislerdir.
Prebiyotik  bilegikler  olarak  oligosakkarit,

polisakkarit ve lignin iceren muz lifi ve muz
kabugu lifi kullanilirken; probiyotik olarak L. casei
ve Lactobacillus gasseri kullandmistr. Deve sttiine,
etanol ile ekstrakte edilen muz lifleri %0, %0.2,
%0.5 ve %1 konsantrasyonlarinda eklenmis ve
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homojenize edildikten sonra 95 °C'de 5 dakika

boyunca 1sil

islem uygulanmustir.

Ardindan

yogurda starter bakteri ve probiyotikler eklenmis,
yogurdun pH’t Gustaw vd. (2011) tarafindan

edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, artan lif
pH, yuzey
gerilimi, lezzet ve renk 6zelliklerini 6nemli 6lgiide
azaltugi, viskoziteyi, doku kabuliini ve hayatta

miktarinin  sinerezis, hidrasyon,

yapilan ¢alisma referans alinarak 4.4-4.7 araliginda ~ kalan  probiyotiklerin =~ sayistu  arttirdigi
olana kadar 42 oC'deki inkiibatérde fermente — gOrilmistiir.
Cizelge 1. Simbiyotiklerin gida sektdriinde kullanildigs calismalar
Simbiyotik  Uriin  ile
g:oegir;gtliﬁerKuﬂamliz Calismanin Amact Galismanin Sonucu Referans
Prebiyotikler
Simbiyotik ckmek | Farkli siirelerde (2-56 giin) | Yapilan analizler sonucunda, inilin | (Majzoobi
tretiminde, probiyotik | depolanan dondurulmamis | ilavesiyle hamurun yumusakligi ve | vd., 2019)
olarak  GanedenBC30 | ve dondurulmus hamurdan, | su emme kapasitesinin azaldig
(B. coagutans GBI-30), | iki farkli simbiyotik ekmek | gorilmistir. Ancak indlin,
prebiyotik  olarak ise | dretmek amaglanmistir. | ekmegin  depolanmast  sirasinda
intlin kullanilmistir. Dondurulmamis  hamurda | gerceklesen nem kaybini ve ekmek
%0, %2.5, %5 ve %7.5 | hacmini azaltmis, kabuk rengini
oranlarinda, dondurulmus | koyulastrmis ve kirinti sertligini
hamurdan  elde  edilen | arttrmustir. 56 ginlik depolama
ckmekte ise %5 inilin | siiresinde ckmegin nem igerigi
kullanilmistir. degismemis, hacmi azalmis ve
sertligi artmustir. Dondurulmamis
hamurdan  retilen ekmeklerde
sirastyla 7.45, 6.45 ve 7.43 log
KOB/g olacak sekilde, kabul
edilebilir diizeyde probiyotik varligt
gbzlemlenmistir.
Simbiyotik  bir tatli | Yam piiresi ve Uba mango | Gelistirilen tatll formulasyonlart, | (de
gelistirmeyi amaglayan | posast kullanarak simbiyotik | psédoplastik SIv1 davranist | Almeida
calismada, probiyotik | bir tath gelistirmeyi | gdstermis ve mikroorganizmalarin | Costa vd.,
olarak L.  plantarnm, | amaglayan calismada 1:1 | gelismesine katki saglamistir. Elde | 2020)
prebiyotik olarak ise | oranda yam piresi ve Ubd | edilen  trlnin  tatmin  edici
polidekstroz, inillin ve | mango  posast  iceren | miktarlarda  askorbik asit (C
FOS iceren toz lif | hamura, L. plantarnm | vitamini), diyet lifi ve B-karoten
karigimt kullandmustir. | eklenmis ve 37°C'de 24 saat | icerdigi  belirtilmistir.  3-karoten
inkiibe edilmistir. Daha | icerigi 100 g numunede 4 mg

sonra, 100 gram tatlt basina
2.5 gram diyet lifi olacak
sekilde polidekstroz, intlin
ve FOS iceren toz lif
karisimi  ilave  edilmistir.
Kontrol tatlist (CD), lifli
(DF), probiyotikli (DP),
probiyotikli ve lifli (DPF)
olan tath formilasyonlart 5
°C'de 16 gin boyunca
depolanmustir.

civarlarinda, toplam diyet lifi ise 100
g DPFde 852 g, DP’de 653 ¢
olarak belirlenmigtir. Tathlardaki L.
plantarnm sayisiun  gastrointestinal
kosullarda bile 8 log KOB/gin

tizerinde oldugu gorilmistir.
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Segura-Badilla vd. (2020) tarafindan yapilan
calismada, simbiyotik  6zellikte  fonksiyonel
hindistan cevizi suyu gelistirilmistir. Prebiyotik
olarak ¢Oziinir lif kaynagi indlin, probiyotik
olarak ise L. rhamnosus SP1 kullanilmistir. Farkls lif
ve probiyotik konsantrasyonlar: gelistirilmis ve
MRS stvi besiyerinde probiyotiklerin biliylimesi
gozlemlenmistir. pH  ve hedonik  dlcek
kullanilarak yapilan duyusal analiz sonuclarina
gore degerlendirmesi yapian hindistan cevizi
suyu, 8 saat fermente edilmis ve 14 giin boyunca
buzdolabinda depolanmugtir. Yapilan analizler
sonucunda, gelistirilen icecegin pHt 3.48 iken
probiyotik miktar1 82 x 108 KOB/ml olarak
belitlenmistir. 1. rbamnosustan, probiyotik olarak
kabul edilmesi gerecken minimum duzeyin
tzerinde oldugu belirtilmistir. Ancak, triindeki
enzimatik aktivitelerden dolay1 olusan istenmeyen
doku, tat ve kokunun 1.5 °C'de 15 ginlik
depolamadan sonra olusabilecegi ve bu durumun
tiketici memnuniyetinde  azalmaya  sebep
olabilecegi disuntlmektedir. Sonu¢ olarak,
hindistan cevizi suyunun prebiyotik ve probiyotik
Ozellikler eklenerek islenebilecegi gérilmiistir.

POSTBIYOTIKLER

Postbiyotikler ve Saghiga Etkileri
Probiyotikler, canlt bakterilerden olusmakta, 6li
bakteri hticrelerini ve bilesenlerini icermemektedir
(Cuevas-Gonzalez vd., 2020). Probiyotiklerin
canlt mikroorganizmalardan olusmasi, gidalarda
kullanimini ve depolanmasini zotlastirabilmek-
tedir. Bu nedenle, fayda saglayan postbiyotiklerin
tretimine olan ilgi artmaya baglamstir (Ugur vd.,
2021). Postbiyotikler ise prebiyotik, probiyotik
tanimlarina  uymayan  biyoaktif  bilesenleri
icermektedir (Moradi vd., 2020). Yunancada,
“post” kelimesi sonra anlamina, “bios” kelimesi
yasam anlamina gelmektedir. “Postbiyotik”
kelimesi ise bu kelimelerden tiretilmistir
(Vinderola vd., 2022). Postbiyotikler, probiyotik
olan veya probiyotik olmayan canli hicreler
tarafindan salgilanan, peptitler, polisakkaritler,
teikoik asitler, enzimler, organik asitler ve hiicre
yluzeyi proteinleri gibi hiicresel lizizden sonra
aciga ctkan, konaga faydali mikrobiyel triinler
veya metabolik yan triinlerdir (Nataraj vd., 2020;
Gokirmakl vd., 2021; Abbast vd., 2022). Bakteri-
konak etkilesimleriyle acgiga ¢ikan endojen

bilesenler ~de  postbiyotik  olarak  kabul
edilmektedir (Peluzio vd., 2021). Aynt zamanda,
postbiyotiklerin, mikrobiyolojik biylime ve
fermantasyon  sirasinda  gidalarda  bulunan
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen biyoaktif
¢ozinlr bilesenler oldugu  belirtiimektedir
(Moradi vd., 2020; Icier vd., 2022). Postbiyotikler
genellikle, Lactobacillaceae familyasina ait bazt
cinsleri veya Bifidobacterinm cinsine dahil olan
cansiz suslart icermektedir (Salminen vd., 2021).
Ek olarak, Pediococcus, Streptococens, Lactobacillus gibi
laktik asit bakterileri tarafindan da bakteriyosin
iiretilmektedir (Damania vd., 2016). Ornegin,
fermente sit driinlerinde, peptidoglikan, laktik
asit, postbiyotik olabilecek metabolitler ve
bakteriyosinler laktik asit bakterileri tarafindan
salgilanmaktadir (Ugur vd., 2021). Kefir, salamura
sebzeler, yogurt ve tursu gibi fermente gidalar da
zengin postbiyotik kaynaklaridir (Gokirmaklt vd.,
2021).

Postbiyotikler, canli mikroorganizmalari
icermedigi icin tiketimi ile ilgili riskler de
azalmaktadir (Zo6tkiewicz vd., 2020). Depolama
strasinda ve endistriyel islemlerde, probiyotiklere
kiyasla 1siya ve oksijene duyarhi olmadiklart icin
daha cok ilgi gbrmeye baslamuglardir. Probiyotik
mikroorganizmalarin  depolanmast  sirasinda
onemli bir faktér olan ortam  sicaklig,
postbiyotikleri bir adim 6ne ¢ikarmakta, cansiz
mikroorganizmalara sahip olduklart icin raf
omrind  arttirmaktadir  (Salminen vd., 2021).
Fermantasyon ve besiyeri kosullarina baglt olarak
uretilen postbiyotikler, hiicre icermeyen fazin
ayrilip, saflagtirilmasiyla  elde edilmekte ve
kurutularak toz hale getirilmektedir (Zotkiewicz
vd., 2020; Icier vd., 2022).

Bagirsak  mikrobiyotast  tarafindan  Uretilen
metabolitlerin, hastaliklari Onleme, beslenme,
insan sagligi ve mikrobiyota ile bir baglantist
oldugu dusunilmektedir (Peluzio vd., 2021).
Sagliga faydali etkileri oldugu distnilse de
molekiiler diizeyde gerceklesen mekanizmalarin
etkisi heniiz kesinlesmemistir (Igier vd., 2022).
Postbiyotik ~ metabolitler, ince  bagirsaga
ulastiginda antiinflamatuar aktivite géstermekte;
yapilarindaki antimikrobiyel peptitler sayesinde
patojenleri 6ldirmekte ve antioksidan etkileriyle
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bagsiklik sistemini gliclendirmektedirler (Pelton,
2020). Prebiyotik ve probiyotiklerin mikrobiyota
tarafindan fermentasyonu ile olusan butirat,
bagirsak epitel hiicreleri icin enetji kaynagt olarak
kullanilmaktadir (Zepeda-Hernandez vd., 2021).
Aynt zamanda inek siitil alerjisine de etkisi olan
postbiyotikler, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan
tretilen kisa zincirli yag asitleri ile lipit
metabolizmasinda rol oynamakta, kardiyovaskiler
hastalik riskini azaltmakta ve instilin duyarliligin
dizenlemekteditler (Aguilar-Toald vd., 2018;
Zolkiewicz  vd., 2020; Sabahi vd., 2022).
Antikanser potansiyeli de oldugu distntlen
postbiyotiklerin, ishali 6nledigi, farenjit, larenjit,

atopik  dermatit  insidansint  ve  astim
alevlenmelerini  azalttifn  6ne  stirtilmektedir
(Z6tkiewicz vd., 2020; Sak ve Soykut, 2021). Ek
olarak, postbiyotiklerin anti-obezite,

antiproliferatif, antihipertansif ve antiaterojenik
etkileri de bulunmaktadir (Aguilar-Toald vd.,
2018; Zolkiewicz vd., 2020; Cabello-Olmo vd.,
2021). Kisa zincirli yag asitlerinden (biitirat,
propiyonat ve asetat), vitamin ve minerallere
kadar genis bir yelpazeye sahip olan
postbiyotiklerin = saglik iizerindeki olast etki
mekanizmalart  degisiklik  g6sterebilmektedir
(Peluzio vd., 2021). Marcon vd. (2019)’nin fareler
tzerinde  yapuklart  calismada,  Swallanthus
sonchifolins  igeren tiketiminin  butirat
sentezini arttirarak, enfeksiyonlara karst bagirsak
epitel hiicrelerinin metabolizmasint diizenledigi ve
mukozal bagsiklig korudugu belirtilmistir. Dostal
vd. (2015) tarafindan yapilan calismada ise bir
cocuktan alinan immobilize bagirsak
mikrobiyotast ile astlanmig bir in  vitro
fermentasyon modelinde Roseburia intestinalis’in,
kolondaki demir (Fe) miktart ile birlikte islevi
arastirdmistir.  Diyette alinan  Fe miktarinin,
mikrobiyotadaki azalmis bitirat ve propiyonat
konsantrasyonlarint artirdigt belirtilmistir.

urun

Postbiyotiklerin Gida Sektoriinde Kullanimi
Farmasotik  Urlnlerde, kultiir  balikciliginda,
tarimda kullanilabilecegi belirtilen postbiyotiklerin

gida endistrisindeki kullanimina olan ilgi de son
yillarda artmistir (Gokirmaklt vd., 2021; Moradi

vd., 2021). Biyofilmlerin giderilmesinde, kimyasal
bulasanlarin parcalanmasinda, yenilebilir
kaplamalarda, —gida  patojenlerinin  inhibe
edilmesinde kullanilan postbiyotikler, gida katk:
maddesi olarak da kullanilmaktadir (G6kirmaklt
vd., 2021; Igier vd., 2022). Son yillarda gida
alaninda postbiyotikler ile ilgili yapilan bazt
calismalara asagida deginilmistir.

Geleneksel Meksika Cocido peynirinden izole
edilen  iki  Lactobacillus — fermentum  susu
(L. fermentum )23 ve ]32) tarafindan tretilen
bakteriyosinleri izole edip, siitteki secilmis
indikatér  mikroorganizmalara  karst  olan
antimikrobiyel potansiyellerini incelemek
Heredia-Castro vd. (2021) tarafindan yapilan
calismada amaclanmustir. L. fermentum ]23 ve L.
Sfermentum ] 32’ nin hiicresiz sipernatanlarindan elde
edilen fraksiyonlar, C18 kolonunda ters fazli
HPLC ile fraksiyonlarina ayrlmistir. Bakteriyosin
iceren fraksiyonlarin (BCF), indikator
mikroorganizmalara (E. coli, Staphylococcus anrens,
Listeria innocua, Salmonella typhimurinm ve Salmonella
choleraesuis) karst antimikrobiyel aktiviteleri disk
difiizyon yéntemi ve siitte biiyiime inhibisyonu ile
belitlenmistir. Ardindan, izole edilmis BCF, ters
fazli HPLC tandem kiitle spektrometrisi ile analiz
edilmistir. Analiz sonuglarina gére, BCF’nin
indikator mikroorganizmalara katsi
antimikrobiyel aktivite gésterdigi gérilmustir. L.
Sfermentum  ]23  fraksiyonlarindan  bir  tanesi
Escherichia  colfye karst en vyiksek aktiviteyi
gosteritken, L. sunocua, S. choleraesuis, S. anreus ve S.
typhimurinnta karst da aktivite gostermistir. Aym
zamanda, J23 ve J32’den elde edilen baz
fraksiyonlarin stte dahil edildikten sonra, nisine
(kontrol grubu) gére daha fazla antimikrobiyel
etki gosterdigi goriilmistir. Ters fazli HPLC
tandem kiitle spektrometrisi analiz sonuglarina
gore, BCF’de birka¢ peptid fraksiyonu ve L.
Sfermentum ]23 fraksiyonlarindan en aktif olan 1
bakteriyosin tespit edilmistir. ]23 susuna ait tespit
edilen bakteriyosinin siit iriinlerinde indikator
mikroorganizmalara  karst olarak
uygulanabilecegi sonucuna varilmstir.

koruyucu
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Cizelge 2. Postbiyotiklerin gida sektdriinde kullanildigs calismalar

¢Okeltilmis
peptidler (PP) ile
hiicresiz
stpernatant (CEFS)
olmak tzere iki
formda, taze
portakal suyundaki
ve Latin
Amerika’ya 6zgl
fermente bir icecek
olan chicha
suyundaki
koruyucu
potansiyeli
arastirlmistir.

besiyerinde 18 saat boyunca inkiibe
edilmistir. MRS stv1 besiyeri
ortamlarn siikroz (%2) takviye
edilmis MRS sivi besiyeri, KH,POy4
(%02) takviye edilmis MRS stvi
besiyeri, glikoz (%5) takviye edilmis
MRS sivi besiyeri, %1 ve %5
Tween20 ile takviye edilmis stvi
besiyeri ve gliserol (%05) takviye
edilmis MRS stv1 besiyeri olmak
tzere olusturulmustur. L. plantarum
Cys5-4, 24 saat boyunca MRS sivi
besiyerlerine asllanmistir. Referans
suslart olarak E. co/i ve Salmonella
enterica kallandmus, L. plantarum
Cys5-4’un bu patojenlere karst
antimikrobiyel etkileri
gbzlemlenmisgtir.

zamanda chicha suyuna CFS
Cys5-4 ilave edildiginde E. coi
htcre yogunlugunun 1. giinde
5.46 log KOB/ml’den 5. ginde
2.46 log KOB/ml’ye kademeli
olarak azaldig1 gérilmistiir.
Portakal suyuna CFS Cys5-4
ilave edildiginde ise E. co/i hiicre
yogunlugunun 1. giinde 6.0 log
KOB/ml’den 5. giinde 3.03 log
KOB/ml’ye azaldig1
gozlemlenmistir. Ek olarak, 1.
gunde Salmonella hiscre
yogunlugunun diigist 4.24 log
KOB/ml olarak belitlenmis ve
depolama boyunca ayni aralikta
kalmustir.

Calismanin Amact | Postbiyotik Eldesi ve Son Uriin Calismanin Sonucu Referans
Cig tavuk sosisi ve | L. paracasei DTA 83 ve . Yapilan ¢aligmalar sonucunda, (de
yart mamul tavuk bonlardii 17°nin blyiimesi amactyla ¢ig tavuk sosislerine veya yari Almeida
trinlerinin raf sirayla 36 ve 30°C sicakliklarda 1 pismis tavuk triinlerine eklenen | Godoy
Omrint uzatmak gece inkibe edilmistir. 1/10 (v/v) PPCP konsantrasyonu %0.5’in | vd.,
icin, Lactobacillus oranindaki kilttrleri, 0.05 M soya altinda oldugunda, 2022)
paracasei DTA 83 proteinini, 0.005 M fosfatt ve 0.1 M | kontaminantlarin inhibe
ve Saccharomyces glikozu iceren PPCP eldesinde, edilemedigi; %1.0 ve %1.5
cerevisiae var karistirma sistemli silindirik PPCP cklenmesiyle ise kismi
boulardii 17 ile yar1 | biyoreaktér (300 L) kullantlmustir. inhibisyon elde edildigi
kaltir Ug giinliik fermantasyondan sonra belirtilmistir. Toplam
fermantasyonunda | PPCP’ye 90 °C'de 10 dakika 1s1l inhibisyonun %3.0’dan fazla
postbiyotik iceren | islem uygulanmistir. Daha sonra PPCP eklenmesiyle saglandigt
koruyucu (PPCP) ortamda kalan L. paracasei D'TA 83 ve bunun da maliyeti ciddi bir
tretmek ve S. boulardii 17 varhigt plaka sayimi | sekilde etkileyecegi
amaclanmistir. ile belirlenmistir. Elektrikli 6gtitme distintlmektedir. PPCP’nin 60
Ayni zamanda, makinesinde kiyilan tavuk etine diger | gtnlik soguk depolamada 5 log
soguk zincirin, bilesenler de eklenmis ve 90 saniye KOB/g’dan az miktarda
Uriinlerin raf karistinlmustir. Kontrol (PPCP aerobik mezofiliyi kontrol
o6mrune olan etkisi | eklenmeden), T1 (PPCP'nin %1.0) | etmek i¢in ¢ig tavuk sosislerinde
degerlendirilmistir. | ve T2 (PPCP'nin %1.5'i) dahil olmak | ve yart pismis tavuk triinlerinde
tizere Ug partl sosis hazirlanmgtir. koruyucu olarak

kullanilabilecegi g6rilmustiir.
Bakteriyosin Malus sp.'nin tropikal yabani tiir Yapilan ¢aligmalar sonucunda, (Tenea
ureten L. plantarnm | meyvelerinden izole edilen L. bakteriyosin eklendikten sonra | ve
Cys5-4 susunun, plantarnm Cys5-4, anaerobik meyve suyunun pH’inda (4.0) Barrigas,
aktif maddeler ve kosullarda 32°C'de MRS sivt bir degisiklik olmamustir. Aynt 2018)

Damania vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismanin
amaci, Yakult'tan (fermente edilmis probiyotik siit
icecegi) bakteriyosin Ureten laktik asit bakterisini
izole etmek ve LAB tarafindan iretilen

bakteriyosin ile antimikrobiyel ambalaj paketleme
sistemi gelistirmektir. Ayni zamanda, ambalaj
malzemesinin, secilen patojenik
mikroorganizmalar  tzerindeki —antimikrobiyel
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ctkilerini  de incelemislerdir. Antimikrobiyel
ambalaj filmi L. tarafindan  Uretilen
bakteriyosin kullanilarak kaplanmis veya farklt
ambalaj malzemelerinin  yiizeyine  adsorbe
edilmistir. MRS stvi besiyerine 6rnekten agtlanmis
ve 30°C'de 48 saat inklbe edilmistir. Daha sonra,
30°C'de 24 saat inkibasyondan sonra hicreler
santriflyj edilerek ayrilmis ve hiicresiz siipernatan
(CES) alinmigtir. Bu calismada kagit bardaklarda
kullanilan plastik kaplt sert kagit ve tereyaglarini
paketlemek icin kullanilan jelatin kagitlar (glassine
paper) antimikrobiyel ambalaj gelistirmede
kullandmigtir. 2x2 cm  olacak sekilde kesilen
ambalajlar, firinda sterilize edilmis ve bakteriyosin
iceren CFS solisyonunda 1 saat bekletilmistir.
Gece boyunca kurumaya birakilan filmler MRS
stvi besiyeri ile kaplanmis ve 30°C'de 24 saat
inkiibe edilmistir. Kaplanan filmlerin, E. co/i ve S.
anrensa  karst antimikrobiyel aktivitesi agar
difiizyon testi ile belirlenmistir.  Yapilan
calismanin sonuglarina gére, E. coli ve S. aurens’u
inhibe etmek icin bakteriyosinlerin
kullandabilecegi goriilmustiir. Bakteriyosinlerin
kullanimi ile birlikte patojenlerin gelisme riski
azaltlabilmekte,  antimikrobiyel  paketleme
yapilabilmekte =~ ve  gidalarin  raf = Smri
uzatilabilmektedir. Ancak, I[. casei tarafindan
tretilen bakteriyosinlerin Uretimi i¢in optimum
kosullar1 ayarlamak biiyiik 6nem tastmaktadir. In
vitro ortamda aktivite gésteren bakteriyosinlerin,
in vivo ortamda da test edilmesi gerektigi
belirtilmistir. Ek olarak, bakteriyosinlerden aktif,
inert ve antibakteriyel ambalaj filmlerin
gelistirilmesi  uygun bulunsa da, ambalaj
filmlerinin belirli bir siire boyunca stabilitesinin de
arastirilmast gerektigi belirtilmistir.

casel

PARAPROBIYOTIKLER

Paraprobiyotikler ve Saglik Etkileri

Canlt mikroorganizmalardan dolay1
uygulanabilirlik ~ ve  givenlik  sorunlarimnt

beraberinde getiren probiyotiklerin yerine, canlt
olmayan mikroorganizmalarin da sagligi olumlu
yonde etkileyebilecegi duastntlerek
“paraprobiyotikler” kavrami ortaya ctkarilmistir
(Choudhury ve Kamilya, 2019; Martyniak vd.,
2021). FAO/WHO’ya gore paraprobiyoiklerin
tanimi “yeterli miktarda tiiketildiginde tiiketicilere
fayda saglayan inaktif (cansiz) mikrobiyel hiicreler

veya hiicre fraksiyonlarr” olarak yapilmustir (Igier
vd., 2022). Paraprobiyotikler ayni zamanda,
“hayalet  probiyotikler”,  “canli  olmayan
probiyotikler” ve “inaktif probiyotikler” olarak da
bilinmektedir (Choudhury ve Kamilya, 2019;
Siciliano  vd.,  2021). Paraprobiyotikler
polisakkaritler, teikoik asitler ve hiicre yiizeyi ile
iliskili proteinler gibi hiicre bilesenlerini iceren
bozulmamus veya parcalanmis olarak
probiyotiklerin ~ inaktif = olan  mikrobiyel
hticrelerinden olusmaktadir (Nataraj vd., 2020).

Yapilan  aragtirmalara  bakiddiginda  canlt
olmayan/6li  hucrelerin de faydali biyolojik
tepkiler iretebilecegi ve immunomodilatér
faaliyetleri arttirmak icin paraprobiyotiklerin
kullanilabilecegi gorilmiistiir (Akter vd., 2020;
Kumar vd., 2021). Cansiz hiicre bilesenlerinin
gastrointestinal sistemde antiinfamatuar etki
gosterdifi ve patojenik enfeksiyonlara karst
hastalhk direncini arttirdig1 belirtilmistir (Akter
vd., 2020; Siciliano vd., 2021). Ayni zamanda,
1styla inaktive edilmis paraprobiyotik bilesenlerin
insan kanser hiicrelerine karst antiproliferatif etki
gosterdigi  belirtilmistir  (Ugur  vd., 2021).
Paraprobiyotiklerin, depresyon, stres ve anksiyete
semptomlarini hafifletmek  icin  yardimea
olabilecegi de belirtilmektedir (Sawada vd., 2019;
Siciliano vd., 2021). Bagisikligt destekleyici sitokin
gen ekspresyonunun uyarilmasi ve htcre sinyal
sistemi  aktivasyonunun,  paraprobiyotiklere
uygulanan  1sil  islem ile  engellenmedigi
gorilmustir (Ugur vd., 2021; Siciliano vd., 2021).
Ek olarak, paraprobiyotiklerin, alerjik rinit
semptomlarint  hafiflettigi, solunum yollarinin
duyarhihgini azalttigi ve soguk alginligr riskini
digtirdigd  gbzlemlenmistir (Ugur vd., 2021;
Kumar vd., 2021). Paraprobiyotiklerin sagliga
etkileri ve islevleri hakkinda literatiir ¢alismalar
bulunsa da, kesin yargilari ortaya koyabilmek i¢in
daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir
(Chung vd., 2019; Akter vd., 2020; Seo vd., 2020,
Almada vd., 2021; Kim vd., 2021; Kang vd., 2021;
Butera vd., 2022; Lim vd., 2022; Michels vd.,
2022).
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Paraprobiyotiklerin Gida Sektoriinde
Kullanimi

Bagisikhigr diistik bireyler ve yaslilar icin, tiiketilen
gidalardaki canli mikroorganizmalarin varligt ve
islevselligi endise yaratmaktadir (Siciliano vd.,
2021). Canlt olmayan mikroorganizmalar iceren
paraprobiyotiklerin islenmesi ve depolanmast,
probiyotiklere gore daha kolaydir.
Paraprobiyotikler icin ticari Uretim, segilen
mikroorganizmalarin  gelistirilmesi ve inaktive
edilmesi asamalarindan olugmaktadir (Martyniak

vd., 2021). Probiyotik kullanimina ait bazt
dezavantajlarin tstesinden gelebilen
paraprobiyotikler, yeni fonksiyonel gidalarin

olusturulmasinda ilgi gérmektedir (Siciliano vd.,
2021). Probiyotiklerin inaktive edilebilmesi igin
1s1, gama ve ultraviyole sinlari, formalin gibi
kimyasallar, yiksek basincl  kurutma, pH
degisiklikleri, radyasyon ve sonikasyon gibi cesitli
yontemlerin uygulanmasi gerekmektedir
(Deshpande vd., 2018; Martyniak vd., 2021).
Inaktivasyon  uygulamalari,  hiicresel  yapi
bilesenlerini ve biyolojik aktivitelerini farklt
sekilde etkileyebilmektedir (Igier vd., 2022). Ist ile
inaktive etme yontemi en yaygin olarak kullanilan
yontem olsa da, secilen  yOntemin
mikroorganizmadan gelen faydalt 6zelliklere zarar
vermemesi gerekmektedir (Deshpande vd., 2018;
Choudhury ve Kamilya, 2019). Inaktivasyondan
sonra, eckstraksiyon, santrifiijleme ve kolon
saflastirma  yontemiyle ayirma gibi Uretim
asamalari uygulanmaktadir (Martyniak vd., 2021).
Fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ve gida
matrisleriyle dogrudan etkilesime girmemeleri
sayesinde, probiyotiklere uygun ortam olmayan
meyve suyu gibi bir¢ok gidaya paraprobiyotikler
cklenebilmektedir (Siciliano vd., 2021). Aym
zamanda, antibiyotik direncinden
etkilenmemeleri, gida gtivenligini saglamalari ve
mikroorganizmalarin sagligt gelistirici
Ozelliklerinden de yararlanabilmeleri
paraprobiyotiklerin ~ avantajlari  arasinda  yer
almaktadir (Martyniak vd., 2021; Siciliano vd.,
2021). Son vyillarda gida endustrisinde yapilan
paraprobiyotiklere ait bazi ¢aligmalara asagida yer
verilmisgtir.

Parvarei vd. (2021)nin yapuklart ¢alismada,
otoklavda (121 oC'de 15 dakika) 1s1 ile inaktive

edilen L. acidophilus ATCCSD 5221
ve Bifidobacterinm  lactis BB-12 paraprobiyotik
kiltirlerini yogurda eklemislerdir.
Paraprobiyotikleri iceren numuneler
fizikokimyasal ~Ozellikleri ve mikro yapilar

bakimindan incelenmis ve numunelere FTIR
analizleri yapilmustir. Probiyotik ve
paraprobiyotikler, fermantasyon oOncesi ve
fermantasyon sonrast olmak tUzere iki farkl
sekilde cklenerek degerlendirilmistir.
Fermantasyon o6ncesi eklenen probiyotik ve
paraprobiyotik iceren numunelerde daha acik ve
daha biyik gézenek boyutu, fermantasyondan
sonra eklenen probiyotik ve paraprobiyotik iceren
numunelerde ise agtk renk ve gevsek yapi
gb6zlemlenmistir. Probiyotik ve paraprobiyotik
icermeyen numunelerde ise acitk renk ve
stingerimsi yap1 gozlemlenmistir. Fermantasyon-
dan once eklenen paraprobiyotikleri igeren
numune, ekzopolisakkaritlerin ~ ve  htcre
bilesenlerinin varligindan dolay1 en diisiik sinerezi,
en yiksek gorinir viskoziteyi ve en yiiksek su
tutma kapasitesini  sergilemistir. FTIR-ATR
spektroskopisinin  stit Urlnlerindeki  spektral
bélgeleri tespit etmede ¢ok pratik ve hizli bir
teknik oldugu belirtilmistir. FTIR-ATR analiz
sonuglar1  incelendiginde ise paraprobiyotik
orneklerde sonucun 1240-1500 cm! olmadigt ve
bunun baslangic kaltirleri tarafindan
karbonhidrat ve alaninin tiketilmesi ile iligkili
oldugu belirtilmistir.

Almada vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismanin
amact, gama 1sinlart ile inaktive edilmis
Bifidobacterium — animalis  eklenen durum
bugdayindan dretilen makarna titketiminin,
sicanlarin  bagirsak  mikrobiyotas:  Uzerindeki
etkilerini arastirmaktir. Yirmi erkek sican, standart
diyet ile beslenen (kontrol), makarna iceren diyet
ile beslenen (PC) ve paraprobiyotik makarna
igeren diyet ile beslenen (PPBI) olmak tzere ii¢
gruba ayrilmistir. PPBI’de toplam kolestrol ve
serum glikoz seviyelerinin kontrol grubuna gére
daha dustik oldugu ve kontrol ile PC gruplarina
kiyasla daha fazla Actinobacteria ve Firmicutes, daha
distk Bactiodes igerdigi gorilmustir.  Aynt
zamanda, PPBI'in kontrol grubuna kiyasla, daha
tazla sayida Lactobacillales, Coriobacteriales, Bacillales,
Clostridiales ve Bifidobacteriales icerdigi belirtilmistir.
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Elde edilen sonuglara goére, bugday-durum
makarnasina paraprobiyotik ilave edilmesinin
saglk icin  olumlu etkiler yaratabilecegi
gbzlemlenmistir.

Aydin vd. (2021) yaptiklart ¢alismada, fermente
sosislerden izole edilen laktik asit bakterilerinin
postbiyotik ve paraprobiyotiklerinin antioksidan
aktivitelerini degerlendirmislerdir.
Paraprobiyotikleri hazirlamak icin hiicreler 5
dakika boyunca sonikasyon islemi uygulanarak

oldirilmustir. Antioksidan  aktivite, DPPH
radikal stptrict etki yontemi ile test edilmistir.
Analiz  sonuglarina gére, postbiyotiklere ait
serbest radikal stpurici etkinin %5.65-76.04
araliginda; paraprobiyotiklere ait serbest radikal
stipiriicii  etkinin ise %5.90-18.07 araliginda
oldugu gbzlemlenmistit. Bu sonuglara gore,
postbiyotiklerin  paraprobiyotiklerden ~ daha
yiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir.

Cizelge 3. Paraprobiyotiklerin gida sektériinde kullanildigt caligmalar

sttin (FM) kabizligi olan saghkli | edilmistir.
denekler tzerindeki
gastrointestinal fonksiyonlart
incelenmistir. Denekler, t¢ hafta
boyunca, yapay olarak

asitlendirilmis st bazli plasebo
icecek veya 1st ile inaktive edilmis
L. gasseri CP2305 ile hazirlanmis
fermente  sut  tuketmislerdir.
Bagirsak hareketlerinin sikligr ve
diskilama  kosullart kaydedilmis,
diski metabolitleri ve bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimi analiz
edilmistir.

Mikroorganizmayi
Calismanin Amact Inaktive Etme Calismanin Sonucu Referans
Yontemi
Peynir altt  suyu-tizim  suyu | L. case/ ohmik 1sitma | Paraprobiyotik  tGztim  aromali | (Barros
icecegine inaktive edilen | (8 V/cm, 95 °C/7 | peynir alt suyu icecedi, hem o- | vd.,
Lactobacillus ~ casei  cklenmis  ve | dk, 60 Hz) ile | glukozidaz inhibisyonu (%51.8) | 2021)
sagliklt bireylerdeki hipoglisemik | inaktive edilmistir. hem de o-amilaz inhibisyonu
aktivite lzerine etkisi (%044.2) gbstermistir. Bu degerler
aragtirilmistir. In vitro probiyotik  iceren  Grneklerde
hipoglisemik aktivite, o- strastyla, %51.2 ve %43.2 olarak
glukozidaz ve o-amilaz belitlenmistir. Hem
inhibisyonu ile degetlendirilirken; paraprobiyotik hem de probiyotik
in vivo aktivite, ekmek ve iceren iceceklerin tiketimi ile
probiyotik peynir altt suyu icecegi glikoz degeri, glikoz artis ytizdesi
tiiketen, ekmek ve paraprobiyotik ve pik kan sekeri siiresinde
peynir altt suyu icecegi titketen ve degisiklik olmadigl, fakat tokluk
kontrol olarak tek basina ekmek glikoz  seviyelerinde  azalma
tiketen 15  saglikli  denek oldugu gérilmistir.
kullanilarak belitlenmistir.
Fermente siite inaktive edilen L. | L. gasseri CP2305 | FM  bazli igecek  grubunun, | (Sawada
gasseri CP2305 eklendikten sonra, | sterilizasyon islemi | bagirsak fonksiyonunu | vd.,
paraprobiyotik iceren fermente | ile inaktive | dizenledigi, &zellikle kabizhig1 | 2010)

olan denekleri anlamli 6lctude
iyilestirdigi, diski renk tonunu ve
diskt ¢ikis sikligini olumlu yénde
etkiledigi ve diski Orneklerinde
kisa zincirli yag asidi
konsantrasyonlarinin arttigt
gortlmistir. Aynt zamanda, FM

bazli icecek grubu tiketen
deneklerin bagirsak
mikrobiyotalarinda Clostridinm

kiime IV popiilasyonunun 6nemli
olciide arttgr belirtilmistir.
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SONUC

Uzun zamandir, bagirsak mikrobiyotasina ve
sagliga faydal etkileri oldugu bilinen probiyotik ve
prebiyotiklere yonelik artan ticari ilgi, gida
sektoriiniin genislemesine 6nemli dl¢tide katkida
bulunmustur. Son yillarda, canl
mikroorganizmalar olan probiyotik ve prebiyotik

yerine, biyotikler ailesinden  simbiyotiklerin,
postbiyotiklerin ve paraprobiyotiklerin
kullanimina  olan  ilgi  artmustir.  Hem

probiyotiklerin hem de prebiyotiklerin kombine
halde bulundugu simbiyotikler, insan viicuduna ve
bagirsak sagligina karst sinerjik etki ile yarar
saglamaktadir. Postbiyotikler ise, canlt bakteriler
tarafindan salgilanan, konakeiya faydali olan
mikrobiyel drtnler olarak adlandirilmaktadir.
Canlt mikroorganizmalari icermeyen ve genellikle
fermantasyon sirasinda Uretilen biyoaktif ¢6ziiniir
maddeler olan  postbiyotikler,  endustriyel
islemlerde 1st ve oksijene duyarli olmadiklari icin
probiyotiklerden daha ¢ok ilgi gérmekte ve gida
givenilirligini  saglamaktadir. Yeterli miktarda
tiketilince fayda saglayan cansiz mikrobiyel
hiicreler ve  fraksiyonlart  olarak  bilinen
paraprobiyotikler de isleme ve depolama
agisindan probiyotiklere karst tistiin gelmektedir.
Kanserden koruyucu, kabizlik gibi bagirsak
problemlerini diizenleyici, bagisikligt gliclendirici
gibi  bircok  faydast bulunan  simbiyotik,
postbiyotik ve paraprobiyotiklerin, gida alanindaki
calismalart incelendiginde yeni fonksiyonel gidalar
olusturmada  kullaniabilecegi  gérilmistiir.
Ancak, yapilan ¢alismalarin hem in vivo hem de in
vitro  sistemlerde  test edilmesi  gerektigi
dustintilmektedir. Gida glivenirligi acisindan risk
tagtmayan, endistriyel acidan islenmesi ve
depolanmasi  daha kolay olan simbiyotik,
postbiyotik ve paraprobiyotiklerin farkli gida
uriinlerine de uygulanmasi ve yapilan ¢alismalarin
genisletilmesi gerekmektedir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlar bu yazi igin gercek, potansiyel veya

algilanan  ¢ikar catigmast  olmadigint  beyan
etmislerdir.
YAZAR KATKISI

Calismanin planlanmasi, arastirmanin yapimast,
calismanin  yazilmast ve son kontrolinin

yapilmasi asamalarinda Eda Nurko ve Emine
Nakilcioglu gérev almistir.
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ABSTRACT

Grape variety and health, soil and climate, agricultural techniques used, winemaking processes, storage time
and temperature are the most important agents in the phenolic content of red wine. In this study, the effects
of storage temperature and time on the distribution of anthocyanin compounds, and the total monomeric
anthocyanin (TMA) content of Merlot wines were investigated at the beginning of storage and the following
quarterly periods. The amount and distribution of delphinidin 3-glucoside, pelargonin 3-glucoside, malvidin
3-glucoside, cyanidin 3-glucoside, and peonidin 3-glucoside anthocyanins in wine samples were defined
quantitatively by modifying HPLC method. When the change in TMA content in wines was evaluated, it
was determined that there was a decrease of 13.77% at 4-5 °C, 24.28% at 8-10 °C, 43.93% at 12-14 °C, and
66.29% at 18-20 °C compared to the values before storage at the last of 24 months of storage.

Keywords: Merlot wine, HPLC, bottle storage, storage temperature, anthocyanins

FARKLI DEPOLAMA KOSULLARININ MERLOT SARAPLARINDA
ANTOSIYANIN PROFILI UZERINE ETKIiSI

oz
Uziim ¢esidi ve sagligi, sarap yapim siiregleri, iklim ve toprak, kullanilan tarim teknikleri, depolama
sicakligt ve depolama stresi kirmizi sarabin fenolik icerigindeki en 6nemli etkenlerdir. Bu ¢alismada,
depolama sicakliginin ve siiresinin, Merlot sarabinin antosiyanin bilesiklerinin dagilimi ve toplam
monomerik antosiyanin (TMA) icerigi tzerindeki etkileri, depolamanin baslangicinda ve sonraki ti¢
aylik doénemlerde incelenmistir. Sarap Orneklerinde siyanidin 3-glikozit, peonidin 3-glikozit,
pelargonin 3-glikozit, delphinidin 3-glikozit ve malvidin 3-glikozit antosiyaninlerinin miktar ve
dagilimi modifiye edilmis HPLC yoéntemi ile kantitatif olarak tanimlanmistir. Saraplarda 24 aylik
depolama sonunda TMA igerigindeki degisim degerlendirildiginde depolama 6ncesi degerlere kiyasla
4-5 °C'de %13.77, 8-10 °C'de %24.28, 12-14 °C'de %43.93 ve 18-20 °C'de %066.29 oraninda azalma
oldugu belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: Merlot sarabi, HPLC, sise depolama, depolama sicakligt, antosiyanin
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Effect of storage conditions on merlot wines

INTRODUCTION

Grape is the oldest perennial plant in the world,
belonging to the genus 77s of the Vitaceae
family. Metlot is the main black grape vatiety that
is included in the compound of the wines
produced in the Saint-Emilion and Pomerol
regions, which are important sub-regions of the
Bordeaux wine region and have become the world
variety. Its single wines and blends with Cabernet
Sauvignon take attention with their quality (Anl,
2011).

Wine is an alcoholic beverage produced by
fermenting fresh grape must. The quality of red
wine largely depends on the phenolic
compositions that come from the grape and are
formed during winemaking (Cheynier et al.,
20006). Storage time and conditions also have a
significant impact on wine quality. Temperature
plays an important role at many stages throughout
the development of wine. Wine can be exposed to
high temperatures during fermentation, ripening,
bottling, transportation, and storage. If the
temperature is inadequately controlled at critical
control  points, high and/or fluctuating
temperature accelerates the development process
and creates an important risk for the sensory,
physical, and chemical properties of the wine and,
consequently, the shelf life (Ifie et al., 2018).
Studies have shown that wines stored at low
temperatures (e.g. <10 °C) have a longer shelf life
due to a low risk of spoilage, and when optimal
conditions are maintained, fresh-fruity aromas are
preserved in a young wine, but it will take longer
to develop (Robinson et al., 2010).

The main anthocyanin pigments found in grapes
and wines are malvidin, cyanidin, peonidin,
delphinidin and petunidin (Han et al., 2008;
Ivanova et al., 2011; Ivanova et al., 2015; Han et
al., 2017). The most abundant and stable
anthocyanin in 1#s vinifera grapes is Malvidin 3-
glucoside (He et al., 2012; Blanco-Vega et. al,
2014; Lukic et al, 2019; Zhao et al., 2022).
Malvidin 3-glucoside forms the basis of color in
black grapes and the wines produced from them
(Riberacu-Gayon et al., 2000; Castillo-Munoz et
al., 2010; Zhao et al., 2022).

The reduction in anthocyanin concentration is the
most common effect of high temperature on non-
volatile compounds in red wines. This process
allows the unstable color component in the wine
to be converted into a more stable form. It is
known that monomeric anthocyanins ate
involved in the formation of polymeric pigments
in the reactions occurring during the storage
process, especially through the condensation
reaction with tannin species (He et al.,, 2012a;
Waterhouse and Zhu 2020; Zhao et al., 2022). It
has been noted that this process rate increases at
high temperatures (Gomez-Plaza et al., 2000;
Scrimgeour et al., 2015; Ifie et al., 2018).

Studies  have shown that monomeric
anthocyanins in red wines decrease over time
even at typical cellar storage temperature during
storage, and in wine, polymeric pigments increase
with the corresponding color change from purple
to red-orange. In this context, it is seen that
accelerate to exposure to heat the aging process.
It is stated that temperature is a more effective
factor in the fate and concentration of
anthocyanins than storage time, alcohol, pH and
SOz (Somers, 1971; Fulcrand et al., 2006; Maury
et al,, 2010).

Anthocyanins are among the most important
antioxidants with health-promoting properties
found in black grapes and red wine produced
from these grapes. For this reason, the beneficial
effects of red wine consumption on human health
have attracted attention in recent years (Lingua et
al, 2018). Studies have shown that the
consumption of foods rich in polyphenols
reduces the risk of oxidative stress-related
diseases (Nardini and Garaguso, 2018). It also
appears to be responsible for maintaining healthy
cardiovascular and nervous systems, and the
health benefits associated with anthocyanin
compounds in wines are widely studied (Paixao et
al., 2007; Walzem, 2008; Basli et al., 2012; Schrieks
et al.,, 2013; Biasi et al., 2014; Tuberoso et al.,
2017).

This study was carried out to evaluate the changes
in anthocyanin compounds of red wines
produced from the Merlot grape variety during
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storage in wine coolers. The effect of storage
temperature on the anthocyanin compound
distribution of wines was investigated by applying
different storage temperatures to the wines.

MATERIALS AND METHODS

Materials

In this study, wine production was executed in
Dimes facilities from Merlot grapes harvested
from the vineyards of Dimes Vasfi Diren Farm in
Tokat in 2015. The wine was produced under
controlled fermentation conditions (20-23 °C)
with the use of Saccharomyces cerevisiae as a starter
culture yeast (Zymaflore RX60, Laffort;
Zymaflore F83, Laffort; Lalvin ICV D 254,
Lallemand) and filled into 750 ml datk glass
bottles. Wine bottles were stored in light-proof
Vestel VLP-4000 brand wine coolers at 85%
relative humidity and at 4 different (4-5 °C, 8-10
°C, 12-14 °C, and 18-20 °C) temperatures.
Changes in the anthocyanins composition of the
wines were analyzed at the beginning of storage
and one in three months.

Methods

pH

Wine pH was measured directly with a glass-
electrode pH meter (Hanna HI 2221) (Ough and
Amerine, 1988).

Total Acidity

For total acidity, a 10 mL wine sample was mixed
with 20 mL distilled water and the resultant
mixture was titrated with 0.1 N NaOH solution
until a pH of 8.2. Results were expressed in g/L
tartaric acid equivalent (Ough and Amerine, 1988;
Anonymous, 1990).

Density
Density was determined using a pycnometer at 20
°C (Ough and Amerine, 1988).

Alcohol

The amount of alcohol was calculated from the
density value determined by a pycnometer in the
alcoholic liquid obtained as a result of distillation,
with the help of special charts, first the weight
(g/L) and then the volume (% v/v) (Ough and
Amerine, 1988).

Individual Anthocyanin Compounds by
Analytical HPLC

The amount and distribution of pelargonin 3-
glucoside, cyanidin 3-glucoside, delphinidin 3-
glucoside, malvidin 3-glucoside, and peonidin 3-
glucoside anthocyanins in wine samples were
determined quantitatively by modifying HPLC
method (Anonymous, 2003). Anthocyanin
standards, formic acid, and acetonitrile were
obtained from Sigma-Aldrich. Stock solutions for
all standards were prepared at 1 mg/mlL and the
standards were dissolved in 0.1% hydrochloric
acid. Standard calibration solutions at 5 different
concentrations were prepared for the calibration
curve. Standards were stored in the dark at-18 °C.
Quantitative analysis of anthocyanin compounds
was  determined by  considering  the
chromatograms at wavelengths where their
absorbance was maximum. 100 mL of wine
samples used in the analysis were taken and
filtered through a 045 um Millex-HV)
membrane filter. 50 uL. of the filtrates were taken
and injected into the HPLC device (Table 1).

Table 1. HPLC Conditions

Equipment Shimadzu

Deaerator DGU-20 A5 Prominence (gradient valve)

Pump 1C-20 AT Prominence

Controller CMB-20A Prominence

Detector SPD-M10AVP DAD

Automatic Sample Injection Unit SIL-10AXL

Column Furnace CTO-10A

Column Intersil ODS-3 Reverse Phase (5 pm-25x4.6 mm)
Solvent A Water/Formic Acid/Acetonitrile (87:10:3)
Solvent B Water/Formic Acid/Acetonitrile (40:10:50)
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Table 2 shows the maximum absotrbance,
retention time and linearity (R?) of anthocyanin
compounds. Quantitative analyses of anthocyanin

compounds were based on the chromatogram of
the maximum absorbance wavelength.

Table 2. Retention times, maximum absorbance, and linearity (R?) of the anthocyanin compounds

— Retention times Maximum absorbance R2

Antosiyanin Standards .

(min) values (nm) values
Pelargonin 3-glucoside 3.749 518 0.9987
Delphinidin 3-glucoside 4.040 518 0.9978
Malvidin 3-glucoside 4.100 518 0.9996
Cyanidin 3-glucoside 4.576 518 0.9983
Peonidin 3-glucoside 4.657 518 0.9992

Total Monomeric Anthocyanin (TMA)
Developed by Guisti and Wrolstad (2003), by pH-
differential method TMA contents of wine
samples were determined. According to this
method, it was incubated in (pH 4.5) 0.4 M
CH3COONa buffer and (pH 1.0) 0.025 M KCl
buffer for 15 minutes at room temperature, the
spectrophotometric absorptions of the extracts
were measured at 700 nm and 520 nm, and the
absorbance (A) values and TMA amount were
calculated according to the equation 1 and 2
respectively.

A = (A2520 — AA700)pH 1.0 — (A 1520 —

A A700)pH 4.5 1)
TMA (mg/kg) = (Ax MA x SF x 1000) /
(ex2) @)

A: Absorbance

Molecular weight (MA) of Malvidin 3-glucoside:
493.5 gmol/1

Dilution factor (SF): 5

e (molar absorption coefficient): 28,000

Statistical Analysis

All experimental analysis results were performed
in triplicate and the results were given as mean
value * standard deviation. For the
spectrophotometric ~ and  chromatographic
analysis results obtained for the samples under
different storage temperature conditions and
storage time stages repeated one-way nested
ANOVA analysis of variance and Kruskal Wallis
comparison analysis were performed using the
Minitab 17 program. In the experiment, there
were 4 levels of temperature factor 4-5 °C, 8-10

°C, 12-14 °C, and 18-20 °C. Duncan’s test (P <
0.05) was used to determine the different groups.

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical Analysis

In Merlot wine samples, the pH value was 3.68 at
the beginning of the storage, the total acidity
amount was 4.42 g/L, the density value was
0.9916 g/ml, and the alcohol content was
16.34% (v/v). The lowest and highest values for
pH value in the samples of Metlot wines were
measured as 3.59 and 3.81, respectively. After 24
months of storage, pH values increased to 2.85%
at 4-5 °C, 3.13% at 8-10 °C, 3.13% at 12-14 °C,
and 3.40% at 18-20 °C according to pre-storage
values. The total acidity values in Metlot wines
varied between 4.09 and 4.95. When the change
in the total acidity level in wines is evaluated, it is
seen that there is an increase to 5.20% at 12-14
°C, a decrease to 2.43% at 4-5 °C and 4.13% at
18-20 °C compared to the values before storage
at the end of 24 months of storage. The density
values in wines varied between 0.9913 and 0.9938.
There was no statistically significant difference in
the density levels of wines at the end of 24 months
of storage compared to pre-storage values for all
temperatures (P = 0.05). At the end of storage, the
change in alcohol level in wines was examined and
determined that it decreased at all temperatures.
The lowest and highest values for alcohol value in
wines were measured as 13.36 and 16.85,
respectively. After 24 months of storage, the
decrease in alcohol values compared to pre-
storage values is 14.75% at 4-5 °C, 13.95% at 8-
10 °C, 15.12% at 12-14 °C and 14.75% at 18-20
°C rate was found. These increases and decreases
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were found as statistically significant (P < 0.05).
pH, total acidity and alcohol values of rose
sparkling wines were investigated in the study
carried out at 5 °C and 30 °C storage
temperatures. According to the study, there was
no differences were revealed in pH (2.97), total
acidity (7.50 g tartaric acid /L) and alcohol content
(12.5% v/v) after 3, 6 and 9 months of storage
(Benucci, 2020).

Individual Anthocyanin Compounds by
Analytical HPLC

Pelargonin 3-glucoside

The amount of pelargonin 3-glucoside in the wine
samples was 65.20 mg/L at the beginning of the
storage process (Table 3). When the change in
pelargonin  3-glucoside in wines is
evaluated, it is seen that there is an increase in all
temperatures at the end of storage.

values

Table 3. Pelargonin 3-glucoside analysis results

Storage period

Pelargonin 3-glucoside (mg/L)

(months)

0 065.20%£1.156
4-5°C 8-10 °C 12-14 °C 18-20 °C

3 197.1241.796E> 198.46£0.492Eb 224.30+1.252Ge 172.12£0.755Ea
6 322.22+1.436Hd 303.2012.669%« 256.04+0.749Hb 211.92+1.346%
9 157.28%2.716P¢ 183.3241.102bd 123.01£0.542P> 117.06£1.449Da
12 75.16%1.230¢ 124.42+0.766C¢ 102.74£0.439¢k 105.42£0.446¢0
15 53.05£0.4008= 53.71£0.251Ba 57.69%0.65580 52.60%0.6178a
18 24.6410.83064¢ 12.77£0.2367 15.56£0.6267 28.331+1.2854b
21 206.34+1.623F 211.70%0.55650 217.85+2.016%¢ ND
24 233.311+1.3446d 211.8310.535%¢ 166.21£0.604Eb 116.22£1.204Pa

Small letters in the same row indicate the difference between temperatures, and uppercase letters in the same

column indicate the difference between months (P < 0.05).

ND: Not detected

After 24 months of storage, the increase in
pelargonin 3-glucoside values compared to the
values 0. month of storage; it was determined that
257.84% at 4-5 °C, 224.89% at 8-10 °C, 154.92%
at 12-14 °C, and 78.25% at 18-20 °C. This
increase was also found as statistically significant

(P < 0.05).

Delphinidin 3-glucoside

The amount of delphinidin 3-glucoside in the
wine samples could not be measured at the
beginning of the storage process. The highest
value for the amount of delphinidin 3-glucoside
in wine samples was determined as 226.55 mg/L
at the 9th month of storage period and 4-5 °C
storage temperature conditions and the lowest
amount of delphinidin  3-glucoside  was
determined as 4.30 mg/L at the 24th month
storage period and 18-20 °C storage temperature
conditions (Table 4).

In a study to examine the effect of storage
temperature and time on delphinidin 3-glucoside,
Monastrell wines were stored at 15-20 °C for 12
months. It was stated that the delphinidin-3-
glucoside value, which was 20.93 mg/L before
storage, decreased to 31.49% at the end of 3
months, 38.80% at the end of 6 months, 45.48%
at the end of 9 months and 50.26% at the end of
12 months (Gomez-Plaza et al., 2000).

Malvidin 3-glucoside

In the samples of Merlot wines, the amount of
malvidin 3-glucoside was determined as 2.29
mg/L at the beginning of the storage process
(Table 5). When the change in the 3-glucoside
value of malvidin in wines was evaluated, it was
determined that there was an increase of 22.27%
in Metlot wines at 18-20 °C compared to the
values before storage at the end of 24 months of
storage. This increase was also found as
statistically significant (P < 0.05).
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Table 4. Delphinidin 3-glucoside analysis results

Storage period (months)

Delphinidin 3-glucoside (mg/L.)

0 ND
4-5°C 8-10 °C 12-14 °C 18-20 °C
5.98+0.9604b 5.761+0.1554b 4.6410.635% 4.6310.3214a
16.47£0.515¢4 12.79£0.294¢« 10.67£0.723¢> 9.02£0.555¢
9 226.55%0.606F4  125.124+0.554E>  136.941+0.156%¢ 78.26£0.300Fa
12 64.96£0.674kd 30.81£1.255P 45.22%0.525F« 41.35%£1.300Pb
15 9.65+0.1178d 7.88+0.4418¢ 6.63+0.1858> 5.86+0.1118a
18 5.7410.1624= 6.43£0.1848b 5.05£0.0594a 42.361+1.212bc
21 5.7310.2174a 5.7510.12642 5.0910.1254a ND
24 34.73+1.211bd 28.8110.223b« 21.55+1.074Pb 4.3010.1294a

Small letters in the same row indicate the difference between temperatures, and uppercase letters in the same

column indicate the difference between months (P < 0.05).
ND: Not detected

Table 5. Malvidin 3-glucoside analysis results

Storage period (months)

Malvidin 3-glucoside (mg/L)

0 2.75£0.205
4-5°C 8-10 °C 12-14 °C 18-20 °C

3 2.8910.3454 3.16+0.0968- 3.3240.2218a 3.05%0.06244
6 22.41£0.536F¢ 7.59+0.366Pb 7.13+0.026P> 4.39£0.01782
9 4.15£0.455¢b 5.4910.146C¢ 3.26%0.10682 4.04£0.4698b
12 11.59£0.420k 8.61£0.375kEb 5.26%0.347¢» 4.84+0.673B2
15 4.89£0.33582 4.61£0.025¢ ND ND

18 8.15%0.158Pb 14.69£0.276F¢ 28.0210.88584d 3.11£0.1104a
21 2.50£0.06542 3.75£0.2008b 3.641+0.0238> ND

24 2.40£0.02542 2.35£0.02542 2.26%0.0074a 2.80£0.006A>

Small letters in the same row indicate the difference

between temperatures, and uppercase letters in the same

column indicate the difference between months (P < 0.05).

In a study conducted to examine the effect of
storage temperature and duration on malvidin 3-
glucoside, Mencia wines were stored at 15 °C for
12 months, and it was stated that a significant
decrease in malvidin 3-glucoside value occurred at
the end of storage. At the beginning of storage,
the value of malvidin 3-glucoside was determined
as 126 mg/L; it was stated that this value
decreased to 79 mg/L at the end of the 3rd month
and 33 mg/L at the end of the 12th month
(Garcia-Falcon et al., 2007).

Cyanidin 3-glucoside

In the samples of Merlot wines, the amount of
cyanidin 3-glucoside was determined as 6.86
mg/L on 0. months of the storage process (Table
6). When the change in the cyanidin 3-glucoside
level in wines is evaluated, it is seen that there is
an increase in all temperatures at the end of
storage.
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Table 6. Cyanidin 3-glucoside analysis results

Storage period (months)

Cyanidin 3-glucoside (mg/L)

0 6.8610.013
4-5°C 8-10 °C 12-14 °C 18-20 °C

3 8.7410.2554p 6.8310.165% 9.921+0.7654¢ 6.6610.18742
6 55.09+0.668P4 25.30£0.712¢b 37.40£0.239P¢ 22.68%0.075P=
9 66.30£0.612kd 51.41£0.420P¢ 32.19£0.698¢b 19.9310.485¢
12 67.41£1.227%d 60.61£0.674Fc 14.3110.0208= 25.56%0.081Eb
15 162.65+0.724%4  141.39%+1.527F  107.44£1.526%>  (65.38%0.765F
18 19.50£0.469¢> 7.4010.04642 36.01£0.404Pd 23.11£0.561P¢
21 11.31£0.2378¢ 10.10£0.0978b 8.0010.4454a ND

24 10.54£0.5408b 10.02%0.0658= 9.49+0.175%4 15.58%0.0598¢

Small letters in the same row indicate the difference between temperatures, and uppercase letters in the same

column indicate the difference between months (P < 0.05).

ND: Not detected

The increase in cyanidin 3-glucoside values, after
24 months of storage compared to the values
before storage, was 53.64% at 4-5 °C, 46.06% at
8-10 °C, 38.34% at 12-14 °C, and 18-20 °C 127.11
% in rate was found. This increase was also found
as statistically significant (P < 0.05).

In a study to examine the effect of storage
temperature and time on cyanidin 3-glucoside,
Monastrell wines were stored at 15-20 °C for 12
months. The cyanidin 3-glucoside value which
was 10.48 mg/L before storage, was determined
as 9.77 mg/L at the end of the 3rd month, 9.25
mg/L at the end of the 6th month, 8.66 mg/L at
the end of the 9th month and 7.40 mg/L at the
end of the 12th month. It was reported that the

cyanidin 3-glucoside value decreased to 6.77% at
the end of 3 months, to 11.74% at the end of 6
months, to 17.37% at the end of 9 months, and to
29.39% at the end of 12 months (Gomez-Plaza et
al., 2002).

Peonidin 3- glucoside

In the samples of Merlot wines, the amount of
peonidin 3-glucoside was determined as 1.75
mg/L at the beginning of the storage process
(Table 7). When the change in the peonidin 3-
glucoside values in wines is evaluated, it is seen
that there is an increase in all temperatures at the
end of storage.

Table 7. Peonidin 3-glucoside analysis results

Storage period (months)

Peonidin 3-glucoside (mg/L)

0 1.75%0.300
4-5°C 8-10 °C 12-14 °C 18-20 °C

3 28.78+0.597k¢ 20.5810.540¢a 28.19+1.213F 22.85+1.931Eb
6 15.57£1.197¢a 22.40+1.303Pd  20.54£0.474DP¢ 17.43%+1.058P>
9 19.55+1.333bd 12.45+1.4004b 16.4911.464¢ 4.82+0.695%
12 38.3811.434Gd 31.5411.440%« 8.461+1.4324a 15.05%0.170¢b
15 79.50%0.481He 80.56£1.5256<  71.33%1.614G" 45.221(0.593F
18 6.72£0.975%a 17.7241.2198d 10.96£0.1018b 15.50£0.442¢C<
21 12.78+0.9338b 10.82£0.8514a 10.75£0.2058a ND

24 37.46%0.4911d 33.4240.430%¢ 26.421+0.881Eb 11.26%0.2488a

Small letters in the same row indicate the difference between temperatures, and uppercase letters in the same
column indicate the difference between months (P < 0.05).

ND: Not detected



Effect of storage conditions on merlot wines

It was determined that the increase in the
peonidin 3-glucoside values after 24 months of
storage was 2040.57% at 4-5 °C, 1809.71% at 8-
10 °C, 1409.71% at 12-14 °C, and 543.43% at 18-
20 °C in Merlot wines compared to the values
before storage. This increase was also found as
statistically significant (P < 0.05).

In a study in which Monastrell wines were stored
at 20 °C for 7 months, peonidin-3-glucoside value
before storage was determined as 22.22 mg/L. It
was reported that at the end of the 3rd month it
decreased by 83.03% to 3.77 mg/L and at the end
of the 6th month it decreased by 86.05% to 3.10
mg/L (Zafrilla et al., 2003).

In the study conducted by Marquez et al. (2014),
Mertlot, Shiraz and Tempranillo wines were stored
for 12 months at 18-20 °C and the values of
peonidin-3-glycosides were measured at the
beginning of storage and one in three months.

After 12 months of storage, it was reported that
the levels of peonidin-3-glycosides decreased to
91.26% in Merlot wine, 95.15% in Shiraz wine
and 82.02% in Tempranillo wine.

Total Monomeric Anthocyanin

The effect of different storage temperature
conditions and storage time stages on total
monomeric anthocyanin in Merlot wines is given
in Table 8. In the samples of Merlot wines, the
amount of TMA was determined as 223.40 mg/L
at the beginning of the storage process. The
highest value for the total amount of monomeric
anthocyanin in the samples of Merlot wines was
determined as 257.15 mg/L under the 6-month
storage period and 4-5 °C storage temperature
conditions. The lowest total monomeric
anthocyanin amount was determined as 75.30
mg/L under the conditions of a storage petiod of
24 months and a storage temperatutre of 18-20 °C.

Table 8. TMA analysis results

Storage period (months)

Total Monomeric Anthocyanin (mg/L malvidin 3-glucoside)

0 223.40£1.869
4-5°C 8-10 °C 12-14 °C 18-20 °C

3 226.17£4.050Pd  219.56%0.062P<  216.08+0.374H>  175.32+0.312G=
6 257.15£0.000Fd  220.67£0.000P<  204.36+3.7396>  165.5910.125F
9 246.3510.4368d  226.44+0.436%  178.45£0.125F>  144.61£0.374P»
12 245.2510.4365  194.14£0.125¢%>  158.67+0.062F  156.33+1.246%»
15 222.08£0.125¢%  228.90£0.062Fd  152.19£0.125P>  104.82+0.312C»
18 199.78+0.0008d  170.08%0.1254  140.60£0.312¢b 89.8910.0008
21 225.42%0.125Pd  172.24%0.1878  137.92£0.0008>  90.68+0.24982
24 192.6410.2494d  169.1620.0628¢  125.27£0.187A>  75.30£0.436

Small letters in the same row indicate the difference between temperatures, and uppercase letters in the same

column indicate the difference between months (P < 0.05).

It was determined that the increase in the TMA
values after 24 months of storage was 13.77% at
4-5 °C, 24.28% at 8-10 °C, 43.93% at 12-14 °C,
and 66.29% at 18-20 °C in Metlot wines
compared to the values before storage. This
increase was also found as statistically significant

(P < 0.05).

The findings obtained in the study are also
compatible with the literature data. In a study in
which Monastrell wines wete stored at 20 °C for

7 months, the total anthocyanin value before
storage was determined as 386.0 mg/L. It was
reported that at the end of the 3rd month it
decreased by 76% to 91.8 mg/L and at the end of
the 6th month it decreased by 85% to 57.7 mg/L
(Zafrilla et al., 2003). Hermosin-Gutierrez et al.
(2005) reported that Shiraz, Cencibel and
Cabernet Sauvignon wines were stored at 16-18
°C and lost 60%, 62% and 68%, respectively, in
total anthocyanin amounts at the end of 9
months. In another study examining the effect of
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storage temperature and time on total
anthocyanins, it was stated that a significant
decrease in the amount of total anthocyanin
occurred in Violeta wine depending on the
temperature increase. After 2 months of storage,
40% reduction was observed in wines stored at 15
°C. A reduction of 50% was obsetrved in wines
stored at 25 °C, 88% in wines stored at 35 °C, and
96% in wines stored at 50 °C (Lago-Vanzela et al.,
2014).

The result obtained from the studies is a
significant decrease in the level of free
anthocyanins due to the formation of polymeric
derivatives. It is stated that storage temperature
plays an important role in the degradation of wine
pigments and polymerization reactions and is the
primary environmental factor affecting the
changes in the color properties of red wine.
Studies have shown that storage length is another
important factor affecting wine color, since many
of the changes that occur during the storage of
wines are time-dependent (Zafrilla et al.,, 2003;
Hermosin-Gutierrez et al., 2005; Lago-Vanzela et
al., 2014; Marquez et al., 2014; Ifie et al., 2018).

CONCLUSION

The findings obtained in the study showed that
the storage temperature and time were effective
on the total monomeric anthocyanin content and
the distribution of anthocyanin compounds in the
wines produced from the Merlot variety. It was
determined that the total amount of anthocyanins
in the wines decreased gradually as the storage
temperature increased. This indicates that storage
temperature is an important factor for preserving
color compounds in wine and preventing early
development effects.
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ABSTRACT

Infant formulas contain nutrients and bioactive ingredients designed to meet the nutrition requirements of
infants. The majority of infant formulas are cow's milk (CM) based regular ones. Since CM is one of the
most important allergen source, there are specialized formulas such as partially and extensively hydrolyzed,
aminoacid-based for CM-allergic infants. In the current study, attenuated total reflectance-Fourier transform
infrared spectroscopy (ATR-FTIR) in combination with multivariate analysis was used to identify the
molecular differences between commercially available hypoallergenic (HF) and regular formulas (RF) in
Turkey. Higher saturated fatty acid (FA) content and qualitatively longer acyl chained FAs were observed in
hypoallergenic formulations. The results of hierarchical cluster analysis (HCA) and principal component
analysis (PCA) showed that there were differences between the infrared spectra of the two groups. The HF
and RF samples were cleatly separated from each other in 1200-800 cm! spectral region with 83% variation
and 100% accuracy.

Keywords: ATR-FTIR spectroscopy, hypoallergenic formula, infant milk formula, multivariate analysis
methods

STANDART VE HiPOALERJENIK BEBEK SUTU FORMULLERININ ATR-
FTIR SPEKTROSKOPISI VE COK DEGISKENLI ANALIZ YONTEMLERIYLE
INCELENMESI

oz

Bebek formiilleri, bebeklerin beslenme gereksinimlerini karsilamak icin tasarlanmis besinler ve
biyoaktif bilesenler icerir. Bebek formillerinin ¢ogu inek stti (CM) bazli normal formiillerdir. CM
en 6nemli alerjen kaynaklarindan biri oldugu icin CM aletjisi olan bebekler i¢in kismen ve yogun
hidrolize, aminoasit bazli gibi 6zel formiller bulunmaktadir. Bu calismada, Turkiye’de ticari olarak
satilan standart ve hipoalerjenik bebek stti formiillerinin molekiler farkliliklarinin ayirt edilebilmest
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amactyla zayiflatilmis toplam yansima (ATR)- Fourier Déntsimli Kizilétesi (FTIR) spektroskopisi,
kemometrik yontemlerle birlikte kullanidlmistir. Hipoaletjenik formill (HF) 6rneklerinde standart
formillere (RF) gére 6nemli derecede daha yliksek doymus yag asidi miktart ve niteliksel olarak daha
uzun zincirli yag asidi gruplarinin oldugu bulunmustur. Hiyerarsik kiimele analizi (HCA) ve temel
bilesen analizi (PCA) sonugclarina gbre, %100 duyarlilik ve %83 varyasyon ile en belirgin ayrimin
oldugu spektral bolge 1200-800 cm-! olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: ATR-FTIR spektroskopisi, bebek siitii formilii, hipoalerjenik formil, ¢ok

degiskenli analiz yontemleri.

INTRODUCTION

Although breast milk is the optimal source of
nutrition for infants, today, the use of ready-made
infant formula has increased due to reasons such
as insufficient breastfeeding or cutting off
breastfeeding of babies from women who have to
work.

Infant formula contains nutrients and bioactive
ingredients designed to meet the essential
nutrition to maintain and support adequate
growth and optimal health for infants and as a
suitable alternative to breast milk when a mother
is unable to breastfeed (Joeckel and Phillips, 2009;
Blanchard et al, 2013; Green Corkins and
Shurley, 2016). The most common infant
formulas are regular ones based on cow's milk. In
infant formulas, cow’s milk, whey protein
concentrate, demineralized whey, carbohydrates
such as lactose, maltodextrin, or sucrose and
vegetable oils were used. Vitamins and minerals
might be added to the formulas (Food and
Agriculture Organization, 1981). It is necessary to
adjust the whey/casein proteins ratio to support
better digestibility and the nutritional needs of the
baby (Blanchard et al., 2013). There are also
specialized formulas for infants showing signs
and symptoms of intolerance and with specific
medical conditions, including allergies (Heine et
al., 2002; Andres Martinez and Ballew, 2011;
Martin et al., 2016; Osborn et al., 2017).

Hypoallergenic infant formulas are advised for
infants who cannot be breastfed and have cow's
milk allergy (CMA), affecting 2-3% of all babies
(Dias et al., 2022). These formulas have shorter,
easier digestible and potentially less allergenic
proteins obtained by hydrolysis of larger protein
chains. There are 3 main varieties of
hypoallergenic formulas; partially, extensively
hydrolyzed, and free amino acid-based. The
partial or extensive cleavage of cow's milk

proteins obtained by peptidases is one of the most
effective methods of reducing allergic reactions to
these proteins. The American Academy of
Pediatrics (AAP) propounds the wuse of
extensively hypoallergenic formulas in babies and
children with milk allergies (American Academy
of Pediatrics, Committee on Nutrition, 2000).
The more extensively the formula hydrolyzes, the
less potentially allergenic compounds remain, and
the better an allergic infant can tolerate it.
Morteover, free amino acid-based formula is
formulated with 100% free amino acids for
infants whose symptoms of hypersensitivity
persist on extensively hydrolyzed cow’s milk
protein (Nocerino et al., 2021). There is a research
about the negative effects of the cow milk
processing into the hypoallergenic formula. This
research aimed to decide the transforming growth
factor-beta (TGF-B) and the anti-inflammatory
activity of hypoallergenic and regular formulas.
The authors proposed that hypoallergenic
formulas do not have 7z vitro TGF-$ activity and
have anti-inflammatory  activity in
comparison with regular ones (Panahipour et al.,
2020).

lower

Infrared (IR) spectroscopy is a technique that has
been applied (mid-infrared (MIR) and near-
infrared (NIR)) in many fields such as food,
agriculture, medicine, biomedical applications,
and chemistry (Linker, 2011; Gok et al., 2015;
Bayari et al., 2020, Baltacioglu, 2022; Yonar et al.,
2022).

Infrared spectroscopic analysis is highly sensitive
and quick method to obtain high quality spectrum
of organic and inorganic compounds. It is a non-
destructive technique and can identify even small
amount of samples without the requirement of
sample preparation by its attenuated total
reflectance  unit (ATR). Combined with
multivariate analysis such as hierarchical cluster
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analysis (HCA) and principal component analysis
(PCA), FTIR has been useful for additive
detection in a variety of food products and
routinely used in the dairy industry to determine
milk components such as fat, protein, and lactose
(Wang et al., 2009; Gok et al., 2015; Granato et
al., 2018; Rovere et al., 2021). FTIR spectroscopy
has been used to measure the amount of
melamine and cyanuric acid in milk and infant
formula powders (Mauer et al., 2009; Lu et al.,
2009; Jawaid et al., 2014; Huang et al., 2014;
Garcia-Miguel et al., 2018). It can be concluded
that FTIR spectroscopy coupled with multivariate
classification allows for rapid and robust
identification and quantification of adulterants in
food even if their concentrations are very low.
The analysis of whey protein powder intentionally
adulterated with either protein or amino acids was
carried out by mid-infrared spectroscopy. This
study provided evidence that product tampering
can be easily monitored with IR method (Saxton
and McDougal, 2021). Another study which
aimed to observe iron-induced oxidation in liquid
infant formula using IR spectroscopy claimed that
IR spectroscopy was able to identify the spectral
changes specific to lipid oxidation (Daoud et al,
2020). Milk fat and its fatty acid (FA) composition
are important in dairy production and human
health. Rovere et al. used infrared spectral data to
predict FA composition in milk (Rovere et al,
2021).

There are no any other studies to demonstrate the
spectral  differences between regular and
hypoallergenic infant formulas. The aim of the
present study was to develop a fast, accurate and
reagent free analytical method for determining the
spectral differences in fat, protein, carbohydrate
of  hypoallergenic and regular formulas
commercially available in the Turkish markets by
using ATR-FTIR spectroscopy in combination
with multivariate data analyses.

MATERIALS AND METHODS

Sampling

Different random commercial regular (n=6) and
hypoallergenic (n=5) infant formula powder
samples for babies up to 6 months of age were
purchased from markets in Turkey.

ATR-FTIR spectral data collection and data
analysis

ATR-FTIR spectra were recorded on a Perkin
Elmer Frontier model FTIR spectrometer (Perkin
Elmer Inc., USA) equipped with a Quest single
reflection attenuated total reflectance (ATR)
accessory (Specac Ltd., UK). A small quantity of
the infant formula samples was placed on the
diamond ATR crystal plate. To check the
reproducibility of the identical spectra, three
spectra for individual formula samples were
collected in an absorbance mode over the range
of 4000—450 cm! at 4 cm™! and 64 co-added scans
at room temperature. Prior to sample
measurement, a background spectrum of the
empty, clean ATR crystal was recorded which is
automatically subtracted from the recorded
spectra of the samples by using Perkin Elmer
Spectrum  software (version 10.03.06). The
average spectrum was taken for each sample and
the baseline corrected average spectra were
normalized with respect to V(OH) band (3650-
3030 cm1).

The area values under the spectral bands are
proportional to the concentration of the
respective molecules /the functional groups in
the samples. Information about the relative
concentration of the respective molecules in the
samples can be obtained by the band area/band
intensity analysis (Bayari et al., 2020; Akgun et al.,
2021; Yonar et al., 2022). The infrared integrated
band area ratios to evaluate spectroscopic data
and their suggestions are listed in Table 1.

Multivariate analysis methods

HCA and PCA were performed to discriminate
the HF groups from RF groups based on their
spectral differences using Unscrambler X 10.3
software (Camo Software Inc., Norway). The
average baseline corrected vector normalized
spectra were used for HCA. The similarities
between the spectra are determined by using
distance calculation and classification algorithms.

The results are displayed as dendrograms
constructed using Ward’s algorithm.
Heterogeneity values in the dendrograms

represent the magnitude of the similarity and its
higher values indicate higher dissimilarity between
the groups.
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Table 1. The integrated spectral regions and interpretation for the infrared bands used in this study

Integrated band area ratios

Indication

CHa as stretching / CH3 as stretching

CHz as stretching / (CH> as stretching +CHa s stretching)
HC=CH olefinic band/ (CH as stretching +CHz s stretching)
ester C=0 stretching / (CHz as stretching +CH> s stretching)

aliphatic acyl chain length of fatty acids
saturated lipids content
unsaturation index

carbonyl amount

PCA is a mathematical tool that aims to represent
the variation present in the dataset (Nieuwoudt et
al., 2004; Granato et al., 2018;) and used to reduce
the dimension of datasets by transforming the old
coordinate system (peaks) into the new
coordinate system (PCs). In PCA, each spectrum
is characterized with a single point on scores plot
with axes called principal components (PCs).
Loadings plot that displays the variables make the
greatest contribution to the principal components
is calculated for each PC (Wold et al., 1987).

Prior to analysis, FTIR spectra were pre-
processed by performing baseline correction and
vector normalization without doing smoothing or
any additional pre-processing (Esbensen, 2010).
Initially, mean-centered PCA was conducted over
whole region, 3050-2800 and 1800-800 cm-!
spectral regions for the studied groups and then,
the best spectral regions as 1700-1500 and 1200-
800 cm~! were chosen from the loading plots for
the analyses. PCA results are presented as score
and loading plots.

Statistics

The results were expressed as mean * standard
error of mean (SEM). The data were evaluated
using an unpaired (independent) t-test in
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.) to
compare the means of the studied groups (two
independent groups- regular and hypoallergenic
infant formulas) for determining the significance
of the difference between them. P<0.05 was
considered as statistically significant. The degree
of significance for the comparison of the
hypoallergenic formulas with respect to regular
ones was denoted as *P<0.05, *P<(.01,
*xP<0.001, **+*P<0.0001.

RESULTS AND DISCUSSION

ATR-FTIR Spectra

Figs. 1A and B show the average ATR-FTIR
spectra of the regular (RF) and hypoallergenic
infant formula (HF) samples, respectively. Table
2 presents the band assignment of the main bands
in agreement with the literature (Sjaunja 1984;
Guillén and Cabo, 1997; Kaylegian et al., 2009;
Santos et al., 2013; Grelet et al. 2015; Botelho et
al,, 2015; Ye et al., 2017; Wiercigroch et al., 2017;
Balan et al., 2020).

The mid-infrared spectrum contains specific and
characteristic absorption bands arising from the
functional groups of various biomolecules such as
fats, proteins, and carbohydrates. FTIR is widely
used for  qualitative and  quantitative
determination of food components.

Whole cow’s milk contains 3.2-4.7% fat
depending on particularly feeding strategies. Milk
fat contains a complex mixture of vatious lipid
substances. These are primarily triglycerides and
fatty acids (FAs). Milk fat contains saturated FA
and monounsaturated FA, approximately 60-
70%, 20-35% and 5%, respectively (Djordjevic et
al,, 2019).

To obtain information about spectral parameters
such as the amount of unsaturation level in fat and
aliphatic acyl chain length of FA and the amount
of carbonyl group in samples, the integrated area
ratios of some specific bands were calculated
(Table 1, Fig. 2A-D).

The band area ratios related to saturated FA
content and aliphatic acyl chain length in FAs
were found to be significantly higher in HF group
compared to RF group (Fig. 2A, B) indicating the
higher saturated FA content and the presence of
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qualitatively longer acyl chained FAs. In addition,
there is a unique vibrational band of unsaturated
lipids approximately at 3008 cm™ which is
assigned as olefinic C=CH stretching vibration
and can be employed for the content of
unsaturated FAs. The molecular fingerprint
region also contains some considerable lipid-
associated spectral bands such as carbonyl (C=0)
stretching mode of the lipids located at 1744 cm-
1. The band area ratios related to the carbonyl

amount and unsaturation index (Table 1) were
found to be lower in HF group compared to RF
group (Fig. 2C, D). The unsaturation index was
obtained by taking the ratio of olefinic band area
to total saturated FA areas (Table 1). For
hypoallergenic infant formulas, increases in the
areas of all saturated or unsaturated fatty acids are
observed. So the decrease observed in
unsaturation index, considering not significant,
demonstrates the more increase of saturated FAs.

HF5
HF4 v
HF3 !
HF2
HF 1

Absorbance (a.u.)

AN

T T T
4000 3500 3000 2500

T T T
2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

RF6
RF5
RF4
RF3

Absorbance (a.u.)

RF2
RF1

T T T
4000 3500 3000 2500

T T T T
2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

Fig. 1. Comparative ATR-FTIR spectra of A) hypoallergenic (HF) and B) regular infant formula (RF)
samples in the 4000-450 cm! region.
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Table 2. Assignments for the main bands in the FTIR spectrum of infant formula®

X;ze)number Band Assignment Presence status
3300 O-H stretching vibrations of water HF and RF
3008 Olefinic =CH stretching vibration HF and RF
2954 CH; group: C-H antisymmetric stretching HF and RF
2923 Aliphatic CHz group :C-H antisymmetric stretching HF and RF
2901 C- H stretching RF
2872 CH3; group: C-H symmetric stretching HF and RF
2853 Aliphatic CHz group: C-H symmetric stretching HF and RF
1744 Carbonyl C=0 stretching -triglyceride esters HF and RF
1648 Amide I: C=0O and C-N stretching vibration RF
1608 N-H bending of a primary amine ii_%:jei??lﬁ:;)n free amino
1584 Carboxylic acid: COO" antisymmetric stretching iif::‘;ﬁ‘ﬂ;g frec amino
1538 Amide II: N—H in plane bending and C—N stretching RF
1512 N-terminal amino group: NH;3* scissoring HF
1467 CH: group (C-H bending), fat HF and RF
1455 CH: , CH; groups (C-H asymmetric bending ) HF and RF
1396 Carboxylic acid: COO~ symmetric stretching ii_%::‘;??}l;i; frec amino
1378 CHj3 group (C—H bending ) RF
1350 C-O stretching, deformation CH, HF
1270 Amino acid side-chain vibrations ggs)(free amino. acid-based
1260 Amide ITI C-N stretching RF
1244 C-O-C stretching-carbohydrate HF and RF
1148 C-O-C ether stretching-carbohydrate Egh;n\iaiiug;gs Eﬁ"ﬁgs
1115 C-O-C stretching- carbohydrate RF
1102 O=P-0O or ph(?sphate gtoup of the casein proteins / HF
C-O-C stretching of carbohydrate
1076 C-O, C-C, C-H stretching -carbohydrate HF and RF
1030 C-O stretching —carbohydrate (polysaccharide skeleton) RF
1018 Phenylalanine-protein/C-O stretching vibrations of glucose  HF and RF
988 C-H out-of-plane bending HF and RF
896 C-H out-of-plane bending RF
846 Carbohydrate HF

2 The assighments are according to the literature [(Sjaunja 1984; Guiilen and Cabo, 1997, Kaylegian et al., 2009,
Santos et al. 2013; Grelet et al. 2015; Botelho et al., 2015; Ye et al., 2017; Wiercigroch et al., 2017; Balan et al.,
2020]. RF, Regular infant formula, HF, hypoallergenic infant formula
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Figure 2. Bar graphs of some band area ratios related to relative amounts for RIF and HF groups. A)
saturated lipid content, B) aliphatic chain length, C) unsaturation index and D) carbonyl amount (The

degree of significance for the comparison of the diseased groups with respect to the control group was
denoted as * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<(.0001).

Fats are the primary energy source in infant
formula, which provides 40-50% of the infant's
energy needs. The fat composition of infant
formula changes in accordance with the used fat
sources and the potential biological effects are
correlated with the diversity of saturated and
unsaturated fatty acids. Cow and goat milk fats are
not suitable as only fat sources in infant formulas
due to large differences in fatty acid profiles,
which compared to human milk. Human milk has
a lower level of short-chain fatty acids and a
higher fraction of unsaturated and long-chain
polyunsaturated fatty acids than cow and goat
milk. These differences in fatty acid profile are
mostly due to differences in fatty acid synthesis
mechanisms between them. Because of these
differences, in infant formulas made from cow
and goat milk, vegetable oils are used as the
primary lipid source blended in a combination
that provides a similar fatty acid profile to that of
human milk (Delplanque et al., 2015; Byrne et al.,
2021). The major differences between human
milk and formulas are due to the various saturated
and unsaturated fatty acids, cholesterol, and

complex lipids. Fatty acid composition reflects
nutritional quality. The lipid composition of
infant formulas is essential, especially for babies
with special needs, as dietary fats are the source of
energy and may affect health. Long-chain
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) have
functional and structural role in infant
development. When there is a breakdown of the
oral tolerance mechanisms, immune responses to
ordinary food allergens can lead to food allergy
and it has been hypothesized that certain
nutrients, such as essential fatty acids, can
positively influence this process. trans fatty acids
and metabolites of long-chain PUFAs can
regulate immune function with their anti-
inflammatory properties (Mazzocchi et al., 2018).
Therefore, increased long-chain fatty acids and
unsaturated fatty acids in hypoallergenic formulas
are expected to be higher. Mendonga et al. (2017)
aimed to investigate the lipid content and to
identify the lipid profile of infant formulas. In that
study, the percentages of saturated fatty acids in
infant formula and human milk were given and a
higher total saturated fatty acid was found in the
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extensively hydrolyzed formula as compared to
the regular ones (Mendonga et al, 2017). We
found that the higher saturated lipid values
obtained for the hypoallergenic infant formulas
were in accordance with literature.

Proteins have major absorption bands such as the
amide I (~1650 cm!) and amide II (~1540 cm™)
bands in the mid-infrared region. The precise
vibrational frequencies of the amide I and II
bands depend on the attachment of nitrogen of
the N-H and the carbon of the C=0O bonds to the
peptide bonds. While these bands are observed in
regular formulas, they are not seen in
hypoallergenic formulas. A carboxylic acid from
the C-terminal and a primary amine from the N-
terminal will be formed during the hydrolysis of
the peptide bond. While the carbonyl group in the
peptide will be subjected to electron donation
from the nitrogen atom before hydrolysis, the C-
terminal carbonyl group will not any more
exposed to that donation after peptide bond
cleavage and the vibrational frequency of C=0O
stretching will take away from the 1650 cm! to
around 1700 cm! region (Poulsen et al., 2016). In
this case, the absorbance increase at 1744 cm-!
which is carbonyl C=0O stretching of triglyceride
esters suggests that carbonyl groups in protein
may also contribute to this increment. Moreover,
the amide II band should reduce during hydrolysis
since the C-N bond is cleaved. Due to the
forming of a primary amine as hydrolysis occurs,
N-H bending is found at approximately 1600 cm-
1. All these changes due to hydrolysis of proteins
are predicted to give an alteration in IR spectrum

(Fig 1).

The source of carbohydrates in breast milk is
lactose. Generally, alternative glucose-derived
polymers or sucrose-based carbohydrates are
used instead of lactose in infant formulas
(Strzalkowski et al., 2022). The absorption bands
located in the 1200-800 cm spectral region are
considered as the fingerprint region of
carbohydrates and dominated by deformational
modes of the C-H/CH; and C-C-O groups. It is
possible to distinguish bands characteristic for
mono and polysaccharides by analyzing the
functional groups in this region. The area ratios of
some bands related to carbohydrates present in
both formulas were evaluated and no significant
changes were found. However, due to the
complex structural properties of carbohydrates
analyses were made statistically based on the
spectral differences between the HF and RF
samples.

Cluster Analysis and Principal Components
Analysis

The HCA (Figs. 3 and 4) revealed the intragroup
similarity within the studied sample groups and
generated clusters in each group at the spectral
regions of 1700-1500 and 1200-800 cm! regions.
The successful differentiation in which all samples
are clustered in their own group was obtained in
the 1200-800 cm-! spectral region (Fig. 3). A
cluster with only one sample in the wrong group
was observed in the region (1700-1500 cm)
which contains mainly the protein functional
groups (Fig. 4). The sample observed in the
wrong group is a fully hydrolyzed hypoallergenic
formula containing rice protein.

‘Ward's method using Euclidean di:
o [HFS
g HF45 '7
o 4 HF3
E
S HF2
2 |—
= |_HF1
[RF6
]
£ _ RF1
& RF4
RF5
_RF3
0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Relative distance

Figure 3. Hierarchical clustering of the studied samples in the 1200—800 cm! spectral region.
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Figure 4. Hierarchical clustering of the studied samples in the 1700-1500 cm! spectral region.

Higher heterogeneity between the clusters
demonstrates higher dissimilarity among analyzed
groups. As seen from Figs. 3 and 4, the
heterogeneity was about 10 in the differentiation
of HF from RF that indicates higher
heterogeneity between hypoallergenic and regular
formulas.

In order to measure the efficiency of the
discrimination,  accuracy,  specificity — and
sensitivity based on the obtained clusters were
calculated as follows:

A _ TP+TN
couracy =Tp +IN+FP+FN
Sensitivity = TP+ FN
TN
Specificity = W
where;

-FP (false positive): number of RF
classified as HF,
-FN (false negative): number of HF
classified as RF,
-TP (true positive): number of HF
classified as HF,
-TN (true negative): number of RF
classified as RF.

samples
samples
samples

samples

The calculated accuracy, sensitivity and specificity
values were all 100% for 1200-800 cm! spectral
region, whereas 91, 80, 100% respectively for
1700-1500 cm-! spectral region. The most
excellent differentiation was achieved in the
1200-800 cm-! region.

PCA was applied to FTIR spectra of both groups,
producing a prominent discrimination (score
plot) of the different regular (RF) and
hypoallergenic infant formula (HF) samples. PCA
score plots and the corresponding loading plots
for these spectral ranges are presented in Figs. 5
and 6. The PCA scores plots shown in Fig. 5
demonstrated that the clusters of RF and HF
samples were clearly separated from each other in
the 1200-800 cm™ spectral region. The main
variation among the groups is along the first
principal component (PC-1), which describes
83% of the variation (Fig. 5). The observed
positive and negative peaks in the loading plots
given on the bottom panel of figures indicate
peaks which strongly affect the principal
components and contribute to the discrimination
of the groups under study. In Fig. 5, loadings plot
shows the peaks at 1148, 995, 926 and 846 cm™!
can be assigned to C-O/ C-C stretching, C-O-C /
C-C / C-O stretching, C-O/ C-C stretching of
ring and C-O/ C-C stretching of carbohydrate,
respectively (Wiercigroch et al., 2017). These are
positively correlated with PC-1. Moteover, the
absolute value of the peak at 1067 cm™ is
negative, indicating that PC-1 is negatively
correlated to this wvariable. Even very small
spectral  differences of the carbohydrate
functional groups contribute to the separation in
this spectral region in PCA and HCA analyzes
(Figs. 3 and 5).
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Figure 5. PCA scores and loadings plots for all of the samples over 1200-800 cm!

The successful differentiation was also obtained
in the 1700-1500 cm~! spectral region with only
one sample in the wrong group (Fig. 6). The main
variation among the groups is along PC-1, which
describes 87% of the variation. The observed
positive and negative peaks in the loading plots
given on the bottom panel of figure indicate peaks
which strongly affect the principal components
and contribute to the discrimination of the groups
under study.

In Fig. 6, loadings plot shows the peaks at 1608,
1583 and 1510 cm™ which are positively
correlated with PC-1 and at 1657 cm~! which PC-
1 is negatively correlated with that peak. These
changes are thought due to the formation of
primary amines from new N-terminals and

formation of carboxylic acid from the C-terminals
because of the peptide bond hydrolysis.

Although we could not show the contextual
changes in the major protein bands amide I and
II (not observed in HF samples), very clear
clustering (high heterogeneity and 91% accuracy
or high variation in PCA) was observed in the
1700-1500 cm™ region from PCA and HCA
results based on spectral changes in RF and HF.
This is an indication that the changes related to
the hydrolysis process of milk proteins in
hypoallergenic formulas are directly reflected to
their IR spectrum.
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Figure 6. PCA scores and loadings plots for all of the samples over 1700—1500 cm-!

CONCLUSION

IR spectroscopy was used to monitor the
absorbance changes of infant formula powders.
The results of the present study indicate that there
are many reasonable variations between the
spectral parameters of regular and hypoallergenic
infant formula samples which come from the
difference in ingredients and enzymatic hydrolysis
of milk proteins.

A relatively high fat amount compared to protein
was found in the infant formula powder. Higher
saturated fatty acid content and qualitatively
longer acyl chained fatty acids were observed in
hypoallergenic formulas. ATR-FTIR
spectroscopy combined with multivariate analysis
allows the receiving of useful information by
single rapid measurement for the classification of
infant powder samples. Successful differentiation
of regular and hypoallergenic formulas with 83%

variation and 100% accuracy was obtained by
HCA and PCA based on spectral differences.

This study reveals the potential power of FTIR
spectroscopy for highly sensitive prediction of
differences in molecular content of infant foods.
FTIR spectroscopy can effectively distinguish
protein hydrolysates and different enzymatic
processes.
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ABSTRACT

In this research, drinkable hazelnut milk (HM) processed from the Tombul variety was supplemented with
a ratio of 20, 40, and 60% roschip (Rosa canina L.) (R) and strawberry (Fragaria sp.) (S) pulps as Vit-C sources
and stored to determine physicochemical changes for 6 weeks at 4 and 25 °C. The influence of temperature
(D), time (), and contribution ratio (CR) factors on R and S-HM beverages was statistically significant (P
<0.05). The evident changes in beverages were in total phenolics (ITP) and antioxidant activity at the end of
6 weeks’ storage. R1, R2, §2, and S3 formulations were the most liked for general acceptability scores, also,
selected R and S purees were compatible with hazelnut milk. The optimum shelf life of R-HM and S-HM
mixtures was calculated between 6-8 weeks at 15 °C using TP and Vit-C regression equations (R?= 95.07-
99.45%).

Keywords: Hazelnut milk, plant-milk beverages, physicochemical properties, functional food, modelling,
stability

VIT-C KAYNAKLI MEYVELERLE ZENGINLESTIRILMIS FINDIK
ICECEKLERININ BAZI FIZIKOKIMYASAL VE DUYUSAL OZELLIKLERI VE
RAF OMRU

0z

Bu arastirmada, Tombul ¢esidinden islenen igilebilir findik stitine (HM) %20, 40 ve %060 oraninda
kusburnu (Rosa canina L..) (R) ve cilek (Fragaria sp.) (S) pulplari ilave edilmis, Vit-C kaynagi olarak ve
fizikokimyasal degisiklikleri belitlemek icin 4 ve 25 °C'de 6 hafta siireyle depolanmustir. Sicaklik (7),
sire (4 ve katki orant (CR) faktorlerinin R ve S-HM icecekleri tizerindeki etkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (P <0.05). Iceceklerdeki belirgin degisiklikler, 6 haftalik depolamanin sonunda
toplam fenolikler (TP) ve antioksidan aktivitede olmustur. Genel kabul edilebilitlik puanlarina gore
en ¢cok R1, R2, S2 ve S3 formiilasyonlari begenilmis, ayrica segilen R ve S plirelerinin findik siiti ile
uyumlu oldugu belirlenmistir. TP ve Vit-C'ye ait regresyon denklemleri kullanilarak R-HM ve S-HM
karisimlarinin optimum raf 6mri, 15 °C'de 6-8 hafta arasinda hesaplanmugstir (R2= %95.07-99.45).
Anahtar kelimeler: Findik siitd, bitkisel siitlt icecekler, fizikokimyasal 6zellikler, fonksiyonel gida,
modelleme, stabilite
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INTRODUCTION

Hazelnuts, a good energy source (640 kcal /100
@), contain 10-24% protein with 68-72%
digestibility and about 62% oil. Also, 25 grams of
hazelnuts supply 24% and 25% of the daily
vitamin E and B6 needed. On the other hand,

hazelnut is a rich food with complex
carbohydrates  called dietary fibre and
phytochemicals such as  phenolics and

phytosterols (Koksal et al., 2006; Yorulmaz et al.,
2009). Hazelnut is one of the most including Fe
(3.4-5.8 mg/100 g) and Ca (209 mg/100 g) in
vegetable-origin nutrients. These minerals should
be consumed with vitamin C soutce foods
(rosehip, citrus juices, kiwi, etc.) for absorption
into the body (Simsek and Aykut, 2007).

Plant-based milky products (legumes, cereals,
nuts, seeds, and so-called cereal milk) are
homogenized after cooking with water,
supplemented with vitamins, minerals, and
sweeteners, and packaged and sterilized in the
same way as fresh milk (Sethi et al., 2016). On the
other hand, researchers emphasize that plant-milk
products are alternative food for lactose
intolerant, those sensitive to cow's milk, and
allergic to milk proteins. In particular, the demand
for these products increases day after day because
of their high digestibility, the absence of
cholesterol, non-allergic proteins, unsaturated
fatty acids, low in calories, Vit E, mineral
substances, rich in carbohydrates and dietary fibre
(Kundu et al., 2018). One of the problems faced
by poor people in developing countries is not
getting enough protein. To address this problem,
promoting policies use of low-cost and high-
quality ~ proteins  should be  advanced
(Albuquerque et al,, 2015).  Plant-based milk
products may be a solution for a poor economic
group of undeveloped countries, where animal
milk supply is insufficient (Sethi et al., 2010).

There are studies in the literature about plant-
based milk by different researchers. For example,
some physicochemical parameters belonging to
peanut, soybean, and coconut milk (Belewu and
Belewu, 2007), almond milk (Hasan, 2012),
Bambara peanut milk (Murevanhema and Jideans,
2015), irradiated tiger nut milk (Okyere and

Odamtten, 2014), peanut yoghurt (Isanga and
Zhang, 2009), and stability of peanut milk-mango
mixture (Zhang et al., 2011) had studied by
different researchers. Also, Albuquerque et al.
(2015) reported changes in the physical-chemical
properties of peanut milk enriched with umbu
and guava pulp stored for 150 days at 18 °C.

Besides, the effect of  high-pressure
homogenization and heat treatment on the
physicochemical properties and physical stability
of almond nut (Bernat et al., 2014), coconut
(Tangsuphoom and Coupland, 2005), and soy
milk (Cruz et al, 2007) was investigated. In
another study, the optimal conditions for
homogenization and sterilization in hazelnut milk,
and the effects of stabilizers on the stability of
hazelnut milk were defined by Lt et al. [2009]. In
recent years, the optimum fermentation
conditions of hazelnut milk-kefir mix (Liu and
Zhou, 2012), the shelf-life (Bernat et al., 2015),
and the antioxidant activity (Maleki et al., 2015) of
fermented hazelnut milk with lactic acid bacteria
were investigated under different storage
conditions. Furthermore, Ermis et al. (2018)
identified that spray-drying and freeze-drying
techniques had a similar effect in obtaining high-
quality hazelnut milk powder. Although many
researchers have worked on hazelnut milk, there
is almost no information about the milk prepared
from nut and fruit extract mixtures.

This work aimed to study the main characteristics
of hazelnut milk enriched by roschip and
strawberry puree (rich in Vit-C) and revealed by
mathematical equations the shelf-life of enriched
hazelnut milk at 4 and 25 °C for 6 weeks.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Tombul hazelnut cultivar and strawberry fruit
(Albion (Fragaria sp.) in the 2017 harvest period
were collected in the Ordu province. Strawberry
fruits were converted to puree by pulper
(Moulinex Masterchef 750 duotronic). Rosehip
truit (Rosa canina 1.) purees as a commercial

sample were obtained from Turkish producers
(Onciiler Food-Nesil Food Industry and Trade
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Ltd. Co., Merzifon) in a 2.5 kg plastic aseptically
filled package that does not contain any additives.
Preparation of hazelnut
formulations

Hazelnut milk (HM) was converted from
hazelnuts with a combination of production
techniques: soybean, almond, peanut milk, etc.
(Wallace and Khaleque, 1971; Rubico et al., 1987;
Maghsoudlou et al., 2016). Hazelnuts between 11-
13 mm were roasted at 155 °C for 45 minutes,
cooled, and removed from their pellicle. After
adding tap water (water: hazelnut, 2:1), the
mixture was cooked at 100 °C for 20 minutes and
passed through a grinder, and then made up to 5lt
water. The rosehip, strawberry pups and sugar
based on the weight of hazelnut milk were added
respectively as 20% (R1, S1), 40% (R2, S2), 60%
(R3, S3) and 6%. Then, the mixtures were
transformed into drinkable hazelnut beverages
with a homogenizer within 5 minutes with a
gradual increase rate from 6500 rpm to 24000
rpm, placed in glass jars (200 ml), pasteurized at
85 °C for 15 minutes and stored for 6 weeks at 4
and 25 °C after cooling.

beverage

Methods

Physicochemical analysis

The dry matter (DM) was determined with kept at
70 °C (Ecocell, Germany) for 4 hours and
calculated as % with weight difference. Water-
soluble dry matter (SDM) was measured by a
refractometer (HANNA) at 20 °C. The pH values
of the samples were detected by a pH meter
(Mettler Toledo seven compact S210). Total
acidity (TA) in R-HM and S-HM were specified
using 0.IN NaOH and expressed as malic and
citric acid in terms of g/100g, respectively
(Cemeroglu, 2010). The absorbance of the red
colour of hydroxymethylfurfural (HMF) with p-
toluidine and barbutyric acid was determined by a
spectrophotometer (Shimadzu UV mini-1240) at
550 nm wavelength (Cemeroglu, 2010). Vit-C was
identified by spectrophotometric measurement of
the colour of the ascorbic acid reaction with the
2,6-dichloro-phenol indophenol solution
(Cemeroglu, 2010). The total monomeric
anthocyanins (AC) concentration was calculated
by the pH differential method using a
spectrophotometer such as mg cyanidin-3-

glycoside/L (Cemeroglu, 2010). The antioxidant
activity (AA) of the samples was determined by
the DPPH-RSA (DPPH-radical scavenging
activity) method based on measuring the strength
of a purple-coloured compound, 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazase (DPPH) radical. The results were
expressed as mol TE/g by using the Trolox
standard curve (Cemeroglu, 2010). Total
phenolics (TP) were assigned by
spectrophotometric measurement of the colour
of phenolic compounds with the Folin-Ciocalteu
solution in the alkaline medium as gallic acid
equivalent (mg GAE/100 g sample) (Singleton
and Rossi, 1965). The viscosity (V) was measured
in cP (centipoise) using a viscometer in a 35 ml
sample cup at 20 °C (And SV-10 SineWave Vibro
Digital Viscometer). Hunter L*, a*, and b* values
of products were measured by a color meter
(Konica Minolta Cr-410). Stability (serum
separation rate, SSR) was calculated by the % ratio
of the volume of serum separated during storage
periods (0, 2, 4, and 6 weeks) to the total volume
(Bernat et al.,, 2015). The sugar profile of the
samples was determined by HPLC (Thermo
Scientific Dionex Ultimate 3000) after filtration
and precipitation with Carrez 1 (IK4Fe (CN)e.
3H,0) and Carrez 2 (ZnSO4.7H>0) solutions.

HPILC Conditions
Column: Thermo
4.6x250mm (5w)
Mobile Phase: %80:20 v/v, ACN (acetonitrile):
H2O (water)

Flow Rate: 1.3 ml /min

Tempetature: 30 °C

Injection Volume: 20 ul

Detector: ERC Refractomax 521RID Detector
Pump System: Thermo Scientific SR 3000
Degasser: MPMINIPURE SUPER UP M
Column oven: Thermo Scientific TCC-3000
Program: Chromeleon

Scientific Gold Amino

Sensory analysis

Pasteurized and cooled R and S-HM formulations
were matured for 24 hours to balance the color,
aroma, texture (mouth feeling), structure-
consistency (test with a spoon), and flavor.
Sensory parameters were scored by 10 panellists
trained in Food Engineering using a hedonic scale
(Worst rating: 1, Best rating: 5).
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Statistical analysis and modelling
Experimental design was established in 96
samples with 2 fruit purees x 3 contribution ratio
(CR) x 2 storage temperature (T) x 4 storage time
() x 2 repetitions. MINITAB 18 program was
used for the statistical analysis (ANOVA and
Tukey's multi-compatison test) and modelling.

RESULTS AND DISCUSSION

The physicochemical properties of hazelnut
beverage formulations

Table 1 shows some physicochemical properties
of drinkable hazelnut beverages enriched with R
and S puree at different concentrations.

Table 1 Some physicochemical properties of hazelnut milk enriched with R and S purees (n= 2)*

P . Formulations
foperties R1 R2 R3 St 2 S3
DM (%) 22.08 £ 0.22 21.06 = 0.58 19.94 £ 0.03 23.56 = 1.08 2242 £ 1.57 21.85 £ 2.46
SDM (©Briks) 10.35 = 0.07 11.70 = 0.00 12.65 = 0.07 9.95 + 0.21 11.45 + 0.21 12.05 = 0.07
pH 5.02 = 0.01 4.40 + 0.02 412 +0.04 552+ 0.12 4.67 £0.01 432 1 0.01
TA (%) 0.141 £0.006 0.263 £ 0.011  0.400 £ 0.012  0.199 £ 0.040 0.308 £ 0.028  0.520 * 0.002
Sugar Composition (g/100g)
Glucose 0.356%0.021 0.803%0.018 0.931+0.041 0.833£0.047 1.73940.033 2.024+0.084
Fructose 0.448+0.028 0.944+0.003 1.076%0.020 0.915+0.024 1.129+0.023 1.914%0.006
Sucrose 6.57410.004 6.140+0.036 6.276%0.027 6.158%+0.021 6.15610.004 6.334+0.001
Total sugar 7.378%0.053 7.88710.050 8.283%0.089 7.906£0.091 9.024+0.059  10.271£0.092
HMF (mg/kg) 2.06 + 0.29 1.87 £ 0.02 2.08 + 0.28 4.10 £ 0.01 4.86 = 0.87 4.83 = 0.66
Vit-C (mg/100g) 17.66 = 0.46 21.80 £ 0.51 2496 = 1.31 11.31 £ 0.34 17.19 = 0.41 17.37 = 0.47
AC (mg/L) - - - 7.16 = 0.60 11.43 + 0.34 16.75 = 1.06
TP
(GAE mg/ 100g) 18348 £ 4.81 364.42 £ 6.95 556.78 £ 21.36  38.99 £ 2.46 60.57 £ 1.93 66.15 £ 0.60
DPPH-RSA (%) 63.37 £ 0.49 67.24 £ 0.02 73.96 £ 1.18 62.89 £ 0.30 64.98 £ 1.39 65.16 £ 1.37
AA 2197 £0.18 2341 £+ 0.07 25.92 + 0.44 28.25 £ 0.14 29.20 £ 0.63 29.29 + 0.62
(ng TE/mg sample)
V (Cp) 11.10 £ 0.42 21.60 £ 0.28 34.20 £ 0.85 28.55 + 0.64 87.45 + 0.64 206.50 £ 3.54
Hunter color values
L 51.78 £ 0.01 49.37 = 0.82 4317 £ 0.32 52.79 £ 0.92 51.21 £ 1.15 46.53 £ 0.15
a 6.74 £ 0.03 7.94 £ 1.26 11.11 £ 0.04 5.72 £ 0.03 7.46 = 0.08 10.50 £ 0.12
b 12.98 = 0.01 14.51 £ 0.57 14.11 £0.22 8.10 £ 0.01 8.19 0.11 7.66x 0.11

* Mean+Standard deviation (SD)

It is clear from the table that the addition of all
two purees caused a significant change in the
physicochemical properties of the samples. An
increase in puree concentration in the HM
samples caused a decrease in the DM and pH of
the final products. On the other hand, an
increasing trend was observed for SDM, TA,
glucose, fructose, sucrose, total sugar, Vit-C, TP,
DPPH-RSA, AA, V, Hunter L*, and a* values of
the samples. Hunter b* and HMF values showed
oscillation in similar limits. Motreover, as seen in
Table 1, the amount of AC tends to increase
according to the rise of S ratios (20, 40, and 60%).

Sensory evaluation of hazelnut beverage
formulations

Sensory evaluation results are shown in Fig. 1.
The R2 sample was the most admired by panellists

for color, flavor, and acceptability among R-
added hazelnut beverages. The roschip aroma has
suppressed the hazelnut aroma in the R2 and R3
examples. For this reason, the R1 product aroma
is thought to be more balanced and appreciated.
As a result of the evaluation, the rate of fruit puree
in the R-added products increased, the feeling
(texture) in the mouth was not affected negatively,
the flow rate from the spoon decreased, and the
consistency increased. The highest score was
given to the R3 sample by panellists. The additive
rates in the R1 and R2 formulations wete the most
appropriate according to the general acceptability
scores. S-added hazelnut beverages were more
liked with their increasing fruit puree ratio. It was
an expected result as the increased fruit ratio
lowered the product pH and caused the
anthocyanin pigment to give a more pronounced
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red color under acidic conditions (Cemeroglu,
2004). The S3 was more liked for color and aroma
among S-added groups. However, S3 was found
to be more viscous by the panellists and evaluated
with the lowest for structure-consistency and
texture (sensation in the mouth). Also, the S2 was
assessed with the highest texture and structure
consistency score by the thickening effect of
pectin and sugar in the strawberry structure. Also,
as the total sugar content of S was higher than R,

it increased the taste ratio, and therefore, the S2
flavor was the most liked. The general
acceptability scores of the S-added groups show
that the contribution rate in S2 and S3
formulations were most appropriate. Besides, the
panellists stated that R and S puree selected as
vitamin C sources are very compatible with
hazelnut milk and that the product obtained is a
cold drink that can be consumed with pleasure.

S1

weerOee- Color
R? —o— Aroma
m—m— Texture
————— - Structure-Consistency
—o— Flavor

R3 =0 Qverall Acceptability

Figure 1. Sensory evaluations of hazelnut milk supplemented with fruit puree

Change of some physicochemical properties
of hazelnut beverages during storage

In the second part of the study, some
physicochemical properties of the HM-fruit puree
mixtures stored at 4 and 25°C for 6 weeks were
analyzed statistically and obtained mathematical
equations that reflected the changes. As a result
of ANOVA (Variance analysis), the effect of CR,
T and 7 factors on the composition of R-HM and
S-HM mixtures was found significant (P <0.05).
Tukey multicomparison test results belonging to
means of physicochemical parameters that were
found significant are discussed below.

DM and SDM showed a slight increase in both
puree-added hazelnut milk. The pH values
decreased from 5.53 to 4.42 in R-HM and from
5.69 to 4.45 in S-HM as CR increased. On the

other hand, T and t factors and pH wvalues
increased until the end of the 4th week (4.51-4.95)
in R-HM samples, then decreased. Differently, S-
HM's pH values increased until the end of the 6th
week (4.83-5.16). Also, the pH increases at 25 C
in both types of hazelnut milk was higher than
those stored at 4°C. Moreover, the change in
titration acidity was consistent with pH (Fig. 2a).

Perhaps the reduction in acidity may have been
efficient in the damage of Vit-C. The increase in
titration acidity (reduction in pH) after 4 weeks
may be due to free fatty acids and amino acids
released by the breakdown of proteins and fats
with organic acids (Albuquerque et al., 2015). On
the other hand, CRx# and Tx/ interactions
increased the HMF content of all R-HM and S-
HM samples (Fig. 2b).
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HMF is also one of the decomposition products
of ascorbic acid and combines with amino acids
to form brown pigments (Cemeroglu, 2004). As a
matter of fact, in our study, ascorbic acid
decreased in increasing storage processes and
increased HMF. Moreover, according to the
contribution ratio (R3 and S3), the acid
environment and glucose amount increase the
rate of formation of the reaction in the formation
of levulinic acid and acetic acid with the
decomposition of HMF (Chang et al.,, 2000).
Indeed, the high total acidity in R3 and S3
confirms this approach.

Vit-C increased with increased CR, while it
decreased with increased # Vit-C losses in the last
week of storage were 47-53% in R-HM and 25-
32% in S-HM. There was no statistical difference
between storage at 4 and 25 °C (Fig. 2c). A study
on roschip puree determined that storage at
different temperatures and time causes a decrease
in ascorbic acid due to increasing temperature and
time (Kadakal et al, 2017). Another study
reported that the amount of ascorbic acid in
strawberries at 5, 10, and 25 °C, 15-day storage
was decreased between 53.2-57.3% (Derossi et al.,
2010). A similar study found that the ascorbic acid
amount of pasteurized strawberry juice decreased
by 63.7% after 3 months of storage at refrigerator
temperature 4-15 °C (Ayub et al., 2010). Also,
ascorbic acid degradation depends on many
factors such as storage time and temperature,
oxygen, light, pH, and mineral substances
(Cemeroglu, 2004).

In the S-HM beverages, anthocyanin (AC) was
affected by CRxTx7at the end of 6 weeks’ storage
at 4 and 25 °C. As CR, T, and ¢ increased, the
amount of AC decreased (Fig. 2d). The
decomposition of anthocyanins depends on many
factors such as storage temperature and duration,
pH, oxygen, heat, light, anthocyanin
concentration and chemical structure, and the
concentration of phenolic, enzyme, protein, and
minerals (Patras et al., 2010). Similarly, Zavala et
al. (2004) examined that the amount of
anthocyanin in strawberries decreased at 0 and 5
°C during the first 5 days of storage. In another
study, Oszmianski and Wojdylo (2009) reported

that the total anthocyanin content of 3 different
strawberry purees was decreased after storage for
4 months at 4 and 20 °C.

The total phenolics (TP) belonging to R and S-
HM increased with CR but decreased with 7 and
no significant differences were found for storage
at 4 and 25 °C. Also, the TP of the R groups was
higher than the S groups (Fig. 2¢). Similarly,
Zavala et al. (2004) affirmed that the effect of
different storage temperatures (0, 5, and 10 °C) on
the TP composition of strawberries was
significant. In a similar study on strawberries, the
TP was affected by temperature, humidity, and
storage time, but the change was not regular (Shin
et al. 2007). Reductions in the amount of TP can
be explained by the oxidation of phenolic
compounds or polymerization with proteins (Cao
et al., 2011). However, the decrease in the TP
could also result from the degradation of phenolic
structures due to an organic acid increase (Maleki
et al., 2015).

DPPH-RSA and AA values in our samples
showed oscillation during the first 4 weeks of
storage by CRxT, CRx# and Tx7 interactions (P
>0.05). Then, a slight increase in R-HM beverages
and a decrease in S-HM beverages were detected
in the 6th week of storage (Fig. 2f). In addition,
AA was expected to be higher in R group
beverages with higher TP and Vit-C, but they
were higher from S groups. The changes in
DPPH-RSA and AA may have been influenced by
the broken-down of antioxidant compounds such
as Vit-C, TP and AC (for S-HM) during storage.
On the other hand, the fact that AA is higherin S
group samples than in R group samples may be
caused by AC, phenolic compounds and
derivatives (flavonol, ellagic acid, p-coumaric
acids, ellagitannins and glycosylated derivatives of
ellagic acid) it contains. In addition, the difference
in the amount of Maillard reaction products with
known AA properties according to S and R pulps
may also have been affected (HMF is higher in S).

As the fruit pulp ratio increased, the increase in
viscosity showed a more significant increase in the
S group beverages compared to the R group, yet,
the change course of viscosity of samples stored
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at 4 and 25 °C was found to be similar. Consistent
with the pH change, the viscosity (V) of the
samples increased until the 4th week and
decreased at the end of the 6th week due to the
increase in CR, T and # (Fig. 2g). The difference in
the composition of the pulp, the amount of sugar,
organic acid, polysaccharide and protein it
contains, and the type of sugar is likely to affect
the viscosity. In addition, the degree of
pasteurization applied under these conditions
may have affected the formation of conjugates,
namely glycolization, differently. Xi et al. (2020)
determined that conjugates formed from the
interaction (glycolization) of proteins and sugars
in alkaline conditions are emulsifiers and viscosity
increases. The sugar type is effective, for example,
while glucose exhibits a higher glycolization,
dextran was more effective than glucose for
emulsion formation and stability. In addition,
emulsion stability decreased as the pH increased,
which was explained by the formation of
disulphide bonds and aggregation. Semenova et
al. (2002) summarized the gelation mechanism of
globular proteins in the presence of sugars in 3
ways. The first is to increase the protein gelation
temperature when sugar is present, the second is
to reduce the frequency of protein-protein
encounters with the continuous sugar phase is a
slower gelling rate increase in viscosity, and the
third is to heat at a temperature above the protein
denaturation heat and then cool. The third
process causes the formation of hard protein gels,
but when heated at a temperature below protein
denaturation heat or possibly for a short period
gives weaker gels. Bernat et al. (2015) reported
that the denaturation of protein with the effect of
the homogenization (62, 103, 172 MPa) and heat
treatment (85 °C-30 min or 121 °C-15 min)
process increases viscosity. Cruz et al. (2007)
explained that the ultrahigh-pressure
homogenization process applied to soy milk
increases the viscosity compared to the UHT
method, with the growth of particle surface and
internal friction. Yidiz and Alpaslan (2012)
determined that the viscosity values of rosehip
puree and marmalades were affected by pH,
pectin and sugar content and the degree of heat
treatment applied for production, also reported
that peanut drinks with higher processing

temperatures were more viscous. This situation is
probably due to changes in protein and
carbohydrate structures that were reported by
Rubico et al. (1987). Similarly, Wallace and
Khaleque (1971) have explained the increase in
viscosity in concentrated soymilk during
sterilization by the progressive unfolding and
aggregation of proteins.

One of the most important problems
encountered in the presentation of plant-based
milk is the serum separation from the emulsion.
In R-HM and S-HM beverages, the serum
separation rate (SSR) increased with an increase in
the puree rate (CR), temperature (1) and storage
time (/) except for R-HM stored at 25 °C. Also,
the rise in SSR of R1 for 6 weeks (45 days) at 25
°C was more than other R and S-HM beverages.
The SSR in R-HM beverages at 4 °C increased
with increasing the CR and #factors and decreased
at 25 oC with an increase in the CR. But, R1 was
stable for up to 6 weeks at 4 °C among all
formulations (Fig. 2h). S-HM beverages stored at
4 and 25 °C for 6 weeks showed a linear increase
between the increase in S puree ratio, T'and 7, and
SSR. SSR varied between 1.91% and 29.5% in R-
HM and 9.53-21.4% in S-HM over 45 days. In
addition, the increase in SSR was more in S-HM
stored at 25 °C and in R-HM stored at 4 °C.
Factors such as the composition of the fruit
(sugar, TA, protein, pectin, dietary fibre), the
amount of added sugar, and the gelation that
occurs as a result of thermal degradation during
pasteurization can be affected the SSR. As can be
seen from Table 1, increasing the pulp ratio
decreased the pH, and increased the amount of
TA and sugar, so the viscosity increased, the
probable cause was gelatination or protein
aggregation with the role of sugars (glycosylation).
Also, the destabilization in the samples may have
been caused by reaching the isoelectric point (pl)
in hazelnut milk with the added low-pH pH
purees and the precipitation of the proteins.
Similatly, Semenova et al. (2002) declared that at
pH<plI (protein isoelectric point), weakens as the
hydrogen bond between sugars and more
protonated protein molecules, sugars become
more effective than proteins in binding water
molecules, leading to protein dehydration and
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subsequently extensive protein aggregation.
Bernat et al. (2015) reported that fermented
hazelnut milk (pH=3.70-4.80, acidity= 0.100-
0.338) had serum separation of 25% after 28 days
of storage at 4 °C. They stated that this was due
to the low protein content in plant-based milk,
which acts as an emulsifier in oil-water emulsions.

In R and S-HM beverages stored at 4 and 25 °C,
only water was separated as a phase at the end of
the 2nd week, while 3 distinct phase separations
were observed after the 2nd week. Phase
separation was listed from the bottom to the top
as sediment of hazelnut flour, fruit puree-nut
milk, and water phase. The homogenization
process applied to the hazelnut milk may cause a
change in protein structure. Also, the
pasteurization temperature may have increased
the sedimentation rate by causing both protein
denaturation and fat droplets-protein flock or
fruit-fat-protein flock and an increase in particle
size (Bernat et al., 2015). For this purpose, Li et
al. (2009), for optimal stabilization of hazelnut
milk, suggested 0.08% carrageenan, 0.08% guar
gum, 0.1% sucrose fatty acid ester and 0.15%
compound stabilizer. Also, in the same study, the
optimum condition of homogenization and
sterilization was respectively determined to be 35
MPa at 70 °C and 20 min at 121 °C. Maghsoudlou
et al. (2016) reported that the application of
ultrasound-assisted stabilization to almond milk
to which modified starch, agar, and lecithin were
added prevented phase separation due to time and
thus preserved the stabilization. Hasan (2012)
determined that the sediment layer in
unprocessed almond milk stored at 4 and 25 °C
for 7 days is higher than in pasteurized almond
milk and lecithin-added almond milk. This
situation was explained by the fact that
homogenization applied before pasteurization
and heat treatment caused a more stable
distribution. On the other hand, lecithin added to
almond milk increased the physical stability and
balanced the particle distribution. In another
similar study, it was determined that the two-stage
homogenization (4-40 MPa) and heat application
(1 hour at 50-60-70-80-90 °C) ate effective in
maintaining emulsion stability in coconut milk
(Tangsuphoom and Coupland, 2005).

Hunter L*, a* and b* colour values of R-HM and
S-HM were determined to be affected by CR, T,
and 7 factors (p <0.05, ANOVA). Hunter L* value
decreased with increasing CR in R and S-HM
beverages and decreased in both formulation
groups during storage. While the decreases at 4
and 25 °C were statistically similar in R1 and S1,
the reduction became more pronounced as the
pulp ratio increased. Hunter a* value increased
with the increase in CR in R and S-HM beverages
and was more in the R groups. While the Hunter
a* value did not change in the R group samples at
both temperatures during storage, it decreased in
the S2 and S3 beverages and at 25 °C were more
than 4 degrees. Hunter b* values were increased
similarly to Hunter a* with increasing CR, and
increases were more in R group beverages than in
S groups. Although there were slight fluctuations
at both temperature degrees during storage, there
was a slight decrease in R2 and R3 in all samples,
and these decreases were found to be statistically
insignificant (P <0.05). The decrease in L*, a* and
b* values during storage was probably related to
the decomposition of carotene (R groups) and
anthocyanins (S groups) under the influence of
pasteurization and storage temperature and the
pH value of the environment. In the previous
study, Wang et al. (2015) reported that the colour
stability of strawberry juice is preserved at pH 3.0
ot below during production and storage, too small
changes in pH changed significantly the colour
stability of strawberry juice due to the pH-
dependent  characteristics and  molecular
structures of anthocyanins. Similarly, Buve et al.
(2018) reported that ascorbic acid content and
Hunter a* wvalues decreased with increasing
temperature and time as a result of storage (32
weeks) of pasteurized strawberry juice at different
temperatures (20, 28, 35 and 42 °C).
Mathematical for  Kinetic
Calculations

The mathematical equations of TP, Vit-C, Hunter
L*, a* and b* values, V, HMF and AC (for S-HM)
belonging to R-HM and S-HM beverages related
to T'and 7are given respectively in Table 2.

Equations
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Table 2. Mathematical equations showing the effects of T and # on some quality parameters of R-HM
and S-HM (P <0.001)

Il)\j[lll)& CR (%)  Parameter = Mathematical equations R2(%)
20 TP= 0.0 +69.87 T+ 2.7 - 2.469 T2- 7.20 2 + 0.377 T*¢ 95.07
20 Vit-C= 0.0 +4.422 T - 0.987 - 0.1496 T2- 0.1538 2 + 0.0102 T*7 98.32
20 Lx= 0.0 +15.039 T'- 0.853 #- 0.51788 T2+ 0.1297 £- 0.01025 T*¢ 99.96
20 a* = 0.0 +1.9303 T+ 0.1761 7- 0.06662 T2- 0.0184 2+ 0.00070 T*# 99.84
20 b* = 0.0 +3.8304 T-0.019 #- 0.13268 12- 0.0014 £+ 0.00140 T*7 99.87
20 V= 0.0 +1.993 T+ 3.63 #- 0.0728 12- 0.429 2 + 0.0517 T*¢ 97.77
20 HMF = 0.0 +0.4932 T'- 0.008 #- 0.01680 T2+ 0.1126 2 - 0.01004 T*7 96.59
40 TP= 78.8 + 69.87 T+ 2.7 #- 2469 T2- 7.20 £+ 0.377 T*¢ 95.07
40 Vit-C= 6.076 + 4.422 T'- 0.987 £- 0.1496 T2- 0.1538 2 + 0.0102 T*7 98.32
40 Lx= -2.966 + 15.039 T'- 0.853 #- 0.51788 T2+ 0.1297 £ - 0.01025 T*# 99.96

R.EM 40 a* = 1.622 +1.9303 T+ 0.1761 7- 0.06662 T2- 0.0184 £ + 0.00070 T*7 99.84
40 b* = 0.902 + 3.8304 T- 0.019 #- 0.13268 T2- 0.0014 £ + 0.00140 T*¢# 99.87
40 = 10.34 +1.993 T + 3.63 - 0.0728 12- 0.429 2 + 0.0517 T*7 97.77
40 HMF = 0.798 + 0.4932 T'- 0.008 #- 0.01680 T2+ 0.1126 £ - 0.01004 T*¢# 96.59
60 TP= 2534+ 69.87 T+ 2.7 +-2.469 12-7.20 £+ 0377 T*¢ 95.07
60 Vit-C= 8.436 + 4.422 T-0.987 #- 0.1496 T>- 0.1538 £+ 0.0102 T*7 98.32
60 L*= -8.017 + 15.039 T- 0.853 #-0.51788 T2+ 0.1297 £ - 0.01025 T*¢ 99.96
60 ak = 4.035 + 1.9303 T+ 0.1761 #- 0.06662 T2- 0.0184 £ + 0.00070 T*¢ 99.84
60 b* = 1.231 + 3.8304 T'- 0.019 #- 0.13268 T2- 0.0014 2 + 0.00140 T*7 99.87
60 V= 30.05 + 1.993 T + 3.63 #- 0.0728 T2- 0.429 £ + 0.0517 T*¢ 97.77
60 HMF = 0.207 + 0.4932 T- 0.008 7- 0.01680 T2+ 0.1126 £ - 0.01004 T*# 96.59
20 TP= 0.0 + 11.420 T+ 8.33 7- 0.3920 T2- 1.728 £~ - 0.0366 T*¢ 99.12
20 Vit-C= 0.0 + 3.484 T - 0.644 - 0.11977 T2- 0.0094 £- 0.00392 T*¢# 99.45
20 L*= 0.0 + 153871 T'- 0.099 #- 0.53107 T2+ 0.0280 £2- 0.00942 T*# 99.98
20 a* = 0.0 +1.938 T- 0.576 #- 0.06704 T2+ 0.0527 £+ 0.00021 T*¢ 97.12
20 b* = 0.0 +2.3235 T+ 0.1898 7- 0.07984 T2- 0.02646 £+ 0.00115 T*# 99.92
20 V= 0.0 +3.73 T+ 13.22 #- 0.122 T2- 1.37 £- 0.095 T*¢ 95.96
20 HMF = 0.0 +1.718 T- 0.117 #- 0.06156 T2+ 0.1741 2 + 0.0065 T*7 95.94
20 AC= 0.0 +2.499 T-0.739 7- 0.08743 T2- 0.0448 £+ 0.00427 T*¢ 98.10
40 TP= 15.77 + 11.420 T+ 8.33 - 0.3920 T2- 1.728 £- 0.0366 T*# 99.12
40 Vit-C= 4.957 + 3.484 T'- 0.644 #- 0.11977 T2- 0.0094 2 - 0.00392 T*¢ 99.45
40 L*= -1.777 + 15.3871 T- 0.099 7#- 0.53107 T2+ 0.0280 £- 0.00942 T*# 99.98

S HM 40 ak = 1.258 + 1.938 T'- 0.576 #- 0.06704 T2+ 0.0527 £+ 0.00021 T*# 97.12
40 b* = 0.0125 + 2.3235 T + 0.1898 7- 0.07984 T2- 0.02646 2+ 0.00115 T*7 99.92
40 V= 612+ 373 T+ 13.22#-0.122 T2- 1.37 £- 0.095 T*# 95.96
40 HMF = 0.333 + 1.718 T- 0.117 #- 0.06156 T2+ 0.1741 2+ 0.0065 T*# 95.94
40 AC= 3.691 + 2.499 T'- 0.739 #- 0.08743 12- 0.0448 £+ 0.00427 T*¢# 98.10
60 TP= 28.82 + 11.420 T + 8.33 #- 0.3920 T2- 1.728 £- 0.0366 T*# 99.12
60 Vit-C= 4.937 + 3.484 T-0.644 - 0.11977 12- 0.0094 £- 0.00392 T*¢ 99.45
60 Lx= -6.786 + 15.3871 T'- 0.099 7- 0.53107 T2+ 0.0280 £- 0.00942 T*# 99.98
60 a* = 2.839 +1.938 T- 0.576 #- 0.06704 T2+ 0.0527 £+ 0.00021 T*¢# 97.12
60 b* = -0.3106 + 2.3235 T'+ 0.1898 #- 0.07984 T2- 0.02646 £+ 0.00115 T*7 99.92
60 V= 186.6 + 3.73 T+ 13.22 #- 0.122 T2- 1.37 £- 0.095 T* 95.96
60 HMF = -1.790 + 1.718 T- 0.117 #- 0.06156 T2+ 0.1741 £+ 0.0065 T*# 95.94
60 AC= 7.243 + 2.499 T-0.739 #- 0.08743 12- 0.0448 £+ 0.00427 T*¢# 98.10

CR: Ratio of contribution, T: temperature (°C), # time (week)
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Temperature, (1) time (4 and fruit puree ratio
(CR) were effective on some quality parameters of
R and S-HM beverages. As a result of the
regression analysis of the data belonging to the
used quality parameters in determining the shelf
life, paraboloid regression was found very
important (P <0.001). Also, R2 values belonging
to mathematics equal for both puree-HM
beverages changed between 95.07-99.98%
(Tables 2). T and # linear (or primary), quadratic
(ot secondary) (12, ), and interaction (Tx7) effects
on all parameters of R and S-HM were observed
(P <0.001). Another significant result, the primary
(direct) or linear effects of 1" and 7 were higher
than the secondary effects in all parameters of
both R and S puree mixtures according to
coefficients in the regression equation.

The primary effect of T'was positive in the TP and
Vit-C  equations quality parameters for all
mixtures of both purees. Besides, the secondary
effect of T (1?) belonging to TP and Vit-C was
negative in all R and S-HM mixtures ratios. On
the other hand, while the secondary effect of #was
negative in both quality parameters, the primary
effect of 7 was negative in Vit-C and positive in
TP. The interaction (Ix/) effect was negative on
the TP and Vit-C equations of the S-HM
mixtures. It also showed a positive effect on the
same quality parameters of R-HM. Optimum
shelf life can be calculated from both equations,
assuming that Vit-C and TP are reduced by at
most half during the storage period in R and S-
HM beverages. As a result, the optimum shelf life
of 3 different mixtures of R-HM and S-HM was
calculated respectively as 6 and 8 weeks at 15 °C,
using the TP equation. On the other hand, the
optimum shelf life of R-HM and S-HM was
calculated as 7.5 and 8 wecks at 15 °C, using the
Vit-C equations.

CONCLUSION

The addition of R and S fortified the rich
composition of hazelnut milk with Vit-C,
phenolic compounds, sugars, organic acids,
colourants (anthocyanins, xanthophylls etc.), and
pectins. Hence, the obtained beverages might be
considered a new functional food with potential
health benefits, such as being suitable for obese

groups (decreased amount of oil due to dilution),
vegetarians, lactose-intolerant, or people allergic
to animal proteins. In this study, the addition of R
and S fruit pulps as a source of Vit-C, to hazelnut
milk, although it enriched the composition of the
hazelnut milk and improved its drinking
properties, negatively affected the stabilization
during the storage process. As it is understood, it
does not seem possible to eliminate the
stabilization problem in such foods by
homogenization only. Also, stabilizers should use
as an alternative solution. On the other hand,
based on the half-lives of the quality parameters,
the shelf life of the R and S-HM can be calculated

using the mathematical equations formed
between temperature and time.
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oz

Bu calismada 1skin bitkisi (Rbewm ribes) kokletinden biyoaktif bilesik eldesinde farkli ¢oziict tipleri
degerlendirilmistir. Yesil ¢6ziicii olarak kolin klortir ve laktik asit ile hazirlanan farkli molar oranda (1:1, 1:2,
1:3) derin 6tektik ¢oziictiler ve su kullanlmustir. Toplam fenolik bilesik miktart derin Stektik ¢oziicti ile etanol
ekstraktina benzer olarak yiiksek bulunmustur. Toplam flavonoid bilesik ekstraksiyonunda en yiiksek deger
etanol ile elde edilirken ikinci sirada derin 6tektik ¢oziicti gelmektedir. Antioksidan aktivite tizerine ise en
etkili ¢6zliciniin derin 6tektik ¢oziict (1:3) oldugu saptanmistir. Ek olarak temel bilesen analizi ile farkli
¢oziictler kullanilarak hazirlanan 1skin ekstraktlarinin biyoaktif icerik (toplam fenolik, toplam flavonoid
bilesik, antioksidan aktivite) acisindan benzerlik/farkliliklart degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, iskindan
biyoaktif bilesik ekstraksiyonunda organik ¢éziictlere alternatif olarak derin Stektik ¢oztictinin kullanimi
uygun bulunmustur.

Anahtar kelimeler: 1skin, ultrasonik ekstraksiyon, yesil ¢6zlict, temel bilesen analizi

IMPACT OF DEEP EUTECTIC SOLVENT ON PHENOLIC COMPOUND
EXTRACTION FROM Rheum ribes ROOTS

ABSTRACT

In this study, different solvent types were evaluated in obtaining bioactive compounds from rhubarb
(Rbeum ribes) roots. Deep eutectic solvents prepated with choline chloride and lactic acid in different
molar ratios (1:1, 1:2, 1:3) and water were used, as green solvents The total phenolic compounds were
found to be high with deep eutectic solvent similar to the ethanol extract. The highest value is
obtained with ethanol for total flavonoid compound extraction, while deep eutectic solvent comes
second. For the antioxidant activity, it was determined that the most effective solvent was the deep
eutectic solvent (1:3). In addition, the similarities/differences in terms of bioactive compounds (total
phenolic, total flavonoid compound, antioxidant activity) of rhubarb extracts prepared using different
solvents were evaluated with principal component analysis. As a result, the use of deep eutectic
solvent was found to be appropriate as an alternative to organic solvents in bioactive compound
extraction from rhubarb.

Keywords: Rhubarb, ultrasonic extraction, green solvent, principal component analysis
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Geleneksel olarak 1skin ya da 15gin adlart ile bilinen
Rbeum ribes bitkisi daglik bolgelerde yetismektedit.
Bu bitkinin Ttrkiye, Iran, Libnan basta olmak
tizere Rusya, Afganistan, Pakistan gibi iilkelerde
yetistirildigi bilinmektedir (Alaadin vd., 2007).
Turkiye’de 6zellikle Dogu Anadolu Bélgesi’nde
yetistirilen bir bitkidir. Buruk ve eksi tada sahip
olan 1skin bitkisinin kékleri, kabuk kismi soyularak
tiiketilebilmektedir. Cig olarak tiketilebildigi gibi
kavurma, salata ya da corba yapiminda da siklikla
kullanilmaktadir (Inaltong, 2015; Apuhan ve
Beyazkaya, 2019). Iskin farmasotik Szellikte bir
bitki olup, antimikrobiyal, antihiperglisemi ve
antioksidan  aktivite ~ gOsterdigi  yapilan
calismalarda rapor edilmistir (Farzami Sepehr ve
Ghorbanli, 2002; Akkus, 2018; Keser vd., 2020).
Ayrica 1skin bitkisi A, C ve E vitamini bakimindan
zengin olup selenyum diizeyi beslenme agisindan
yeterli orandadir (Munzuroglu vd., 2000).

Yesil ve strdirilebilir teknolojiler yoluyla bitkisel
matrislerden dogal bilesiklerin geri kazanimasi
literatiirde genis capta arastirilmis olup gelencksel
ekstraksiyon yontemlerine kiyasla  (sokselet,
maserasyon, petkolasyon vb.) bircok avantaja
sahiptirler (Reina vd., 2023). Ornegin, vyesil
ekstraksiyon teknikleri kullanilarak, yitksek tekrar
aretilebilirlik, distik ¢6ziict tiketimi, yiksek son
trtn safhigr ve digitk enerji tiketimi saglanabilir
(Chemat vd.,, 2020). Ultrasonik destekli
ekstraksiyon  yOnteminde ultrasonik  banyo
kullanilabildiginden kullanimi hem basit hem de
az maliyetlidir (Garcia-Salas vd., 2010). Bu
yontemin prensibi ultrasonlarin (20 kHz-100
MHz frekans) materyalden gegisine baglh,
stkistirma  ve genisleme dongtlerinin  neden
oldugu kavitasyon siirecine dayanmaktadir.
Kavitasyon kabarciklarinin patlamasi, parcactklar
arasi ¢arpismalara neden olur, bu da hucrelerin
bozulmasina ve ekstrakte edilebilir bilesiklerin

¢Oziiciye daha fazla difiizyonuna neden
olmaktadir (Panzella vd., 2020).

Cozich secimi ekstraksiyon prosediiriinde 6nemli
bir basamaktir (Stalikas, 2007). Bu amagla
ekstraksiyon  islemlerinde,  fenolik  bilesik
veriminde olumlu etki gOsteren, fakat goreceli
olarak uzun siire, yliksek maliyet, disiik kaynama

noktast, tutusabilitlik, toksisite ve biyolojik olarak
parcalanmama gibi bir¢ok dezavantaja sahip olan
organik ¢oziictler (metanol, etanol, hekzan vb.)
kullantlmaktadir (Welton, 2015). Yesil ¢bztctlerin
basinda gelen su, sadece polar ve hidrofilik
bilesikler icin etkili bir ekstraksiyon ¢ozuctstdur
(Zainal-Abidin vd., 2017). Bu nedenle, organik
cozlcllerle aynt mikemmel ekstraksiyon
Ozelliklerini sergileyen ancak diigik maliyetli ve
minimum ¢evresel etkiye sahip yesil ¢oziicilere
yonelik ylksek bir talep sonucunda derin 6tektik
cozlctler gelistirilmistir  (Tang vd., 2015;
Ruesgas-Ramén  vd., 2017). Derin  Stektik
¢ozlctler, uygun bir sicaklikta bir hidrojen bagt
alicist (HBA) ve bir hidrojen bagi donéri (HBD)
karistirilarak  hazirlanielar  (Abbot  vd., 2003).
Yaygin organik ¢oziiciilerle karsilastirildiginda
derin Otektik ¢ozlctler, disik fiyat, kolay
hazirlama ve kolay bulunabilirlik gibi bircok
avantaja sahiptirler. Ayrica ¢ogu biyolojik olarak
pargalanabilir ve ¢ok dustik toksisiteye sahiptir
(Radosevi¢ vd., 2015).

Bu calismada yesil ¢6ziicti ve yesil ekstraksiyon
yonteminin  kullanimi  amaclanmugtir.  Iskin
bitkisinin ekstraksiyonu sirasinda derin Stektik
¢ozlcl kullanimi Gizerine bir ¢aligmaya literatiirde
rastlanmamustir. Bu amacla, ultrasonik destekli
ckstraksiyon uygulamasinda 3 farkli molar oranda
derin 6tektik ¢oziici kullanilmis ve su, etanol,
metanol ve hekzan kullanilarak karsilastirma
yapilmistir. Temel bilesen analizi ile farklt
¢cozuiciler  kullandarak  hazitlanan  1skin
ekstraktlarinin fitokimyasal igerik (toplam fenolik
bilesik, toplam flavonoid bilesik, antioksidan

aktivite) acisindan benzerlik/farkliliklart
degerlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Iskin bitkisi Bayburt ilinde yerel ureticilerden
temin edilmistir. Analizlerden 6nce 1skin kékleri
soyulmus, 1.5 cm boyutunda dilimlenerek, 65

°Cde kututucu (Nuve, FN500, Tturkiye)
yardimtyla kurutulmustur. Kurutulmus triinler
ogutiiciden  (Aromatic, Fakir Hausgerite,

Almanya) gegirildikten sonra, ekstraksiyon islemi
icin buzdolabinda +4 °C sicaklikta saklanmistir.
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Calismada kullanilan tim kimyasallar analitik
safliktadir.

Yontem

Derin 6tektik ¢6ziiciilerin hazirlanmasi
CGalismada hidrojen bag alicist (HBA) olarak
kuarterner amonyum tuzu olan kolin klorir,
hidrojen bag donérii (HBD) olarak ise laktik asit
kullanilarak farkli molar oranlarda (1:1, 1:2, 1:3)

hazirlanmistir.  Derin =~ 6tektik  ¢oziiciler
olusturulduktan  sonra,  yiksek  viskozite
olumsuzlugunu bertaraf etmek adina tim

¢Ozucllere kiitlece %50 oraninda saf su ilave
edilmistir. Karisim daha sonra homojen renksiz
bir sivi elde edilene kadar calkalamali inktibat6r
(Heidolph, Unimax 1010, Almanya) kullanilarak
30 °C ve 180 rpm'de karstirilmis ve ardindan
reaksiyona girmemis serbest asitleri uzaklastirmak
amactyla, 80 °C'de 12 saat bekletilmistit (Xu vd.,,
2016).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Ekstraktlar, ultrasonik destekli ekstraksiyon
yontemi kullanilarak  hazirlanmistir.  Cozict
olarak 3 farklt derin 6tektik ¢ozlict, katrsilastirma
yapmak amacityla da saf su, etanol:saf su (%50
v/v), metanol:saf su (%50 v/v), ve hekzan:saf su
(%50 v/v) kullanilmistir. Calismada kullanilan
cozuciler Cizelge 1’de sunulmustur. Kati/¢6ztict
orant 1/10 g/ml. olacak sekilde 6rnekler
hazirlanmustir.  Ekstraksiyon islemi ultrasonik
banyo  (Kudos, = SK2210HP,  Hindistan)
kullanilarak %100 giicte 60 dakika boyunca
uygulanmustir. Ekstraksiyon sonunda 6rnekler 30

dakika boyunca 2282Xg hizinda santrifgj
(Hermle, 326K, Almanya) islemine tabi
tutulmuslardir.  Stpernatantlar  toplanmis  ve
analizler 6ncesinde koyu renkli cam siseler
icerisinde  buzdolabinda +4 °C  sicaklikta
bekletilmislerdir.

Cizelge 1. Galismada kullanilan ¢6ziiciiler ve 6zellikleri
Table 1. Solvents used in the study and their properties

Cozuca Ozellik
Solvent Property
DES 1 Kolin klortir:Laktik asit (molar oran 1:1)+%50 saf su
DES 2 Kolin kloriir:Laktik asit (molar oran 1:2)+%50 saf su
DES 3 Kolin kloriir:Laktik asit (molar oran 1:3)+%50 saf su
Su Saf su
Etanol %50 saf su karisimi (v/v)
Metanol %50 saf su karisimi (v/v)
Hekzan %50 saf su karisimi (v/v)

Toplam fenolik bilesik (TFB)

Toplam fenolik bilesik miktart belitlenirken
McDonald vd. (2001) tarafindan 6nerilen yontem
modifiye edilerek uygulanmustir. 5 mL Folin-
Ciocalteu reaktifizsaf su (1:10 v/v), 4 mL %7.5’luk
(N2,COs:saf su w/v) sodyum karbonat ve 1 mL
2 kat seyreltilmis ekstrakt karistirilmustir.
Karanlkta ve oda sicakliginda 60 dakikalk
inkiibasyonun ardindan 750 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile (Shimadzu, UV-1201V,
Japonya) absorbans degerleri  Slgtlmistir.

Sonuglar gallik asit esdegeri (GAE) (mg GAE/g
kuru madde) olarak verilmistir.

Toplam flavonoid bilesik (TFlaB)

Toplam flavonoid miktari aliminyum klorir
spektrometrik yontem kullanilarak belirlenmistir
(Chandra vd., 2014). 2 mL seyreltilmis ekstrakt
Uzerine 2 ml %21k (AlClzsaf su w/v)
aliminyum kloriir eklenerek, oda sicakhiginda 15
dakika bekletilmistir. Siire sonunda 420 nm dalga
boyunda spektrofotometre (Shimadzu, UV-
1201V, Japonya) ile absorbanslar1 belirlenmistir.
Sonuglar kuarsetin esdegeri (QE) (mg QE/g kuru
madde) olarak verilmistir.
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Antioksidan aktivite

DPPH yontemi

Ekstraktlarin DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) radikalini sipiiriicii etkisi, DPPH
ile olugturduklari rengin 515 nm dalga boyunda
Olctimiine ve standart madde ile karsilastirilmast
esasina dayanan ve Bao vd. (2005) tarafindan
tanimlanan yontemin modifiye edilmis hali ile
belitflenmistir (Zhou vd., 2009). Bu dogrultuda
100 pL seyreltilmis ekstrakt tzerine 3.9 mL
DPPH (6x10> M) solisyonu eklenmis ve 30
dakika inktibasyona birakilmistir. Sonuglar troloks
esdegeri (TE) (mg TE/g kuru madde) olarak
verilmistir.

CUPRAC yo6ntemi

Hazirlanan ekstraktlardan 50 pl. almarak tzerine
strastyla, 1 mL 10 mM CuCl2.2H20O ¢6zeltisi, 1 mL
7.5 mM Neocuproine ¢ozeltisi ve 1 mL. 1 M
amonyum asetat (pH=7) ¢ozeltisi eklenmistir.
Son hacim 4.1 ml olacak sekilde saf su ilave
edilerek, 30 dakika stre ile karanlik ortamda
bekletilen 6rneklerin absorbanslart 450 nm dalga
boyunda belitrlenmistir (Apak vd., 2004). Sonuclar
troloks esdegeri (TE) (mg TE/g kuru madde)
olarak verilmistit.

FRAP yontemi

Ekstraktlarin ~ demir indirgeyici antioksidan
aktivitelerini (FRAP) belitlemek icin Benzie ve
Strain  (1996) tarafindan uygulanan yoéntem
kullandmistir. Bu amacgla 900 pL taze olarak
hazirlanan FRAP reaktifi (asetat tampon (pH 3.6),
10 mM TPTZ (2,4,6- Triphridyl-s-triazine)
solusyonu, 20 mM FeCls, 10:1:1 (v/v/v) oraninda
karistirlarak  hazirlanmistir)  Gzerine 100 pL
ekstrakt ilave edilerek, 4 dakika bekletilmis ve
ardindan absorbans 593 nm dalga boyunda
Slctlmistir. Sonuglar troloks esdegeri (TE) (mg
TE/g kuru madde) olarak verilmistir.

Temel bilesen ve istatistiksel analiz

Tum ekstraktlara ait analiz sonuglari, tekerrirlerin
ortalamasitstandart sapmast olarak verilmistir.
Temel bilesen analizi (TBA) ve istatistiksel
analizler MINITAB 17.1.1.0 paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Degerlendirme
sonucu, istatistiksel acidan Snemli bulunan

degerler Tukey testi ile P < 0.05 6nem derecesine
gore belitlenmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Coziciilerin toplam fenolik bilesik itizerine
etkisi

Farkli ¢6ziictlerin 1skindan toplam fenolik bilesik
(TFB) ckstraksiyonuna etkisi  Sekil 1’de
sunulmugtur. Degerler incelendiginde 1:1 molar
oranda hazirlanan derin 6tektik ¢éziicii (DES 1),
diger molar oranda hazirlanan derin Gtektik
cozlctlere gbre istatistiksel olarak daha yiiksek
TFB verimi saglanmistir (P < 0.05). Bu bulgu
derin Gtektik ¢ozucllerin hazitlanmast sirasinda
molar oranin ekstraksiyon tzerine etkili oldugunu
g6z Ontine sermistir. Molar orant degisimi ile
yogunluk etkilenebilmekte ve ekstraksiyon
verimliligini degistirebilmektedir (Cui vd., 2017).
Su ve diger organik ¢oziiciiler (etanol, metanol ve
hekzan) ile karsilastirildiklarinda, etanol ve DES 1
ile en yuksek miktarda TFB ekstrakte edilmisgtir.
Etanolile 27.53, DES 1 ile 26.40 mg GAE/g kuru
madde elde edilmis olup bu iki ¢bziicii arasinda
istatistiksel olarak fark yoktur (P > 0.05). Bu
durum uygun kosullarda hazirlanan derin 6tektik
¢ozlctlerin etkinliginin organik ¢6ziiciler kadar
iyi oldugunun kamtidir. Metanol ve DES 3 ile
ekstrakte edilebilen TFB miktarlart sirastyla 20.49
ve 23.04 mg GAE/g kuru madde olarak ikinci en
yitksek grubu olusturmaktadirlar. DES 2, su ve
hekzan diigiik verimler saglamis ve TFB miktarlart
sirastyla 8.81, 4.10 ve 0.07 mg GAE/g kuru
madde olarak bulunmustur. Yapilan calismalar
incelendiginde, Bayram vd. (2022) kantaron
bitkisinden  biyoaktif bilesik  ekstraksiyonu
strastnda 10 farkli derin  6tektik  ¢ozlcl
kullanmistir. Sonuglar su, etanol ve metanol
ekstraktlart ile karsilastirdmustir. TFB icin en
yitksek verim, etanol ve metanol ekstraktlarinda
elde etmisler fakat bireysel fenolik bilesikler
incelendiginde, klorojenik asit, kumarik asit,
kuersetin ve rutin gibi bilesiklerin derin Gtektik
¢ozlctler kullanimiyla daha yiiksek miktarda
ekstrakte edilebildigini bildirmislerdir. Diger bir
calismada Wojeicchowski vd. (2021) biberiye
bitkisinden fitokimyasal ekstraksiyonunda derin
otektik ¢ozlctleri kullanmiglardir. Sonucta HBD
olarak asetik asit, laktik asit, etilen glikol ve 1,2-
propandiol kullanilan ¢6ziiciilerde TFB miktart
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acisindan maksimum verim elde edilmistir. Ayrica
calisgmada derin Gtektik hazirlanirken sulu (%30
cklenmis) ve susuz c¢oziciler kullanilmis ve su
eklenerek hazirlanan derin 6tektik ¢coztct ile %68
daha fazla miktarda TFB ekstraksiyonu saglandigt
rapor edilmistir. Ek olarak Bubalo vd. (2016),
derin  6tektik  ¢ozlcller kullanarak en iyl
ckstraksiyon yontemi belirleme tlzerine bir

calisma  yapmuslar ve  ultrasonik  destekli
ekstraksiyonun mikrodalga destekli ve geleneksel
yontemlere gbre daha olumlu etki sagladigini
belirtmislerdir. Sonuc olarak bu arastirmada, 1skin
koklerinden TFB  ekstraksiyonunda organik
cozuicilere alternatif olarak yesil ¢6ziicinin
kullanimt (DES 1) uygun bulunmustur.
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Sekil 1. Farkli ¢6ztciiler ile elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik bilesik (TFB) miktarlar
Figure 1. Total phenolic compound (TPC) amounts of extracts obtained with different solvents

Coziciilerin toplam flavonoid bilesik tizerine
etkisi

Farkli ¢oziictlerin 1skindan toplam  flavonoid
bilesik (TFlaB) ekstraksiyonuna etkisi Sekil 2°de
verilmistir. TFlaB ekstraksiyonunda derin Stektik
¢ozlctlerin etkisi, TFB ekstraksiyonundaki gibi
yuksek bulunmamustir. En yiiksek deger etanol
ekstraktt ile 0.76 mg QE/g kuru madde olarak
bulunmustur. Tkinci en yiksek deger metanol
ckstraktinda elde edilmis olup (0.62 mg QE/g
kuru madde), bu deger DES 3 ekstraktt (0.50 mg
QE/g kuru madde) ile istatistiksel olarak benzer
bulunmustur (P > 0.05). Derin 6tektik
¢Ozucllerin  molar oranmnin  1:3'den  1:2%
dustiiginde TFlaB degerinde yaklagik %37, 1:1%¢

distiginde ise yaklastk %25 oraninda bir azalma
gorilmustir. Molar oranin bu denli etkili oldugu
baska calismalar da bulunmaktadir. Ornegin, Li
vd. (2015), yesil cay yapraklarindan katesin
ckstrakte edebilmek i¢in, bu ¢alisgmada oldugu gibi
farkli molar oranda (1:1, 1:2, 1:3, 1:4) kolin
kloriir:laktik asit ile olusturulan derin Otektik
¢ozucller kullanmiglardir. Sonucta molar oranin
1:’den  1:2ye  c¢ikarddiginda  ekstraksiyon
veriminin arttigl ancak 1:2’den 1:4’e ¢ikarilmasiyla
ekstraksiyon ~ veriminin  azaldigint  rapor
etmislerdir. Bu durumun laktik asit oranina baglt
olarak viskozitenin degismesi ve kiitle transferini
etkilemesinden kaynakli olabilecegi belirtilmistir.
Bu calismada DES 2, su ve hekzan ekstraktlarinda
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en disik degerler elde edilmis ve bu degerlerin
istatistiksel olarak benzer oldugu saptanmistir.
TFlaB ekstraksiyonunda, derin 6tektik ¢oziict
basarisiz gibi gériinse de metanol kullanimi yerine
DES 3%n tercih edilebilitligi 6nerilmektedir.
Bajkacz ve Adamek (2018) yaptklari bir
calismada, farkli HBD, HBA ve molar oranda 17
adet derin 6tektik ¢oziict hazirlanmig ve 10 farkl
materyalden (kiziletk, goji meyvesi, Gzim, erik,
portakal kabugu, sogan, brokoli, hardal, biberiye
ve  karabiber) flavonoid  ekstraksiyonu
gerceklestirmislerdir.  En  yiksek  flavonoid
ekstraksiyonu kolin klortir:laktik asit
kombinasyonu ile elde edilmistir. Fakat ¢alismada

0.9

diger organik c¢oOziciler ile bir karsilastirma
yapilmamistir.  Zhao vd. (2015) flavonoid
ekstraksiyonunda, alkol, asit veya amin bazlt derin
Otektik ¢ozlicilerin verimlerinin, seker bazli derin
Otektik ¢coziiciilerden daha yitksek oldugunu rapor
etmislerdir. Bunun nedeni olarak ise seker bazlt
derin 6tektik ¢ozlctlerin daha yiiksek viskoziteye
sahip oldugunu ve kitle transferini sinirladigini
belirtmislerdir. Yu vd. (2022), derin 6tektik
cozlctlerin  etkinliginin polariteye de baglt
oldugunu ve asit bazli HBD'lerin yuksek
polaritesinden dolayr polar bilesikleri ekstrakte
etmek icin daha uygun oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 2. Farkli ¢éziictiler ile elde edilen ekstraktlarin toplam flavonoid bilesik (TFlaB) miktarlart
Figure 2. Total flavonoid compound (I'FlaC) amounts of extracts obtained with different solvents

Cozuciilerin antioksidan aktivite izerine
etkisi

Farkli ¢ozicilerin 1skinin antioksidan aktivitesi
tzerine etkisi Cizelge 2’de gorilmektedir.
Antioksidan aktivite degerleri 3 farkli yéntem
(DPPH, FRAP ve CUPRAC) ile belirlenmistir.
DPPH degetleri degerlendirildiginde, en yiiksek
degere DES 1 ve DES 2 ile erisilmistir.

Istatistiksel olarak etanol, metanol ve DES 3
ekstraktlart birbirine benzer bulunmustur (P >
0.05). En disik DPPH degeri ise hekzan ile elde
edilmistir. En yiksek FRAP ve CUPRAC
degerleri, DES 1, DES 3 ve etanol ekstraktlarinda
elde edilmistir. Hekzan ise yine en dusik
antioksidan aktiviteyi saglamistir. Benzer olarak
derin Otektik ¢Ozlclinin antioksidan aktivite
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tizerine bu olumlu etkisi Wu vd. (2020) tarafindan
da kanitlanmigtir. L-prolin  ve gliserol ile
olusturulan derin 6tektik ¢ozictnin Moringa
oleifera  yapraklarindan  ultrasonik  destekli
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen antioksidan
aktivite gosteren bilesiklerin miktari, etanol ve su
ile elde edilen degerlere gbre daha yiksek
oldugunu rapor etmislerdir. Bu calismada da
oldugu gibi molar oranin DPPH tzerine etkili
oldugu Zannou ve Koca (2020) tarafindan da
belirtilmistir. Derin 6tektik ¢ozuctleri olusturan
bilesenlerin oranlarinin, viskozitenin degisimi
kavitasyonun etkisini gelistirerek gicli H-bag

etkilesimleri sagladiklar icin biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyonunda 6nemli oldugu bildirilmistir.
Bayram vd. (2022) 10 farkli derin 6tektik ¢oziict
kullanarak kantaron bitkisinden antioksidan
aktivite degetlerini CUPRAC ve ABTS yontemi
ile belitlemis ve yapilan bu calismaya benzer
sekilde kolin kloriir:asetik asit kombinasyonu ile
yiksek degerler elde edilmistir. Sonuglardan
gorildigi tzere yesil coziictlerden biti olan derin
Otektik ¢ozlclnin, antioksidan aktivite Uzerine
etkisi 6nemli bulunmus ve organik cozilctler
yerine kullanilabilecekleri uygun gérilmustiir.

Cizelge 2. Farkli ¢ozictiler ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivite (DPPH, FRAP ve CUPRAC
yontemi ile) degerleri
Table 2. Antioxidant activity (by DPPH, FRAP, and CUPRAC method) amonnts of extracts obtained with different

solvents

Cozich
Solvent DPPH (mg TE/g) FRAP (mg TE/g) CUPRAC (mg TE/g)
DES 1 0.85710.022b 52.073£0.462 80.817£1.67>
DES 2 0.91110.022 23.87310.39¢ 32.917£2.24¢
DES 3 0.79910.06b¢ 52.610%1.22a 78.733£2.92ab

Su 0.74910.02¢ 6.46010.234 13.5174£0.594
Etanol 0.81820.00abc 53.873£0.57a 82.950£1.91a
Metanol 0.85310.01abc 41.548%1.34b 74.883+2.570
Hekzan 0.31810.014 0.035£0.01¢ 2.7501£0.02¢

Ayni sttundaki farklt harflere ait (a, b, c, d, ¢) degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P < 0.05)
Values of different letters (a, b, ¢, d, ¢) in the same column are statistically different from each other (P < 0.05)

Temel bilesen analizi

Temel bilesen analizi, genel olarak kullanilan bir
veri sikistirma ve gorsellestirme aracidir (Karoui
vd.,, 2010). Bu calismada farkli c¢ozlctler
kullantdlarak  hazitlanan 1skin  ekstraktlarinin
biyoaktif bilesik analizlerinden elde edilen verileri
siniflandirmak ve elde edilen sonugclar arasindaki
farkliliklari/benzerlikleri yorumlamak icin temel
bilesen analizi gerceklestirilmistir. Temel bilesen
analizi ile bes degisken (TTFB, TFlaB, FRAP,
CUPRAC ve DPPH) iki ana bilesene
indirgenmistir. Analiz sonucu elde edilen sonuglar
strastyla Sekil 3A ve Sekil 3B’de sunulmustur.
Birinci temel bilesen ve ikinci temel bilesen
toplam varyansin sirastyla %80.9 ve %12.7’sini
actklamaktadir.  FElde edilen sonuclar  veri
varyanstnin yiksek bir miktarinin %93.6 temel
bilesen analizi ile agiklandigini gdstermistir. Sekil

3A’da sol alt karede yer alan su ve DES 2
ekstraktlart birinci ve ikinci temel bilesenle
negatif, sol tst karede yer alan hekzan ekstraktt
birinci temel bilesenle negatif ikinci temel
bilesenle pozitif korelasyon géstermistir. Sag tst
karede bulunan etanol, metanol ve DES 3
ekstraktlart birinci ve ikinci temel bilesenle pozitif,
sag alt karede yer alan DES 1 ekstraktt ise birinci
temel bilesenle pozitif ikinci temel bilesenle
negatif korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Sekil
3B’de goruldigi tizere, DES 3’tin TFB, CUPRAC
ve FRAP degiskenleri Uzerine etkisi ylksek
bulunmustur. Ozetle Sekil 3 A ve B’de sunulan
veriler, Sekil 1, 2 ve Cizelge 2'de vetilen sonuglart
dogrulamaktadir.  Sonu¢  olarak,  organik
coziiciilere (etanol ve metanol) alternatif olarak
DES 3 ¢oztctustuntn kullanimi 6nerilmektedir.
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Figure 3. Principal component analysis results A) Score graph of two principal components B) Loading graph of two
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SONUC

Calisma sonucunda, etanol ve DES 1 ile en yiiksek
miktarda TFB ckstrakte edildigi tespit edilmistir.
Etanol ile 27.53 mg GAE/g kuru madde, DES 1
ile 26.40 mg GAE/g kutu madde elde edilmis
olup bu iki deger istatistiksel olarak birbirine
benzer bulunmustur. TFlaB verimi en yuksek
etanol ile elde dilmis olup ikinci en yitksek deger
DES 3 ckstraktinda saptanmistir. Derin 6tektik
¢bziictiniin molar orant, 1:3’den 1:2°¢ distigiinde
TFlaB degerinde yaklasik %37, 1:1’e distiginde
ise yaklasik %025 oraninda bir azalma géralmistiir.
En yiksek DPPH degerleri DES 1 ve DES 2
¢ozlctlerinin kullanimiyla, en yiksek FRAP ve
CUPRAC degerleri ise DES 1, DES 3 ve etanol
¢ozlcllerinin kullanimiyla elde edilmistir. Temel
bilesen analizi ile kullanidan c¢éziicilerin 1skin
ekstraktlarinin  biyoaktif icerik (toplam fenolik
bilesik, toplam flavonoid bilesik, antioksidan
aktivite) acisindan benzerlik/farkliliklart
degerlendirilmis ve derin Otektik ¢ozlctlerden
DES 3’tn etanole en yakin degetleri saglayan
¢6zlici oldugu gorilmistiir. Sonug olarak,
iskindan  biyoaktif bilesik  ekstraksiyonunda

organik ¢oziictilere alternatif olarak derin 6tektik
¢ozlcunin kullanimt uygun bulunmustur.
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oz

Siyez bugday1 (Lriticum monococcum), tlkemizde Szellikle Kastamonu ilinde yetistirilen ve yaklasik on bin yil
once kiiltiire alinmis giinimiiz bugdaylarinin atasidir. Morfolojik yapist itibariyle diger bugdaylardan farkls
olarak kavuzuyla hasat edilmekte, kepek tabakast endosperme daha siki bagli oldugundan diger bugdaylarin
islendigi modern degirmenlerde ogtitilememektedir. Bu nedenle hasadindan sonra selektérden gegirme,
kavuzdan ayrima islemleri yapilmakta, tam bugday formunda degirmende kirildiktan sonra elenerek kepek
tabakast ayrilmaktadir. Nisastali endospermce zengin %025 diizeyinde kepek degirmen atik/yan trtint olarak
ayrilmaktadir. Siyez kepegi iri taneli endosperm icermesi nedeniyle gida sektoriinde kullanim alam
bulamamakta ve hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir. Bu calismada, bugday unu yerine siyez
kepeginden spontan fermantasyon ile tretilen eksi mayanin ekmekte kullanimimnin optimizasyonu yapilmis,
ckmek kalite ve biyoaktif nitelikleri tizerindeki etkileri aragtirlmustir. Optimizasyon sonucu Hamur Verimi
(HV):200 oraninda hazirlanan siyez kepegi eksi mayasinin ekmekte %34.23 oraninda kullanilmasi gerektigi
buna karsilik formiilasyondaki su oranin da %52.78 diizeyinde olmast gerektigi belitflenmistir. Uretilen
optimize ekmek, ekmeklik bugday kepegi icerikli ekmege gore daha hacimli, yeme kalitesi, lezzet ve i¢c dokusu
daha iyi olarak nitelendirilmistir. Ayni zamanda fitik asit degradasyonu, mineral madde ve protein iceriginde
de artis tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Siyez, Triticum monococenm, ince kepek, eksi hamur, ekmek

EFFECT OF THE OPTIMIZATION OF EINKORN BRAN SOURDOUGH ON
THE QUALITY AND BIOACTIVE PROPERTIES OF THE BREAD

ABSTRACT

Einkorn (Triticum monococcum) is the ancestor of today's wheat, especially grown in Kastamonu
province in Anatolia and cultivated about ten thousand years ago. Unlike other wheat types due to
its morphological structure, it is harvested with its husk, and since the bran layer is more tightly
bound to endosperm layer, it cannot be milled by modern mills where other wheats are processed.
For this reason, after the harvest, the processes of passing through the selector, and separating from
the husk are carried out, and after being crushed in the mill as whole wheat, it is sieved and the bran
layer is separated. The branmass at the level of 25%, which is rich in starchy endosperm, is separated
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as a waste/by-product in the mill. Because einkorn bran contains coarse grained endosperm, it cannot
be used in the food industry and is considered as animal feed. In this study, the use of sourdough
produced by spontaneous fermentation from einkorn bran instead of wheat flour was optimized in
bread and its effects on bread quality and bioactive qualities were investigated. As a result of the
optimization, it was determined that einkorn bran sourdough prepared with the Dough Yield
(DY):200 should be used at a rate of 34.23% in bread, where as the water rate in the formulation
should be at the level of 52.78%. The optimized bread produced was characterized as more
voluminous, beter eating quality, flavor and crumb texture than bread containing wheat bran. At the
same time, an increase in phytic acid degradation and mineral content was detected.

Keywords: Einkorn, Triticum monococcum, fine bran, sourdough, bread

GIRIS
Arkeolojik bulgular, bugdayin ilk olarak Turkiye,
Mistr, Etiyopya, Liibnan, Suriye ve Israil'in bazt
bolgelerinde ortaya ¢iktigint gbstermektedir (Lev-
Yadun vd., 2000). Tiurkiye'de siyez bugdayinin
gecmisi (17iticum monococcum L. subsp. monococcnns)
M.O. 9000 yillarina kadar dayanmaktadir (Piperno
vd., 2004). Diploid kabuklu bir bugday olan siyez,
Sanlurfa'nin Karacadag ilcesinde yetistirilen ilk
bugday tiridir (Heunvd.,, 1997; Hidalgo ve
Brandolini, 2014). Motfolojik yapist itibariyle
diger bugdaylardan kugciik olan siyez, siki kavuz
yapist ve tek basakcikli olmasi nedeniyle diger
bugdaylardan farkli olarak kavuzu ile birlikte hasat
edilmektedir. Kepek tabakasi (perikarp, testa ve
aleuron) endosperm tabakasina (unun elde
edildigi merkez kisim) daha siki baghdir ve
ginimiiz bugdaylarindan farkli olarak kepek
tabakasi orant daha yiksektir (Hendek Ertop ve
Atasoy, 2019). Bu morfolojik farkliliklar gtintimiiz
bugdaylarinin islendigi modern degirmenlerde

siyez bugdayinin islenmesini, aynt
ekipman/diyagramin  kullanilmasini  olanaksiz
kidmaktadir. ~ Selektérden — gecirilerek  kirlilik

unsurlarindan ayrilan siyez bugdayina, mekaniki
carptirma ile merkezka¢ prensibine dayalt kavuz
soyma islemini takiben, tam bugday formunda
kirma  islemi  yapilmakta, 6gltme ile kepek
fraksiyonu ayrilmaktadir. Tam tanenin kirllmasi
temeline dayandigindan, “siyez unu daima bir
miktar kepek, siyez kepegi de daima bir miktar
endosperm kalintist” icermektedir. Bu nedenle
siyezin una iglenmesinde kepek/endosperm
ayrimi tam olarak yapilamamakta, degirmende
randiman %55 diizeyinde kalmakta, kepek olarak
ayrilan  fraksiyonda  nigastali  endosperm
kalmaktadir. Kastamonu ilinde degirmenlerde
yapilan calismalar siyez icin kurulan degirmen
sistemlerinde yaklasik %20 kavuz, %25 dizeyinde

de kepek yan/atik trani ¢iktigint goéstermektedir.
Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, siyezin yiiksek
vag (%2.43-4.20), protein (%11.94-18.10) ve
mineral madde (2.21-2.47) icerigine sahip oldugu
belirtilmistir (Brandolini vd., 2008; Hidalgo ve
Brandolini, 2012; Hidalgo ve Brandolini, 2014;
Hendek Ertop ve Atasoy, 2019, Orii ve Hendek
Ertop, 2021).

Ekmekgilikte kepek kullanimi yaygin ve eski bir
uygulamadir ve Turk Gida Kodeksi Ekmek
tebliginde “kepekli ekmek” tanimina gore, ekmek
un agirhgr Gzerinden en fazla %30 kepek
icermelidir. Sektdrel olarak ince bugday kepegi
kullanilmakta, genel olarak da ekmek hamuruna
yogurma sirasinda direkt olarak ilave edilmektedir.
Hamurun tekstiirii ve su kaldirma orani tizerinde
de etki gostermektedir. Ekmekte kepek
fraksiyonu kullanimi daha distik hacim ve stk
icyapt ile karakterize edilmektedir. Geleneksel
ckmek yapim metodu olan eksi maya (eksi hamur)
kullanimi ise Trk Gida Kodeksi ekmek tebligine
2012 yiinda dahil edilmistir. Stvi 6n ferment,

spontan fermantasyon veya starter ilaveli
fermantasyon gibi cesitleri olan bu yéntem bir
miktar  hamurun eksitilmesi  metoduna

dayanmakta, temel olarak hamurda laktik asit
fermantasyonunul/100 oraninda maya/laktik asit
bakteri mikrobiyotast olusturmaktadir (Gobbetti
vd., 1994). Maya populasyonunun buylk
bolimuntn  Saccharomyces oldugu
(Salovaara ve Savolainen, 1984), bakterilerin
cogunun ise Lactobacillus cinsine ait tiirler oldugu
bilinmektedir (Corsetti ve Settanni, 2007).

cerevisiae

Yapilan caligmalar, spontan fermantasyon olarak
bilinen ¢ok kademeli geleneksel eksi maya
tretiminde kepek kullantminin  bugdayin  dis
katmanlarindan gelen laktik asit bakterileri



Ekmek Uretiminde siyez kepekli eksi hamur optimizasyonu

sayesinde  fermantasyonu  zenginlestirdigini,
asitligi arttirdigint hem eksi maya kiitlesini hem de
kullanildigt  ekmek lezzet profilini daha ¢ok
zenginlestirdigini ortaya koymaktadir (Katina vd.,
20006). Ayrica kepekli gidalar kalsiyjum (Ca),
potasyum (K), magnezyum (Mg), demir (Fe),
¢inko (Zn) gibi mineraller agisindan iyi bir
kaynaktir.  Diger  taraftan = bugdayin  dis
katmanlarina dogru artan fitik asit, miyoinositol
heksafosfat ~ yapist ile bu  minerallerin
biyoyararlanimini sinirlandirabilmektedir
(Poutanen vd., 2009). Ancak 1sil islem, islatma,
¢imlendirme gibi islemlerin yani sira, cok kademeli
fermantasyon da énemli bir fitik asit degradasyon
prosesi olarak bilinmekte ve fermantasyonla
gelisen asitlik ve endojen enzim aktivitesindeki
artts antinutrientlerin yitkiminda 6nemli bir ara¢
olmaktadir (Hendek Ertop ve Bektas, 2018).
Yapilan bir arastirmaya gore kepegin laktik asit
bakterileri (LAB)tarafindan 6n fermantasyonu
fitat parcalamasini %90’a kadar arttirmakta ve bu
artts Ozellikle Mg ve P ¢6ztintirligiinde olmaktadir
(Poutanen vd., 2009). Eksi hamur fermantasyonu,
tam tahil unlarinin mineral ¢éztintrligine etkili,
ancak yalnizca kepek kullanimi durumunda daha
az etkilidir (Lioger vd., 2007). Bu durumda ekmek
hamuruna direkt kepek fraksiyonu ilave etmek
yerine fermente etmek, fitik asit degrasyonu ve
buna bagli mineral biyoyararlaniminin artist
acisindan 6nem tagimaktadir.

Bu calismada siyez kepegini fermente eksi hamura
donigtirip, kepek  icinde  kalan
endospermin laktik asit bakterilerince
fermantasyonu, diger taraftan fermantasyonla
siyez kepeginin sindiriminin arttirilmasi, irmigimsi
buyik partikilllerin fermantasyon sirasinda sisip
yumusayarak hamur icerisinde tekstiirel olarak
hissedilmeyecek ekmek dokusuyla uyumlu yapiya
getirilmesi  hedeflenmistir. Boylece  siyez
bugdayini una isleyen fabrikalarda 6nemli bir atik
trtin olarak c¢ikan siyez kepegini calismamizin
olast olumlu sonuglari neticesinde sektdre yeni bir
eksi maya hammaddesi olarak kazandirilmast
hedeflenmistir. Daha 6nce siyez bugday kepegi ve
bugday kepeklerinin eksi hamur tretimi ve
kosullart hakkinda yapilan bir calismada (Orii ve
Hendek Ertop, 2021), daha az su absorbe etmesi
nedeniyle bugday unu icin tavsiye edilen (Chavan

unsu

ve Chavan, 2011) Hamur Verimi (HV):200
diizeyinde siyez kepeginden eksi maya tretiminin
miimkiin oldugu belirlenmis, ince bugday kepegi
ise yiksek oranda su ¢ektiginden dolayt en disik
HV:300 oraninda eksi maya hazirlanabilecegi
tespit  edilmisti.  Bu  ¢alismada, 6nceki
bulgularimizdan yola ¢ikarak HV:200 oraninda
hazirlanan siyez kepekli eksi hamurun bugday
ekmegi iretiminde kullanimi Yiizey Yanit Metodu
ile optimize edilmistir. Endustriyel olarak
kullanimt genel kabul gérmis ekmeklik bugday
kepegine alternatif olarak, teknolojik nedenle
o6nemli diizeyde attk olarak ortaya ¢ikan
endosperm fraksiyonu da iceren siyez kepeginin
eksi hamur tretiminde kullaniminin sektor icin bir
alternatif olacagt digsinilmektedir. Hem eksi
maya Uretimi icin sektére, hem de glniimiiz
tiketicilerinin katkisiz, fonksiyonel hammadde ve
trtin  beklentilerine de 6nemli bir alternatif
sunulmasi hedeflenmis, diger taraftan yiksek
miktatlarda  ¢ikan  degirmencilik  atik/yan
Urtiniiniin fermantasyonla insan beslenmesinde
kullanilabilir forma donusturilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Eksi maya duretiminde kullanilacak siyez ve
ekmeklik  bugday kepekleri Ugbasak un
fabrikasindan (Devrekani, Kastamonu, Tirkiye)
2019 yaz déneminde hasat edilmis bugdaylardan
temin edilmistir. Ekmek tretiminde kullanilacak
bugday unu (Bizim Un, Yildiz Holding, Tirkiye)
(Rutubet %10.5910.33, kil %0.56%0.06, protein
9%11.9710.17, %71.32%0.09, karbonhidrat
%064.57), tuz ve instant aktif kuru maya
(DrOetker) yerel bir marketten temin edilmistir.

Hamur Verimi

Eksi hamur yapmminda performansi etkileyen
onemli faktorlerden bir tanesi de un/su oranidir
ve Hamur Verimi (HV) degeri ile ifade edilir. Un
ile yapilan ¢alismalarda;

HY = (Kullanilan su miktart + Kullanilan un miktart)

x100
©)

formili (1) ile hesaplanan HV=200 degeri en iyi
sonuclart verdigi belirtilmektedir (Chavan ve
Chavan, 2011).Daha 6nce yaptigimiz bir calisma

Kullanilan un miktar1
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sonucu (Orii ve Hendek Ertop, 2021) yiiksek
miktarda nisastall endosperm igeren siyez
kepegiyle de HV:200 (kepek 100 g, su 100ml)
oraninda eksi hamur yapilabildigi belirlenmigti.
Ancak ekmeklik bugday kepegi diisiik nisasta ve
yuksek lif icerigi nedeniyle daha fazla su
kaldirdigindan bu calismada HV:400 (kepek 100
g, su 300 ml) orant ile hazirlanmistir.

Spontan Fermantasyonla Eksi Maya Uretimi
Bu amagla 100 g kepek, 100 mL (HV:200 i¢in) su
ile homojen karnisim  yapilarak = sogutmalt
inkiibatérde (JSR, Kore) 26 °C’de (Chavan ve
Chavan, 2011) fermantasyona birakidmustir. Cok
asamalt standart eksi hamur Gretiminde, hamurun
iki veya ¢ defa yenilenmesi (Hansen, 2012), ve
pH 4.0-4.5 diizeyinde olmasi istendiginden 24 saat
aralikla kepek eksi mayalarinin pH degisimleri
tespit edilmistir. 24 saatlik fermantasyon sonrast
HYV oraninin (200 icin) bozulmamasi i¢in tekrar
100 g kepek ve 100 mL su ilave edilip karisim
yenilenerek, 26 °C de fermantasyona birakilmistir.
Bu islem 48.saat’te tekrar edilerek, fermantasyona
72 saat streyle devam edilmistir.

Ekmek Yapimi

Genel olarak siyez bugdayinin yitksek proteinli ve
diploit kabuklu bir bugday tiirii olmasi nedeniyle
ekmeklik bugday (Triticum aestivam)'dan  farkls
protein yapisiyla ekmek dUretimi ig¢in uygun
olmadigt ve kullanilabilmesi i¢in farkli ekmek
yapim  agamalarinin  kapsamli  bir  sekilde
degerlendirilmesi gerektigi yapilan calismalarda
belirtilmektedir (Hidalgo ve Brandolini, 2011). Bu
calismada kullanilan eksi hamur siyez kepeginden
tretildiginden, bazi 6n denemeler yapimistir.
Direkt hamur metodu (Elgiin ve Ertugay, 2011)
kullanilarak bugday unu (160 g), tuz (kuru madde
tzerinden %1.5 tuz), instant aktif kuru maya (1.76
@) ve deneysel dizaynda 6nerilen oranlarda eksi
hamur ve su kullandmustir.  Eksi
kullaniminin optimize edildigi farkli calismalarda
un miktart Uzerinden instant aktif kuru maya
kullanimi ort.%1.1 oraninda 6nerilmistir (Hendek
Ertop ve Seker, 2018; Hayta ve Hendek Ertop,
2019). Hammaddeler bir arada 12 dak yogurulup
(Argelik), 15 dak kitle fermantasyonu (%75 bagil
nem), sekil verme, 20 dak tava fermantasyonu

hamur

(37.5 °C’de, %75 bagil nem) ve 180 °C’de 35 dak
pisirme asamalart uygulanmugtir.

Eksi Maya Kullanim Oraninin Yiizey Yanit
Metodu ile Optimizasyonu

Deneysel Dizayn

Bu calismadaki amag Siyez kepeginden uretilen
eksi mayanin, en iyi kalite parametrelerine sahip
ckmek dretim formilindeki kullanim miktarini
tespit etmek oldugundan “eksi maya orant” ve “su
kullantm oran” YYM icin etkili “degisken
faktorler” olarak belirlenmistir. Calismada Cizelge
1’deki degisken faktor seviyeleri kullantlmistir.
Eksi maya i¢in 6n gorilen Hamur Verimi
(HV):200 oldugundan eksi maya kullaniddigt
miktartn  %50’si kadar suyu da beraberinde
hamura tastyacaktir. Ayrica siyezin normal
ckmeklik bugday ununa gére (%60 su kaldirma)
daha diisiik su kaldirma kapasitesine sahip oldugu
da g6z o6ntnde bulundurularak  deneysel
tasarimdaki su oranlart %50-56 arasinda alinarak
deneme deseni olusturulmustur. Ekmek
yapiminda diger bagimsiz faktdr cksi maya
kullantm orant ise en fazla %060 olarak
sturlandirlmistir ki (un agirhgr tizerinden), bu
durumda eksi hamurdan gelecek %30 kepek
miktar1 ile hazitlanacak ekmek, Turk Gida
Kodeksi Ekmek tebligi kepekli ekmek tanimina
uygundur. Her iki bagimsiz faktSriin, Hacim(H),
Kabul edilebilitlik (KE) ve Gozenek Faktori
(GF) tzerindeki etkisini beliflemek amaciyla
Yiizey Yanit Metodu (YYM), Merkezi Bilesen
Deneme Desenine gore hazirlanan (Cizelgel) ve
Design Expert 7.0.0 paket programu ile hazirlanan
deneme deseni kullanilmistir.

Cizelge 1.Degisken faktor (eksi maya ve su
miktart) seviyeleri

Table 1. The levels of variable factors (amounts of
sourdongh and water)

Seviye no Eksi maya Su *
Tovel Sonrdongh Water
% %
-1,68 0.00 50.00
-1 8.79 50.88
0 30.00 53.00
1 51.21 55.12
1,68 60.00 56.00

*Kullanim oranlart 100 g un tzerinden verilmistir.
*Usage rates are given on 100 g flour basis
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Ekmek  Orneklerinde  Hacim, Kabul
Edilebilirlik ve Gozenek Analizi

Numunelerin hacim ve spesifik hacimleri i¢in
pisirme sonrast 1 saat oda kosullarinda sogutulan
numunelerde, kolza tohumuyla yer degistirme
esastna dayali yontem kullanilarak  hacim
belirlenmigtir.  Ayrica numunelerin  spesifik
hacimleri asagidaki formiille (2) tespit edilmistir
(Hayta ve Hendek Ertop, 2019).

Numune hacmi

Spesifik hacim (mL/g) = Numune agirlig

Puanlama icin 1'den (hi¢ begenmedim) 5'e kadar
(cok begendim), 5 puanl hedonik skala
kullandmigtir. Numunenin her 6zellik acisindan
aldigi puanlar toplanmig, ortalamast alinarak
Kabul  Edilebilirlik  puant  hesaplanmustir.
Kastamonu  Universitesi, Miihendislik  ve
Mimarlik Fakiltesinden sigara i¢meyen, ekmek

tiketimini  seven  Ogretim  Uyeleri  ve
Ogrencilerinden  secilen  panelistler, duyusal
degerlendirme formunu (Gizelge2)

kullanmiglardir. Her bir duyusal degerlendirme
niteligi, Cok begendim:5 puan, Begendim:4 puan,

@) Orta derecede begendim:3 puan, Az begendim:2
puan, Hi¢ begenmedim:1 puam ifade edecek
Ekmek Srneklerinin Kabul Edilebilitlik degerleri, sekilde degerlendirilmistir. Ekmek érneklerinin ic
duyusal ~analiz ile panelistler tarafindan Gozenek Analizleri ise gorinti isleme teknigine
beliflenmigtir  (Ozkaya, 1998). Bu formda, dayanan yontemle Hendek Ertop ve Coskun,
hazirlanan ekmek o6rneklerine rastgele farkls (2018ya  gore  yapilmistir. Goruntilerin
kodlar  (Altug  Onogur ve Elmaci, 2011)  jglenmesinde Image Proplus 6.0  yazlinu
atanmistir. Panelistler, ekmekleri Cizelge 2’de kullanilmustir.
verilen  6zelliklere gbre  degerlendirmislerdir.

Cizelge 2.Duyusal degerlendirmede kullanilan ekmek kalite 6zellikleri
Table 2. Bread guality characteristics used to sensory evalnation
Ekmegin kabuk rengi Her tarafi aynt renkte olmali, agikli, koyulu, benekli
Crust color olmamalidir
It should be in the same color, it hasn't got light or dark spotted
Dizgin ve simetrik olmali, basiklik ve ¢6kme

Sekil simetrisi

Dss 6zellikler Shape symmetry olmamali
Crust properties 1t should be smooth and symmetrical, there should be no collapse
Pisme dizgiinligi Tum yuzeyler diizglin ve esit kizarmis olmali
Baking uniformity Al surfaces should be evenly baked
Kabuk 6zellikleri Ince ve kolay parcalanabilir olmali
Crust attributes 1t should be thin and easily crumble
Gozenek yapist Kigcik, ince, homojen olmalt
Pore homaogenity 1t should be small, thin, homogeneous
I¢ rengi Kendine 6zgii ve uniform renkte olmali
Crumb color 1t should be uniform in color
Aroma ve tat Kendine 6zgii olmali, agir1 eksi, mayalanmis, yavan
Flavor and taste veya yabanct tat ve kokuya sahip olmamali
I¢ 6zellikler It should not have excessive sour, fermented, bland or foreign
Crumb properties taste and odor

Cigneme Ozellikleri
Chewing attribute
Yapi1

Crumb texture

Hamurumsu ve yapiskan olmamali

It should not be pasty and sticky

Hamurumsu, 1slak, ¢ok kuru, ufalanan yapida
olmamali, yumusak ve kadifemsi olmali

1t should not be pasty, wet, very dry or crumbly

1t should be soft and smoothy
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Temel Bilesen Analizleri

Numunelerinden 5 g tartilarak 6nceden 130 *C’de
kurutularak daras: alinmis kaplara konulmustur.
Etivde 105 *C’de 12 saat kurutulduktan sonra,
kurumadan o6nceki  ve sonraki degetlerin
kullanimiyla nem miktart hesaplanmistir (AACC
Metod 44-19, 1990). Kepek 6rneklerin kil
firininda 600 "C’de beyaz kiil olusup sabit tartima
gelene kadar yakidmasiyla kil miktart (%)
belitlenmistir  (AACC  Metod 08-03, 1990).
Kjeldahl yontemine gére yari otomatik protein
tayin cihazt kullandarak kepek Orneklerinin
toplam azot icerikleri tespit edilmis (AACC
Metod 46-12, 1990), sonuglarin ifadesi icin 5.7
cevirme faktori ile carpilmistr. Soxhelet yontemi
kullanilarak ~6rneklerin  toplam yag igerikleri
(AACC Metod 30-25.01, 1990) belirlenmistir.
Tim degerler 2 paralel olarak calisilmistir. Yag,
rutubet, kil ve protein icerik toplaminin 100’den
ctkartlmasi  ile genel karbonhidrat igerigi
hesaplanmustir. 10 g 6rnek erlen igine tartilarak,
tizerine 100 mL saf su ilave edilerek homojen bir
karisim elde edilinceye kadar karistirlmustir.
Uzerine  etil  alkolde  %3liik  hazirlanmis
fenolftalein indikatériinden 3-4 damlatilarak 0.1
N NaOH ile agik kirmizi/pembe renk 1 dak sabit
kalincaya kadar ve pH 8.6 limit olarak kabul
edilerek titre edilmistir.

Fitik Asit Tayini

Haug ve Lantzsch, (1983) tarafindan kullanilan
metot uygulanmistir. 0.06 g 6rnek 10 ml 0.1 N
HCI ile 1 saat calkalayicida calkalanarak ve
toplamda 24 saat ayni kapta bekletilerek ekstrakte
edilmistir. Optik yogunluk spektrofotometrede
510 nm dalga boyunda yapimustir. Kalibrasyon
grafiginin hazirlanmasinda fitikasitin sodyum tuzu
(CsHsO24P¢Nayz) referans olarak kullandmistir.
Stok ¢ozelti 0.15 g sodyum fitatin 10 ml saf suda
¢6zindurilmesi ile hazirlanmis, referans soliisyon
ise stok soliisyonun HCI ile seyreltilmesiyle
hazirlanmustir (3 ila 30 mikrogram arasindaki).

Biyoyararlanim

Ornek tizerine 25 ml. pepsin ¢ozeltisi (0.03 N
HCl + 2 g pepsin) ilave edilip c¢alkalamali
inkibatorde 37°C’de 3 saat tutulmus,
sonunda her bir 6rnek standart kilstiz filtre
kagidindan stiziilmustiir. Filtre kagidinda kalan

sure

kisim filtre kagidi ile birlikte kil firmninda yakilarak
kil miktart belitlenmistir. Bulunan deger toplam
kil miktarindan ¢tkaridarak  sindirilebilir kil
miktart bulunmugtur. Bu degetler kullanilarak
asagidaki formile gbre mineral biyoyararlanim
diger bir ifadeyle Kiil Sindirilebilirlik Orant (KSO)
hesaplanmustir (3) (Saharan vd., 2001; Bilgicli ve
Thrker, 2004; Bilgicli vd., 2000).

Sindirilebilir Kil Miktart
Toplam Kiil Miktar:

KSO(%) =

x100 3)

Mineral Madde Kompozisyonu

On yakma islemi icin HNO3 (67 % v/v) ve H2O2
kullanilmistir. Icerisinde farkli elementler bulunan
standart stok ¢ozeltisi kalibrasyon standartlarinin
hazirlanmasinda kullanilmistir. Ornekler
mikrodalga yakma sistemi (Millestone MLS 1200,
Italya) kullanilarak yakilmis, bunun icin %1+0.1
hassasiyette kiigiik parcalar halinde sistemin teflon
siselerin icerisine tartilip, tizerine HNOj3; ve H2O»
ilave edilmistir. Agizlari kapatilarak sisteme
yerlestirilen siselere 6n yakma (oda sicakliginda)
15 dk., yikselme (1200 W’a 150 °C), 10 dk sabit
tutma (1200 W’da 150 °C’de), sogutma (30 dk)
250W yakma programi uygulanmistir. Ornek
cOzeltiler oda sicakligina sogutulduktan sonar
mineral icerigin tespiti induktif olarak eslesmis
plazma optik emisyon spektrometresi ICP-OES)
ile gerceklestirilmistir.

Istatistiksel Analiz

Calismada, temel bilesen analizleri 2 paralel,
mineral madde icerikleri 3 paralel olarak Sl¢timleri
gerceklestirilmistir. Sonuglar ortalamatstandart
sapma olarak verilmistir. Analiz sonuglarina ait
verilerin  karsilastirtlmasinda ~ SPSS 17.0.1
programi (SPSS Inc., Chicago, Illinois, US); coklu
veriler icin ANOVA testi; ikili karsilastirmalarda
ise student-t testi (P< 0.05) kullandmustir.

SONUC VE TARTISMA

Yazilim programinin Merkezi Deneme Deseninin
6ngdrdigi bagimsiz faktdrlerin seviyeleri deneme
dizaynina gore uygulanmis, elde edilen 13 ekmek
Orneginde yanit olarak Kabul Edilebilirlik (KE),
Spesifik Hacim (H) ve Gozenek faktori (GF)
degerleri belitlenmistir  (Cizelge 3). Yanitlar,
Design Expert programi ile analiz edilerek hangi
fonksiyonun 6nerildigi belirlenmistir.
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Gizelge 3.Bagimsiz faktorlerinin (eksi maya ve su miktarr) optimizasyonu icin elde edilen yanit degerleri
(KE, SH ve GI)
Table 3. Response values (KE, SH and GF) obtained for the optimization of the independent factors (amount of
sourdongh and water)

Faktor 1 Faktor 2 Yant 1 Yanit 2 Yanit 3
Eksi maya Su Kabul Spesifik Gozenek
Deneme edilebilirlik hacim faktori
Run Factort Factor 2 Responsel Response2 Response3
Sonrdongh”o Water Acceptability Spesific volume Pore factor
%
1 60.00 53.00 3.29 2.65188 373
2 30.00 53.00 3.92 2.95888 602
3 30.00 50.00 3.73 2.81505 595
4 30.00 53.00 3.35 2.94084 525
5 30.00 53.00 3.54 3.04969 504
6 0.00 53.00 2.87 3.05152 490
7 30.00 53.00 4.09 3.14728 658
8 51.21 55.12 3.35 2.92903 446
9 30.00 53.00 3.73 3.00533 516
10 30.00 56.00 3.16 2.98203 504
11 8.79 50.88 3.04 3.18694 832
12 8.79 55.12 3.03 3.27685 794
13 51.21 50.88 3.71 2.77354 515
Cizelge 3’teki veriler Design Expert programi ve Ongorilen R?*  degerleri g6z Oniinde

tarafindan islenip, uygun fonksiyonun belitlemesi
yapilirken; SH, GF ve KE bagimsiz faktorleri icin
“Ardistk Model Kareler Toplami (Tip I)” ve
“Model Uyumsuzlugu” testleri yapilmis ve her bir
fonksiyon i¢in standart sapma, R?, diizeltilmis R?

bulundurulmustur. Bu degerler yazilim tarafindan
karsilastirilarak  Onerilen  fonksiyon —program
tarafindan belirlenerek her bir fonksiyon igin
istatistiksel parametreler hesaplatilmistir (Cizelge
4).

Cizelge 4. Optimizasyonun istatistiksel parametreleri; Model secimi ve Model uyumsuzlugu testi icin
belitlenen p degetleri; model ve bagimsiz degisken faktérler icin belitlenen p degetleri (a), Quadratic
fonksiyon i¢in varyans analiz sonuglari (b)

Table 4. Statistical parameters of optimization; p values for model selection and lack of fit tests; model and independent
variable factors (a), variance analysis results for Quadratic function (b)

P-degerleri*
P- values*
KE SH GF
Quadratic 0.0223 0.5941 0.6239
Model se¢imi Lineer 0.1795 0.0021 0.0486
Model selection Cubic 0.7449 0.8681 0.3817
Model uyumsuzlugu 0.9113 0.2888 0.1195
Model 0.0352 0.0021 0.0486
Model A-Eksi maya 0.0495 0.0009 0.0197
< _ . B-Su 0.1216 0.1238 0.4495
vebagimsizdegiskenfaktorler

Model and independent factors AB 04827 i i

A2 0.0093 - -

B2 0.1739 - -
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Yanit

KE SH GF
Response
R2 0.77 0.71 0.46
Intercept +3.73 +2.98 565.69
A-Eksi maya, %
+ _ -
A-Sonrdongh, % 0.20 0.17 103.81
B-Su, %
> ~ + _
BV ater, % 0.15 0.06 29.46
AB -0.088 - -
A? -0.32 - -
B2 -0.14 - -
* p<0.05 istatistikselolarakdnemlioldugunugdstermektedir
**SH: Spesifik Hacim; GF: Gozenek faktori; KE: Kabul edilebilirlik
**SH.: Spesific volume; GE:Pore Factor; KE: Accaptability
Onerilen  fonksiyonlarin ~ hangisinin en iyi uyumsuzlugu”  degerleri uygun  (P>0.05)
modelleme  yaptigt  ANOVA  ile ie  bulunmustur. Ayrica “Prob>F>0.050" degerine

degerlendirilmis, en iyi modellemeyi yapan
fonksiyon secilirken; her model icin en dusiik P*
degerine sahip olmast (P<0.05) yani 6nem
dizeyinin  en  yiksek  olmasi,  “model
uyumsuzlugu”  degerinin  6nemli  olmamasi
(P>0.05), butin model terimlerine ait degerlerin
(Prob>F) <0.05 olmast, korelasyon katsayisinin
(R?) ~1 olmasi, varyasyon Kkatsayist (C.V%)
minimum olmast géz 6niinde bulundurulmustur.
Cizelge 4 (a)’da goruldigi gibi bu ¢alismada KE
icin Quadratic, SH ve GF icin Lineer model
o6nemli (P<0.05), bu modeler icin de “model

Design-Expert® Softw are

Kabul edilebilirlik
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77,
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sahip parametreler 6nemsizdir. Bu durumda, KE,
SH ve GF yamtlar icin Siyez eksi mayasi (A)
kullanim fakt6rii 6nemli (P<0.05) bulunurken, Su
miktart (B) faktori 6nemsiz (P>0.05) olarak
bulunmustur.

Sistemi modelleyen en iyi fonksiyon ve faktorlere
ait program tarafindan katsayilar belirlendikten
sonra (Cizelge 4), ¢ boyutlu yiizey yanit grafikleri,
yazilim programi aractlityla elde edilmistir (Sekil
1, Sekil 2, Sekil 3)
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Sekil 1. Siyez kepegi eksi mayast (A) ve Su miktar1 (B) bagimsiz degiskenleri kullanim orani
parametrelerinin ekmek Kabul Edilebilitlik yanitina etkisini gosteren yiizey yanit grafigi
Figure 1. Response surface plot showing the mutnal effect of the amount of einkorn bran Sourdongh (A) and Water (B)
on Bread Acceptability Response
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Sekil 2. Siyez kepegi eksi mayasi (A) ve Su miktar1 (B) bagimsiz degiskenleri kullanim orant
parametrelerinin ekmek Spesifik Hacim yanitina etkisini gosteren yiizey yanut grafigi
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Optimizasyonun amact; istenilen cevabin elde
edilmesini  saglayacak  parametrelerin  kesin
degerlerinin  belirlenmesini  saglamaktir.  Bu
calismada Desing Expert programiyla sayisal
optimizasyon  kullanilmis optimizasyon
kriterleri olarak da Siyez kepegi eksi mayast
kullantim orant (A), Su orani (B) faktorleri ile
Spesifik Hacim (SH), G6zenek Faktorii (GF) ve
Kabul Edilebilitlik (KE) yanitlart “aralikta” (in
range) olarak secilmis ve programdan ¢Oziimler
istenmistir. Tim yanit (SH, GF, KE) degerleri
program tarafindan bir arada degerlendirilmis,
“Istenirligi=1” (Desirability=1) olan 30 adet
¢bziimden birinci ¢6zim program tarafindan
onerilmis  ve kullanimmna karar verilmistir.

ve

Onerilen optimizasyon sonucuna gore %34.23
siyez kepegi eksi hamuru, %52.78 su kullandmasi
durumunda 3.77 Kabul Edilebilirlik %2.94
Spesifik hacim, 548.12 Gozenek faktori elde

edilmesi 6ng6rilmistir.

Optimizasyon
Dogrulamasi
Optimizasyon neticesinde Onerilen % 34.23 siyez
kepegi eksi mayast ve % 52.78 su kullanim
degerleri ile ekmek tretimi 3 paralel olarak
gerceklestirilmistir. Ekmege ait SH, GF ve KE
sonuclart belirlenmistir. Tespit edilen sonuglar
Cizelge 5’de verilmistir.

Sonuglarinin Deneysel

Cizelge 5. Optimum nokta dogrulama deneme sonuglari (a) ve modelden tahminlenen degerler ile
karsilastirilmasi (b)
Table 5. Comparison of optimum point verification test results (a) with the estimated values from the model (b)

Deneme No Eksi maya Su
. Sonrdongh Water KE SH GF
Trial number
% %
1 34.23 52.78 4.11 2.97 607.40
2 34.23 52.78 3.90 2.96 569.50
3 34.23 52.78 4.02 2.95 600.90
Ortalama
Mean
Modelden Tahminlenen
Estimated from the model 377 294 5926
(@)
Yanit Tahminlenen deger Ortalama deneysel Egrk P-degeri
; sonuc (£SS) Prediction error
Response Estimated values P-values
Mean result
KE 3.77 4.01£0.11 +0.24 0.059
SH 2.94 2.9610.01 +0.02 0.074
GF 548.12 592.6+20.27 +44.48 0.063

(b)

KE: Kabul Edilebilirlik; SH: Spesifik Hacim; GF: Gézenek Faktori

KE: Acceptability; SH: Specific Volume; GF: Pore Factor

Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama
denemelerinden elde edilen ortalama sonuclar ile
modelden  tahminlenen  degerler  arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark olup olmadigt
tek Ornek Atesti uygulanarak belirlenmistir

(CGizelge 5b). Sonu¢ olarak optimum nokta
ortalama yanitlart modelden tahminlenen degerler

arasindaki

farkliliklar

bulunmustur.

onemsiz

(P>0.05)
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Optimizasyon Sonrasi Optimize ve Kontrol
Orneklerinin Kargilagtiriimast
Fizikokimyasal Kalite Ozellikleri

Bu calismada  kullanilmak  lzere formul
optimizasyonu sonucunda elde edilen Siyez
kepegi eksi mayali Optimize Ekmek (OE) ile
karsilastirmak tGzere iki tip kontrol ekmegi
tretilmistir. Ekmeklik bugday kepegi ilaveli eksi

mayali Kontrol Ekmegi (KE1) ve eksi mayasiz
Kontrol Ekmegi 2’ye (KE2) gére, fizikokimyasal
kalite  Ozellikleri  acisindan  karsilastirma
yapilmistir. Optimizasyon sonucu ekmek icin
belirlenmis 54.40 g (%34.23) eksi maya ve 83.20 g
(%52.78)su kullantm miktarlarina gore Cizelge
6’daki optimize ve kontrol ekmek tiriin formulleri
olusturulmustur.

Cizelge 6.0Optimize ve kontrol ekmek formiilleri
Table 6. Formulas of optimized and control breads

Ekmek Un Eksi maya Su Tuz Maya Toplam
Brmj! Flonr Sonrdough Water Salt Yeast Total
(2) (2) (8) (8) (2) (2)
OE 160 54.40 (HV200) 83.20 3 1.76 302.36
KE1 160 108.80 (HV400) 28.80 3 1.76 302.36
KE2 187 0 110.28 3 1.76 302.04

OE:Siyez kepegi eksi hamurlu optimize ekmek KE1: Bugday kepegi eksi hamutlu ekmek; KE2: Kepeksiz/eksi

hamursuz ekmek

OE:Optimized sourdongh bread with einkorn bran KE1: Wheat bran sourdough bread; KE2: Bran-free/ sourdough-free bread

Formiillerde eksi mayadan da gelen su miktari gbz
oniinde bulundurularak toplam %58.97 su, ayni
kepek igerigi (54.40 ¢ HV200 eksi hamurda 27.2 g
kepek, 108,80 ¢ HV400 eksi mayada 27.2 g kepek)
vardir. Optimize ekmek (OE), bugday kepegi eksi

mayali ekmek (KE1) ile kepeksiz ve eksi mayasiz
standart bugday ekmegi (KE2) kontrol 6rnekleri
hazirlanarak bazi fizikokimyasal ve biyoaktif
nitelikler acisindan karsilastirmalart  yapilmugtir

(Gizelge 7)

Cizelge 7. Ekmek Orneklerine ait fizikokimyasal zellikler

Table 7. Physicochemical properties of the bread samples

OE KE1 KE2
o 0
Protein (V) 12.75+0.18b 13.57+0.05 11.96+0.05¢
Protein
e
Kal (%) 1.0140.01b 1.37+0.08 0.78+0.02b
Ash
= (0
Izzf (o) 0.2840.044 0.3940.03 0.3240.00
0
Rutubet (%) 36.16+0.87 37.7740.938 34.7940.72a
Moisture
M 0
Karbohidrat (%) 49.8010.28> 46.9010.36¢ 52.1540.202
Carbohydrate
}E 4.7540.03b 4.29+0.09 5.56+0.18
Titrasyon asitligi (%) 6.59+0.02> 11.06+0.00¢ 3.92+0.01¢
Titratable acidity T T e
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Cizelge 7. devam

OE KE1 KE2
T . . . 0
Inhibisyon (%) 24.0740.09b 43.1240.142 17.20%0.02¢
Inhibition
Mineral biyoyararlanim (%) " \ " . n b
Mineral biowpailability 63.21+0.19 77.31+0.62 62.59+0.02
Fitik asit (mg/100 g) 328.59+1.000 216.89+1.82¢ 342.03%0.908
Phytic acid
Agurlik (g) 258.63+3.05 261.4142.15 269.43+2.80
Weight
1 3

Hacim (cm?) 765.55+5.00P 530.00%9.00¢ 820,00+7.00¢
Volume
Spesifik hacim (mL/g) 2.96+0.03 2.03+0.03 3.03+1.000
Specific volume
Kabuk kalinligs (mm) 3.0340.512 2.07+0.162 2.61+0.17
Crust thickness

5 0
Agurliks kaybr (7o) 14.46+1.002 13.54+0.80 10.80+0.50
Weight loss

OE:Siyez kepegi eksi hamutlu optimize ekmek KE1: Bugday kepegi eksi hamutlu ekmek; KE2: Kepeksiz/eksi

hamursuz ekmek

OFE:Optimized sourdongh bread with einkorn bran KE1: Wheat bran sonrdough bread; KE2: Bran-free/ sourdough-free bread

Orneklerin yag, rutubet, agirlik, spesifik hacim,
agirlik kaybr gibi 6zellikleri arasindaki farkhiliklar
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Bugday
kepekli eksi hamur iceren KE1'in kil igerigi ile
mineral biyoyararlanim nitelikleri KE2 ve OE
numunelerine gbére O6nemli dizeyde yiksek
bulunmustur. Ekmeklik bugday kepegi modern
degirmenlerde nisastali endospermden ¢ok net
ayrilabildigi  halde,  siyez  kepeginin = ve
endosperminin morfolojik olarak siki bagli olmast
buna miisaade etmez ve siyez kepegi daima bir
miktar nisastalt endosperm igerir. Bu nedenle her
iki kepegin icerik ve nitelikleri birbitlerinden
farkhdir  (Orii ve Hendek Ertop, 2021).
Dolayistyla  eksi  hamurlarin  ilave  edildigi
ekmeklerin kil icetikleri de bitbitlerinden farklilik
gOstermistir. Daha fazla kepek fraksiyonu iceren
bugday kepegi eksi hamurlu KE1 numunesi
(108.80 g) en yiksek kil igerigine (% 1.37)
sahipken, bir miktar nisasta fraksiyonu iceren
siyez kepegi eksi hamurlu optimize ekmek (54.40
g) daha dugsik kil (%1.01) icerigine sahiptir.
Kepeksiz ve eksi hamursuz standart kontrol
ekmegi (KE2) ise dogal olarak en dustk kil
igerigine  sahiptir. Benzer durum mineral
biyoyararlanim icin de gegerlidir. KE1 6rneginin
aynt zamanda pH degeri daha dustik ve titrasyon

asitligi de (%) daha yiksek bulunmustur. Eksi
maya Uretiminde bugdayin kepeginden gelen
mikroflora, enzimler, mineraller gibi yapilarin
laktik asit fermantasyonunda etkili oldugu
(Hendek Ertop, 2014) yalnizca un ve suyun
fermantasyonu ile eksi hamur yapilabildigi gibi
(kepeksiz), bugday kepeginin cksi hamura
ilavesiyle ekmek hacminin ve aromatik yapinin
gelistigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Katina
vd., 2000). Bugday kepegi eksi hamurunda daha
fazla asitlik gelisiminin, ilave edildigi ekmekte de
daha fazla asitlik gelisimine neden oldugu
sOylenebilir. KE1 Orneginde daha iyi fermente
olabilirlik distincesi, aslinda mineral
biyoyararlanim (%77.31) ve fitik asit sonuglarinca
da desteklenmektedir. KE1 ekmeginde daha etkin
laktik asit fermantasyonu sonucu daha fazla
endojen fitaz aktivitesi meydana gelmis, daha
etkin fitik asit degradasyonu sonucu diger
ekmeklere gore (OE.328.59 mg/100 g3 KE2:
342.03 mg/100 g) daha dustk fitik asit dizeyi
(216.89 mg/100g) elde edildigi dustintilmektedir.
Bu durumun, yani etkin fitaz aktivitesinin de fitik
asit tarafindan baglanan Ca, Mg gibi pozitif yikli
minerallerin serbest duruma gelmesini sagladigt ve
mineral biyoyararlanimin dolaylt olarak arttig
sOylenebilir. Bir antinutrient olan fitik asidin 6
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fosforlu myo-inositol halka yapisinin, tahillarda
zaten kisitlt olan Zn ve Fe gibi minerallere karst
baglayict ve biyoyararlanimt kisitlayict bir etmen
oldugu bilinmektedir (Hendek Ertop vd.,
2020).Ekmekte kepek kullaniminin en 6nemli
etkilerinden birisi bugdayin kepek fraksiyonunda
yogun olarak bulunan fittk asidin ekmek
icerigindeki mineralleri baglamast ve
biyoyararlanimlarint  distirmesidir.  Dolayistyla
fermente edilerek ekmege katlmis kepekte bu
durumun ortadan kalktig1, hatta standart kontrol
ekmegine (KE2: 9%062.59) gbére mineral
biyoyararlanimin daha yiksek oldugu (OE:
%063.21; KE1: %77.31) acikca gorillmektedir.
Ekmekte kepek kullanimiyla ilgili istenmeyen
niteliklerinden biti de dusik hacimdir. Hacim
sonugclarindan gorilecegi tizere en yiksek hacim
standart bugday ekmeginde (KE2: 820.00 cm?3)
elde edilirken eksi hamurdan gelen kepekten
dolay1 her iki ekmekte de (OE: 765.55 cm3, KE1:
530.00 cm?) hacim o6nemli diizeyde (P<0.05)
digiik bulunmugtur. Aslinda siyez kepegi eksi
hamuru iceren 6rnegin (OE) hacmi, bugday
kepegi iceren 6rnege gore daha ylksek ve daha
kabul edilebilir dizeydedir. Ekmek 6rnekletinin
antioksidan aktivite (Yinhibisyon) degerleri ise
birbitlerinden 6nemli dizeyde (P<0.05) farkli
bulunmuslardir. Firincilik Grtinlerinde antioksidan
kapasitenin ¢esitli faktorlerden olumlu veya
olumsuz yonde etkilendigi  bilinmektedir.
Bunlardan en Onemlisi unlardaki yiksek
ckstraksiyon oranidir ki son triinde yuksek
antioksidan kapasiteye neden olur (Michalska vd.,
2007). Yani KE2 numunesinde bugday kepegi
fraksiyonunun her iki ekmege goére daha fazla
olmast zaten antioksidan aktiviteyi artirabilecek
bir niteliktir. Diger taraftan eksi hamur
fermantasyonu sonucu antioksidan aktivitede artig

olmast farkli metabolik ve biyokimyasal
durumlatla aciklanmaktadir. Eksi hamurda laktik
asit bakterilerinin metabolizmasinin  kuvvetli
antioksidatif ~ etki  olusturabilecegi  veya
fermantasyon slresince lipit oksidasyonuna
neden  olabilecegi  bildirilmigtir.  Ayrica
homofermantatif laktobasillerin lipit
oksidasyonunu  arturdim da  bilinmektedir
(Vermeulen vd., 2007). Pisme sirasinda, proteinler
ve indirgen sekerlerin karbonil gruplar arasindaki
reaksiyon sonucunda Maillard reaksiyon driinleri
de yogun olarak ekmek kabugunda meydana
gelmektedir.  Yapilan bazi  calismalar  bu
bilesiklerin antioksidan nitelik tasidigint ve firin
trtinlerinin 6zellikle kabuk kisimlarinin bu 6zelligi
kazanmasina neden olduklarini belirtmektedir
(Michalska vd., 2007). Farkli bir yaklasim da
biyoaktif peptit olusumuna dayandirilmasidir.
Eksi hamur fermantasyonuyla meydana gelen
proteoliz ve asidifikasyon arasindaki etkilesim
sonucunda  biyoaktif  peptitler =~ meydana
gelmektedir (Rizzello vd., 2008; Coda vd., 2012)
bu spesifik protein fragmentlerinin = viicut
fonksiyonlar1 ve kondiisyonu {izerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Yapida bulunan dogal
proteinlerin bazi mikrobiyal ve bitkisel proteolitik
enzimler tarafindan hidrolizi sonucu meydana
gelen  biyoaktif  peptitler  genellikle gida
fermantasyonu sirasinda artis  gosterirler. Bu
peptitlerin antioksidatif, antihipertansif, mineral
baglama gibi etkileri wvardir. Secilmis bazt
LAB’lerinin eksi hamur fermantasyonu stiresince
antioksidan peptitler trettikleri de tespit edilmistir
(Coda vd., 2012).

Mineral Madde Igerigi
Ekmek oOrneklerine ait mineral madde icerikleri
Cizelge 8’de verilmistir.

Cizelge 8. Ekmek Orneklerine ait mineral madde icerikleri
Table 8. Mineral content of bread samples

Ekmek Mg (ppm) Na (ppm) K (ppm) Ca (ppm) P (ppm)

OE 117.70£2.00 2944.40£39.00  1605.30£8.40  478.00+0.70 1222.00£6.60
KE1 172.80%2.20 2855.20%£25.90  2270.80%£6.80  440.70%+6.10 1615.60£16.50
KE2 55.8010.20 2883.00£22.40  1315.70£9.50  353.20+11.10  884.20%4.40
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Ekmek  Fe (ppm) Mn (ppm) Se (ppm) Zn (ppm) Si (ppm)

OE 18.04%0.15 7.61£0.04 1.31£0.03 36.30£1.40 14.28%0.63
KE1 22.4440.24 14.58%0.13 4.34%0.08 21.80£0.20 16.60£0.28
KE2 13.52%0.11 5.13+0.03 3.9940.10 7.20£0.10 13.40%0.25

OE:Siyez kepegi eksi hamurlu optimize ekmek KE1: Bugday kepegi eksi hamutlu ekmek; KE2: Kepeksiz/eksi

hamursuz ekmek

OE: Optimized sourdough bread with einkorn bran KE1: Wheat bran sourdough bread; KE2: Bran-free/ sourdough-free bread

Cizelge 8’de gorildugi tzere bugday ince kepegi
eksi hamuru katkili ekmekler (IKE1) en yiiksek
mineral madde igerigine sahiptirler. Diger taraftan
siyez kepegi eksi hamurlu ekmegin (OE) mineral
madde icerigi de standart bugday ekmegi kontrol
ornegine gore daha yiksektir. Benzer nitelikte
sonug Cizelge 7’de verilen kiil, protein miktarr gibi
tizikokimyasal niteliklerde de goriilmustir. Siyez
bugday kepegi eksi hamur formunda eckmege

ilavesiyle, standart bugday ekmegine gore besinsel
acidan daha iyi sonuglar vermektedir. Diger
taraftan  bugday kepegine kiyasla nisastalt

endosperm fraksiyonu da icermesi daha dusik
mineral madde kompozisyonu gdstermesine
neden olmakta (Orii ve Hendek Ertop, 2021),
ilave edildigi ekmegin niteliklerini bu yo6nde
etkilemektedir.

Sekil 4. Karsilastirma yapilan ekmek 6rnekleri (Soldan saga; KE2, OE, KE1)
Figure 4. Compared bread samples (From left 1o right; KE2, OE, KET)

Optimize ekmek nitelikleri (OE) hem i¢ hem de
dis Ozellikler acisindan genel olarak standart
bugday ekmegine (KE2) benzer nitelikte
bulunmustur. Dis ve i¢ tekstlr renkleri, hacimleri,
yeme kalitesi ve lezzetleri panelistlerce yakin
bulunmustur. Bugday kepegi eksi hamuru iceren
kontrol 6rnegi (KE1) antioksidan aktivite, fitik
asit dlzeyi gibi biyoaktif nitelikler acisindan ¢ok
daha iyi bulunmasina ragmen, duyusal analizde
panelistler tarafindan daha digsik duyusal puan

almistir.  Ozellikle hacminin  daha kiiciik, ic
gbzenek yapisinin daha sikistk ve buna bagh
agizda ¢igneme niteliginin daha zor olmast
nedeniyle bu niteliklere ait degerlendirme puanlart
daha distk diizeyde kalmistir. Ayrica panelistler
tarafindan fermantasyona bagli cksi hamur
lezzetinin daha yogun oldugu, kepek lezzeti ile
birlestiginde ekmek lezzet profilinin olumsuz
yonde etkilendigi bildirilmistir.
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Cizelge 9 Ekmek 6rneklerine ait duyusal analiz sonuglari
Table 9. Sensory evaluation results of the bread samples

Dis 6zellikler

Crust properties
Numune Kabuk rengi Sekil simetrisi Pisme diizgiinltiga Kabuk 6zellikleri
Sample Crust color Shape symmetry Baking uniformity Crust attributes
OE 4.0010.00 4.00£0.25 4.50%0.00 5.00£0.00
KE1 2.0010.00 3.00%£0.00 3.00£0.00 3.00£0.00
KE2 5.00£0.00 5.00£0.00 4.50%0.00 5.00£0.00
I¢ 6zellikler
Crumb properties
Numune  Gé6zenek yapisi I¢ rengi Aroma ve tat ..ngn.erne. Yapi
. ozellikleri
Sample Pore homogenity Crumb color  Flavour and taste ) . Crumb texture
Chewing attribute
OE 5.00£0.00 4.7510.00 4.50%0.00 4.25%0.25 4.2510.25
KE1 3.50£0.00 2.00+0.25 2.00£0.25 2.00£0.00 2.50%0.00
KE2 5.00£0.00 5.00£0.00 4.7510.25 4.50%0.00 4.50%0.00
SONUC icermesine ragmen, fitik asit diizeyinde standart
Siyez bugdayt isleyen degirmenlerde %025 bugday ekmegine gére azalma, biyoyararlanim ve

diizeyinde atik olarak ¢ikan nisastali endosperm
granilleri de igeren siyez kepeginin bugday unu
gibi fermente olabildigi ve HV:200 orantyla eksi
hamur dretimi yapilabilecegi, fermantasyonu
sonucu bir antinutrient olan fitik asidin yikiddigt ve
biyoyararlanimmnin arttigi belirflenmigtir.  Diger
taraftan  firnda  eksi  hamur  yapiminda
kullanmadan 6nce 6n bir 6giitme prosesiyle boyut
kiictiltmesi yapilarak inceltilmesi grantl yiizey
alanint genisleteceginden daha kolay fermente
olmasmna ve kullanildigi ekmegin tekstiirel ve
yeme kalitesinin iyilesmesine katk: saglayabilecegi
distnilmektedir. Yapilan optimizasyon sonucu
HV:200 oraninda hazirlanan siyez kepegi eksi
mayasinin ekmek hamurunda %34.23 oraninda
kullanilmasi gerektigi buna karsilik
formiilasyondaki su oranin da %52.78 diizeyinde
olmast gerektigi tespit edilmistir. Ekmekte kepek
kullanimt sonucu karsilasilan en énemli sorunlar
hacmin diistik olmast ve fitik asit diizeyinin yiiksek
olmasidir. Yapilan c¢alisma ile siyez kepegi
kullanimin bugday kepegine gére daha hacimli ve
kabul edilebilitligi daha yiiksek triinler verdigi
belirlenmigtir. ~ Ustelik ~ kepek  fraksiyonu

protein orant gibi besinsel niteliklerde ise artig
saglanmustir. Ayrica mineral madde
kompozisyonu da standart bugday ekmegine gore
daha yiksektir. Genel olarak siyez kepegi eksi
mayalt ekmek, bugday kepegi eksi mayalt ekmek
ile standart bugday eckmegi arasinda nitelikler
sergilemistir. Eksi maya yapmadan 6nce 6glitme
ile grantl vyapistin inceltilmesi, eleme ile
standardizasyonu, fermantasyon  etkinli§inin
artirtlmast icin HV:200 degerinin tzerinde HV
250-300 diizeyinde denemeler yapilarak, bugday
kepegi eksi hamurunun biyoaktif niteliklerine
yakin sonuglar almnabilecegi dustnilmektedir.
Elde edilen bulgulara gore, degirmencilik yan
triind olarak a¢iga ¢ikan ve hayvan yemi olarak
degerlendirilen  bu  fraksiyonun  firincilik
driinlerinde kullanim potansiyelinin oldugu da

gorilmektedir. Bugday kepegi eksi hamuru
kullanilan ekmek Orneginde (KED)

biyoyararlanim, antioksidan aktivite ve fitik asit
degradasyonu gibi biyoaktif nitelikler agisindan
¢ok daha iyi sonuglar alinmasina ragmen, duyusal
degerlendirmede panelistler tarafindan daha
distik duyusal skorlar almasi nedeniyle bugday
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kepegi eksi mayasinin daha diisiik oranda
kullanilmasi gerektigi de sOylenebilir. Gunlimiiz

tiketici  tercihlerinin = ve  ekmek  dretim
politikalarinin tam bugday ekmegi ve kepekli
ekmek  yoninde  degistisi g6z  Onilinde

bulunduruldugunda, kepek fraksiyonunun eksi
hamur yapiminda kullanimi ekmegi yalnizca diyet
lif acisindan zenginlestirmekle kalmayacak, ayni
zamanda mineral icerik ve biyoyararlanim,
antioksidan aktivite, fitik asit degradasyonu gibi
O6nemli biyoaktif nitelikler acisindan da gelistirmis
olacaktir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Bu makalede vyazarlarin, bagka kisiler veya
kutumlar ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.
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oz

Bu ¢alismada findik, badem, fistik, ceviz ve kaju yagli tohumlarindan katki maddesi ve seker ilavesi olmaksizin
bitkisel stt Uretilmistir. Bitkisel stitler kefir starter kiltirt kullanilarak fermente edilmistir. Bitkisel sttlerin
yant stra inek siitiinden de kefir iiretilmistir. Uretilen kefir 6rnekleri 4°C’de 30 giin siireyle depolanmustir.
Depolama siiresince kefir rneklerinde belirlenen serum ayrilmast degerleri, renk parametreleri ve panelistler
tarafindan Srneklerin duyusal Szelliklerini degetlendirmek amaciyla verilen puanlar karsilastirdmustir. En
yiksek serum ayrilmast degeri ceviz siitiinden tretilen kefir 6rneginde (18 ml), en distk serum ayrilmast
degeri ise fistik siitiinden tretilen kefir 6rneginde (1.16 ml) belitlenmistir. L*, a*, b*, AE degerleri ile
panelistler tarafindan verilen renk, gbriints, yapt ve kivam puanlarinin depolama siiresince azaldigi, buna
karsihk kroma, hue agist ve beyazlik indeksi degerleri ile panelistler tarafindan verilen tat ve koku puanlarinin
ise depolama siiresince arttif1 tespit edilmistir. Genel begeni agisindan en ¢ok findik siitiinden tretilen kefir
ornegi (3.76) begenilirken, en az kaju sttiinden tretilen kefirin (2.46) begenildigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Kefir, bitkisel stit, serum ayrilmast, renk, duyusal 6zellik

SOME PHYSICAL AND SENSORY PROPERTIES OF KEFIR MADE FROM
VEGETABLE MILK FROM DIFFERENT NUTS

ABSTRACT

In this study, vegetable milk was produced from oilseeds of hazelnut, almond, peanut, walnut and
cashew without additives and sugar. Vegetable milks were fermented using kefir starter culture. In
addition to vegetable milk, kefir was also produced from cow's milk. The kefir samples were stored
at 4°C for 30 days. The whey separation values, color parameters and the scotes given by the panelists
to evaluate the sensory properties of the samples were compared during the storage period. The
highest serum separation value was determined in the kefir sample produced from walnut milk (18
ml), and the lowest serum separation value was determined in the kefir sample produced from peanut
milk (1.16 ml). It was determined that the L, a, b, AE values and the color and appearance, structure
and consistency scores given by the panelists decreased during storage, while the chroma, hue angle
and whiteness index values and the taste and odor scores given by the panelists increased. In terms
of general appreciation, kefir produced from hazelnut milk (3.76) was preferred the most, while kefir
produced from cashew milk (2.46) was the least appreciated.

Keywords: Kefir, vegetable milk, whey separation, color, sensorial properties
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GIRIS

Bitkisel stitler suda ¢6zliinmils veya parcalanmis
bitki materyali stspansiyonlart olup, gorinis
olarak inek sitline benzemektedirler. Bitkisel
sttlerin hayvan siitiine renk ve doku a¢isindan da
benzemesi amaglanmaktadir (Mauro ve Garcia,
2019). Son yillarda vegan diyetin daha saglikli bir
beslenme diizeni oldugunu savunan ¢alismalarin
artmast, hayvansal gidalarin Uretiminin neden
oldugu cevre kirliligi, hayvan haklarina olan
duyatliligin  artmasi, gida trendinin bu yone
¢ekilmesi nedeniyle vegan diyetini benimseyen kisi
sayistnin hizla artigr gérilmektedir. Bu nedenle,
vegan diyetinde tiketilemeyen hayvansal siit ve
sut Urlnlerine alternatif olan bitkisel siitlerin
o6nemi artmaktadir (Erk ve ark., 2019). Aym
zamanda bitkisel sttlerin kolesterol icermemesi de
talebin artmasina katkida bulunmaktadir (Vanga
ve Raghavan, 2018). Inek siitiinde endise duyulan
bir diger konu ise antibiyotik ve bilyiime hormonu
varhigidir. Bitkisel siitlerin hayvansal sttlerden
daha saglkli oldugu dustincesiyle Avrupa
nifusunun  %715’inin  hayvansal sit ve st
trinlerinden kagindigt bildirilmistir (Sethi ve ark.,
2016).

Kefir, Dogu Avrupa kokenli, yaygin olarak
tiketilen fermente bir siit drintadir. Kefir
besleyici bir fermente siit icecegi olmasinin yant
sira, probiyotik 6zelligiyle insan beslenmesinde
o6nemli bir yere sahiptir (Tomar ve ark., 2017)
Kefir tretimi i¢in en yaygin olarak inek sutd
kullanilmakla bitlikte, ke¢i, koyun, deve gibi farkls
hayvanlarin  siitlerinden ya da soya, piring,
Hindistan cevizi gibi bitkisel kaynaklardan elde
edilen siitlerden de kefir iiretilebilmektedir. Inek
suti  proteini alerjisi ve laktoz intoleransi
hassasiyei olan ya da vejetaryen/vegan
beslenmeyi benimseyen bireyler icin inek stti
kefirine alternatif olarak bitkisel stitlerden de kefir
uretilebildigi bildirilmektedir (Sethi ve ark. 2016;
Vanga ve Raghavan, 2018).

Gida fermantasyonu, nisasta ve seker gibi
kompleks karbonhidratlatin, maya ve/veya
bakteri tarafindan kullanilarak anaerobik kosullar
altinda, karbondioksit tretimi ve sekerin alkole
doéntstirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Bitkisel
sutlerin fermantasyonu ikincil metabolitlerin

tretimine yol actigindan Onem arz etmektedir
(Paul ve ark., 2020). Fermantasyonun, bitkisel
sutlerin ~ duyusal  profilini  iyilestirebilecegi
belirtilmektedir. Yapilan bir calismada n- heksanal
ve n- heksanoliin eksikligi  nedeniyle  bitkisel
sttlerdeki kumsu tadin mikrobiyal fermantasyon
yoluyla azaldigt bulunmustur (Wang ve ark.,
2003). Fermantasyon, sonucunda arzu edilen tat
ve aromayl saglayan ucucu organik bilesikler de
meydana gelmektedir. Ornegin  {irline aroma
saglayan diasetil (2,3-butanedion) bilesiginin ve
meyvemsi (yesil elma) bir tat veren asetaldehit
bilesiginin tahil bazli ve yagl tohum bazlt bitkisel
sitlerin ~ fermantasyonu  sirasinda  arttg
bildirilmistir. Ayrica bitki bazli siit alternatiflerinin
lezzeti ve tadi fermantasyon sirasinda meydana
gelen aminoasit seviyelerindeki degisikliklerden de
etkilenmektedir (Tangyu ve ark., 2019).

Piyasada bulunan bitkisel sttler katkili ve seker
ilaveli olmasi nedeniyle titketicilerin seker ilavesiz
urin  beklentisini  karstlamamaktadir.  Bitkisel
sutler ve bitkisel sitlerden turetilen fermente
trtinlerin gelistirilmesi nispeten yeni bir konu olup
bu gdalarin  duyusal = 6zelliklerini  arastiran
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Mauro ve
Garcia, 2019). Literatiirde bitkisel siit ilaveli
karisim  stitlerden yapilan kefir igeceklerinin
kimyasal bilesimi ve duyusal kalitesini analiz
etmek icin caligmalar yapimustir (Atalar, 2019;
Atik S6zeri ve ark., 2021; Bensmira ve Jiang, 2012;
Cui ve ark., 2013; Dos Santos ve ark., 2019;
Kesenkas, ve ark., 2011). S6z konusu ¢alismalarda
%100 bitkisel sat kullanlmamis olup, yaglh
tohumlardan elde edilen katkisiz ve seker ilavesiz
bitkisel stitlerden Uretilen kefirlerin  duyusal
Ozelliklerine yonelik calisma bulunmamaktadir.
Bu calismada; badem, fistk, findik, ceviz ve
kajudan elde edilen bitkisel siitler ile inek suti
kefir starter kiltird ile fermente edilerek kefir
tretimi gerceklestirilmistir. Fermantasyon sonucu
olugan kefir 6rneklerinin serum ayrilmast degerleri
ve renk parametreleri ile duyusal 6zellikleri ve bu
Ozelliklerin depolama siiresince degisimi takip
edilmistir.



Bitkisel stitlerden uretilen kefirlerin 6zellikleri

MATERYAL VE YONTEM

Gereg

Bu calismada kullanilan ¢ig yaglt tohumlar (yer
fisug1, findik, badem, ceviz ve kaju) yerel
marketten, ¢ig inek siitii Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Doner Sermaye Isletmesi’ne baglt
Sigir Ciftligi’nden, kefir starter kilttrt (Kefir DC,
DuPont Danisco) Tirker Endistri Teknik
Makina ve Tic. San. Ltd. Sti. (Istanbul,
Turkiye)’den satin alinmistir. Kefir 6rnekleri
Akdeniz Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Bélimi Laboratuvarinda
Uretilmistir.

Yéntem

Yagli Tohumlardan Siit Uretimi

Bitkisel siit 6rneklerinin Gretimi icin findik, yer
fisug1, badem, kaju ve ceviz 12 saat suda
bekletilmis  ve kabuklarindan arindirlmistir.
Kabugu soyulan yagl tohumlarin tzerine 1:5
[yaglt tohum (g): su (ml)] oraninda su ilave edilmis
ve blenderde (Kenwood Thermoresist Cam
Blender AT338) 10 dakika katistirtlmigtir. Olusan
yapt bez kese (standart Amerikan pamuklu bez)
kullanilarak = stiziilmustir (Bensmira ve Jiang
2012).

Yagli Tohumlardan Elde Edilen Bitkisel
Siitlerden ve Inek Siitiinden Kefir Uretimi
Kefir tiretiminde kullanilan bitkisel siitler ve ¢ig
inek sutit 90°C’de 5 dakika 1sil isleme tabi
tutulmus ve 25°C’ye sogutulmustur. Sogutulan
sttlere ticari kefir starter kilttiri inokiile edilerek
(0.015g/L) 25°C’de pH’st 4.6 oluncaya kadar
inkiibe edilmistir (Ebner, 2015). Inkiibasyon
sonucu elde edilen kefir 6rnekleri 200 mllik
kapakli plastik kaplara doldurulmus ve 4°C’de 30
giin siire ile depolanmustir.

Renk Analizi

Sit ve kefir 6rneklerinde CIE L*) a*) b* ve AE
renk parametrelerini belirlemek icin renk Sl¢tim
cihaz1 (Minolta Colorimeter CR-400, Konica
Minolta, Japonya) kullanidmistir. Orneklerin
Olciminden o6nce cihazin kalibrasyonu beyaz
kalibrasyon plakast (L.=95.12, a=-0.33 ve b=3.30)
ile yapilmistir. Olgiimler sonucunda elde edilen
L*, a* ve b* degerleri kullanilarak Grneklerin

kroma (C) [1], hue acist (h®) [2] ve beyazlik indeksi
(BI) [3] degetleri hesaplanmistir.

C = (a)*+ (b*)? (1]
— tan-1&2
H=tan™?! 7o) 2]

BI = 100 — [(100 — L)% + (a*)? + (b*)?]°5
3]

Serum ayrilmasi

Kefir orneklerinde serum ayrilmasi  analizi,
Koéksoy ve Kili¢ (2004)’1n belirttigi yénteme gore
yapilmistir. Ornekler 50 mL'lik kapakli cam
meziitlerde 4°C'de depolanmis ve ylzeyde biriken
serumun hacmi, depolamanin 1., 15. ve 30.
giinlerinde Sl¢tilmistir.

Duyusal Analiz

Orneklerin  duyusal yonden degerlendirilmesi,
Akdeniz Universitesi Gida Miihendisligi Bélimi
ile Beslenme ve Diyetetik Bélimii akademik
personeli  ve  lisanststd  Ogrencilerinden
olusturulan 22 ila 40 yas arasindaki 40 kisilik
panelist grubu tarafindan yapilmistir. Panelistlerin
koku ve tat duyusunu olumsuz etkileyecek
herhangi bir hastalig1 bulunmamaktadur.
Depolamanin 1., 15. ve 30. giinlerinde yapilan
degerlendirmede renk ve gériinds, yapt ve kivam,
tat ve koku ile genel begeni puanlandirilmistir.
Duyusal degerlendirme, yemeklerden yaklasik 2
saat Once veya sonra ortam sicakliginda
gerceklestirilmistir. Seffaf plastik bardaklarda 8°C
sicaklikta bulunan kefir Ornekleri (25 ml)
degerlendirme icin panelistlere sunulmustur.
Kefir ornekleri ti¢ basamaklt sayiarla kodlanmis
ve rastgele sirayla degerlendirilmistir.
Degerlendirme bireysel olarak, iyi aydinlatilmis bir
ortamda yapilmis ve ardisik 6rnekler arasinda su
tiiketmeleri istenmistir (Ahmadian-
Kouchaksaraei ve ark., 2014).

Istatistiksel analizler

Aragtirma  kapsaminda yapilan Uretimler ile
fiziksel ve duyusal analizler iki tekerriitlii olarak
gerceklestirilmis  ve analizler paralelli olarak
yapilmistir.  Analizlere ait ortalamalar SAS
istatistik programi (SAS Instutue Inc. SAS System
9.0) kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus,
onemli bulunan varyasyon kaynaklarinin etki
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duizeyleri ise Duncan Coklu Karstlastirma Testi ile
degerlendirilmistir (Duzglines ve atk., 1987).

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Siit Orneklerinin Renk Analiz Sonuglart

Besinlerde renk, tiiketicinin tat algisini, begenisini
ve trtinin kabul edilebilirligini etkileyen 6nemli
parametrelerden  bir  tanesidir. Rengin
matematiksel olarak O&lcilmesini saglayan L*
(acikhik) parametresi O (siyah) ile 100 (beyaz)
arasinda aydinlk degerini ifade etmektedir. a*
parametresinin pozitif deger almasi kirmiziligy,
negatif deger almast yesilligi ifade etmektedir. b*
parametresinin ise pozitif deger almasi sarihg,
negatif deger almasi maviligi ifade etmektedir
(Wadhwani ve McMahon, 2012, Paredes ve ark.,

hue agist ve beyazlik indeksi degerleri kullanilarak
hazirlanan  grafikler Sekil 1°de sunulmustur.
Ortalama en yiksek L degeri inek sitiinde,
ortalama en dusik L degeri ise ceviz siitinde
saptanmistir. En ylksek ortalama a*, b* AE
degerlerinin ceviz stitiinde, en disiik ortalama a*,
b* AE degetlerinin ise inek siitiinde oldugu tespit
edilmistir. Ticari badem ve findik sttlerinin renk
analizinin yapildig1 bir ¢alismada L* degerlerinin
calismamizda elde edilen L* degerlerinden daha
diisiik oldugu bulunmustur (Jeske ve ark., 2017).
Yapilan baska bir ¢alismada yarim yaglt inek siitl
ile findik sttintin renk analizi sonucunda findik
sitinin L* degerinin daha digik a* ve b*
degerinin ise daha yiiksek oldugu saptanmistir
(Tlyasoglu ve Yilmaz, 2019). Calismamizda da inek

2022). Sut  oOrneklerinin - renk  analizinde stuti ile findik sttt kiyaslandiginda bu sonuglarla
degerlendirilen ortalama L*, a*, b*, AE, kroma, uyumlu oldugu gorillmektedir.
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Sekil 1. Stit 6rneklerinin L*, a*, b*, AE, kroma, hue agist ve beyazlik indeksi degerleri
Figure 1. The 1%, a*, b* AE chroma, hue angle and whiteness index: values of milk samples

*IS:Inek sttd, KS:Kaju stitti, FN: Findik stti, FS: Fistik siitt, CS: Ceviz siitii, BS: Badem stitii
*]S:Cow milk, KS: Cashew milk, FN: Hazelnut milk, FS: Peanut milk, CS: Wallnut milk, BS: Almond milk
**Farkli harfler ortalamalarin istatistiksel olarak farkli oldugunu géstermektedir (P <0.05).

**Means with different letters are statistically different (P <0.03).

Rengin doygunlugunu ifade eden kroma, rengin
kantitatif 6zelligi olarak kabul edilmekte ve her
renk tonu i¢cin aymi L* degerine (actkliga) sahip gri
renge gore farklilik derecesini  belitlemeyi
saglamaktadir (Paredes ve ark., 2022). Kroma
degeri solgun renklerde disiik, canlt renklerde
yuksek degerler almaktadir (Lopez ve ark. 2017).
Hue agist ise herhangi bir rengin mavimsi,
kirmizimst vb. olarak tanimlanmasini saglayan
kalitatif bir Ozellik olup, 0° ile 360° arasinda
degerler almaktadir (Tasova ve Ozkurt, 2018).
Calismamizda en yiiksek ortalama kroma degeri
ceviz sitinde, en yiksek ortalama hue acist ve
beyazlik indeksi degeri inek siitlinde saptanmustir.
Ayrica en dusiik ortalama kroma degerinin inek
sttinde, en digtik ortalama hue agist ve beyazlik
indeksi degerinin ise ceviz siitinde oldugu

saptanmistir. Hue acist degerlerine gore inek
stitlintin yesilimsi sart oldugu gbzlenmis ve ceviz
stutiinin diger bitkisel siitlere gére daha sarimsi
turuncu oldugu tespit edilmistir. Elde ettigimiz
sonuglar incelendiginde inek siitiniin bitkisel
stitlere gére daha beyaz renge sahip oldugu ve
bitkisel siitler icerisinde de en actk renge badem
sttiinin, en koyu renge ise ceviz sitiiniin sahip
oldugu gériilmektedir. Ornekler arasindaki bu
farkliligin yaglt tohumlarda bulunan ve sart renk
veren karotenoid, flavonoid ve ksantofil (lutein)
gibi renk pigmentlerinin gesidi ve miktarindan
kaynaklandigi bildirilmektedir (Yilmaz-Ersan ve
Topgcuoglu, 2022; Dini ve ark., 2019).
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Kefir 6rneklerinin serum ayrilmasi degerleri

Serum ayrilmasi, depolama sirasinda protein
aginin bozulmast ve jel yapinin serum fazini tutma
yetenegini kaybetmesiyle ortaya c¢tkan 6nemli bir
kalite kusurudur (Rasika ve ark., 2021). Kefir
orneklerinin ortalama serum ayrilmast degerleri
kullanilarak  hazitlanan  grafikler Sekil 2‘de
sunulmugtur. Kefir 6rneklerinin serum ayrilmasi
degerleri incelendiginde en vyiiksek ortalama

serum ayrimast degeri ceviz sttiinden uretilen
kefirde, en distik serum ayrilmasi degeri fistik
stittinden tretilen kefirde saptanmugtir (Cizelge 1).
Ayrica kefir 6rneklerinin ortalama serum ayrilmast
degerlerinin 15 ginlik depolamanin sonunda
artugl (P <0.05) ve depolamanin 15. giinii ile 30.
ginl arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
(P >0.05) olmadig bulunmustur.
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Sekil 2. Kefir 6rneklerinin serum ayrilmasi, L*, a*, b*, AE, kroma, hue acist ve beyazlik indeksi degerleri
Fignre 2. The whey separation, L*, a*, b* AE chroma, hue angle and whiteness index values of kefir samples

*[K:inek sttiinden tretilen kefir, KK:Kaju siitinden tretilen kefir, FNK: Findik sttiinden retilen kefir, FSK:
Fistik stitinden tretilen kefir, CK: Ceviz siitinden tretilen kefir, BK: Badem sitiinden liretilen kefir

*[K:Cow kefir, KK:Cashew kefir, FNK: Hazelnut kefir, FSK: Peanut kefir, CK: Wallnut kefir, BK: Almond kefir
*fFarkli harfler ortalamalarin istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir (P <0.05).

**Means with different letters are statistically different (P <0.03).

Gizelge 1. Depolama stresince kefir érneklerinde belitlenen serum ayrilmasi degerlerine ait
ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglart
Table 1. Duncan Multiple Comparison Lest results of the means of whey separation values determined in kefir samples
during storage

Serum ayrilmasi

Uriin gesidi Hokok

IK 10.58+4.47 b
KK 9.6614.82 b
FNK 12.83+4.52b
FSK 1.16%£1.344
CK 18.00+5.71 a
BK 6.0810.83 ©
Depolama zamani Kok

1. glin 5.41+3.68 b
15. giin 11.37+6.63 2
30. giin 12.37%£6.79 =

*K:Inek sitinden tretlen kefir, KK:Kaju sitinden tretilen kefir, FNK: Findik sttinden dretilen kefir, FSK:
Fistik stitinden uretilen kefir, CK: Ceviz sutlinden Uretilen kefir, BK: Badem stutinden uretilen kefir

*K:Cow kefir, KK:Cashew kefir, FNK: Hazelnut kefir, FSK: Peanut kefir, CK: Wallnut kefir, BK: Almond kefir
**Farkli harfler ortalamalarin istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir (P <0.05).

**NMeans with different letters are statistically different (P <0.03).

*HEP <0.007 dizeyinde 6nemli

*#F*Significant at the P <0.007 level

Yag globillerinin ¢evresi protein yapida bir emilsiyonlarin stabilitesini arttirmaktadir.
membranla ¢evrili olup, bu protein yapi ara ylzey Fermantasyon sirasinda artan asitlik, protein
enerjisini  ve  ylzey gerilimini  azaltarak  yapidaki membrani bozmakta ve yag globillerinin
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temasint  kolaylastirarak  floktlasyona neden
olmaktadir. Bu nedenle protein igerigi dusik
emiilsiyonlarda faz ayrimi artabilmektedir (Kizzie-
Hayford ve ark., 2016). Bununla birlikte yag icerigi
yukseldikce serum ayrilmast degerinin dustigu de
bildirilmistir (Lucey, 2002). Ayrica depolama
stresince de kefir icerisinde canliligini stirdiiren
maya ve bakteriler proteinleri hidrolize etmekte ve
protein yapt igerisine hapsolmus serumun
salinmasina neden olmaktadir (Yeniceri ve atk.,
2021). Sutin bilesiminde bulunan proteinlerin,
yapisal farklligi, aminoasit bilesimi, ylzey
polaritesi veya hidrofobikligi gibi faktorlerin de
serum  ayrimast  tzerinde etkili  oldugu
bildirilmektedir  (Ozturkoglu-Budak ve ark,
2016). Tum bu faktérler g6z ontnde
bulundurularak  calismamizda elde ettigimiz
sonuglara (Cizelge 1) bakildiginda serum ayrilmasi
degerleri arasindaki farkhihigin, inek siitii ve yagh
tohumlardan elde edilen bitkisel sttlerin bilegimi
ile protein yapilart arasindaki  farkliiktan
kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir (Gursoy ve
ark., 2016). Daha 6nce yapilan calismalarda, su-
yag emiilsiyonlarinda emiilgatér gérevi goren
proteinin  bitkisel ~sttlerde dusiik miktarda
bulunmasi nedeniyle bitkisel siitlerde stabilite
sorunlarinin - goruldigi  bildirilmistir. Bu  tip
yapisal  sorunlarin  ksantan = zamki  gibi
hidrokolloidlerin ~ eklenmesiyle  giderilebildigi
bilinmektedir (Bernat ve ark., 2014). Bernat ve
ark., (2015) fermente badem sitinin serum
ayrilmasi degerinin depolamanin 1. giintinde %11
iken, depolamanin 28, glininde %25.1%
yikseldigini tespit etmislerdir. Bernat ve ark.,
(2014) fermente findik stitliniin serum ayrilmast
degerinin  depolama  sitiresince  arttigini
belirtmislerdir. Ermis ve ark. (2018) yapmus
olduklar1 calismada depolamanin 10. glintnde
ayranin serum ayrilmasi degerinin
(28.50ml/50ml), fermente findik sttiinin serum
ayrilmast degerinden (14.00ml/50ml) daha yiiksek
oldugunu saptamuslardir.

Kefir Orneklerinin Renk Analiz Sonuglari

Fermente iceceklerin rengi ham  madde
cesidinden, depolama siiresinden ve pH’daki
farkliliklardan etkilenebilmektedir (Ma ve atk.,
2015). Calismamizda kefir 6rneklerinin ortalama
L*, a*, b* AE, kroma, hue agcist ve beyazlik

indeksi degerleri kullanilarak hazirlanan grafikler
Sekil 2‘de sunulmustur. Kefir 6rneklerinin 1*) a*,
b* ve AE degetlerine ait ortalamalarin Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuclari
incelendiginde en ylksek ortalama L* degerinin
inek sttiinden tretilen kefirde, en ylksek ortalama
a* ve AE degerinin ceviz siitinden tretilen kefirde
ve en ylksek ortalama b* degerinin ise kaju
sttinden Uretilen kefirde oldugu saptanmistir (P
<0.05) (Cizelge 2). Calismamizda renk analizine
gore L* degeri incelendiginde en actk rengin inek
stittinden {iretilen kefirde, en koyu rengin ceviz
stitinden tretilen kefirde oldugu gorilmektedir.
Calismamizda ceviz stutinden uretilen kefirin
diger kefirlere goére kirmiziliginin daha fazla
oldugu bulunmustur. Bununla birlikte kirmiziligin
en az inek sitinden duretilen kefirde oldugu
gorilmektedir. b* degeri renk parametreleri
arasinda sarihift ifade etmekte olup kaju siitlinden
tretilen kefirin sarihgmnin diger 6rneklere gore
daha yiksek oldugu saptanmustir.  Kefir
Orneklerinin  ortalama L* ve b* degerlerinin
depolama stresince arttifi ve bu artisin
istatistiksel olarak o6nemli (P <0.05) oldugu,
bununla birlikte a* ve AE degerlerinin ise
depolama suresince azaldigt ve bu azalisin
istatistiksel olarak 6nemli (P <0.05) oldugu
bulunmustur. Kefir 6rneklerinin kroma, hue agist
ve beyazlik indeksi degetlerine ait ortalamalarin
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar
Cizelge 3’te verilmistir.

Calismamizda hue acis1 degetleri incelendiginde
inek stitinden tretilen kefirin renginin depolama
boyunca yesilimsi saridan (104.37), sarimsi yesile
(115.45) dogru degistigi gdzlenmistir. Ceviz kefiri
hari¢ diger bitkisel kefitlerin renginin depolama
boyunca saridan yesilimsi sartya dogru, ceviz
sitinden tretilen kefirin renginin ise sarimsi
turuncudan (57.02), turuncumsu sartya (68.20)
(2015) tarafindan yapilan calismada fermente
badem siitiniin depolama stiresince L*, hue agist
ve beyazlik indeksi degerlerinin arttigl, kroma
degerinin ise azaldigi bulunmustur. Depolama
siiresince meydana gelen renk koordinatlarindaki
bu degisikliklerin = parcaciklarin  kiimelenme
dizeyiyle iliskili olan farkli saydamhk (opaklik)
diizeyiyle ilgili oldugu bildirilmistir. Aciklik degeri
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(L*) ne kadar ytiksek olursa, saydamligin o kadar
ylksek oldugu ve beyazlik indeksi dogrultusunda
kroma degerinin o kadar dusik oldugu
bildirilmistir. Calismamizda depolama stiresince
badem siitinden tretilen kefirin I* ve b* degerleri
artarken a* degerinin azaldigt goriilmektedir.
Ayrica depolama boyunca kroma ve beyazlik
indeksi degerinin artti§1 hue acist degerinin ise
depolamanin 1. giind ile 30. giini arasinda azaldigt
tespit edilmistir. Calismamizda L* degerinin inek
sttinden Uretilen kefirde, a* ve b* degerinin ise
findik sttinden iretilen kefirde yiiksek oldugu
gorilmektedir. Kefirler arasindaki bu farkliligin
uretimde kullanidan sttlerin bilesiminde bulunan
pigment miktart ve ¢esidinden kaynaklandigt
degerlendirilmistir. Gidanin rengi tiiketicilerin
tercihini etkileyen ilk fiziksel 6zelliklerden biridir.
Beyazlik indeksi de onemli kalite
parametrelerinden biridir. Yapilan bir c¢alismada
ticari bitkisel siitlerin sigir stitiine gére beyazhk
indeksinin daha disik oldugu ve koyulugunun
daha fazla oldugu bildirilmistir (Jeske ve ark.,

2017). Rouhi ve ark. (2015) yapmis olduklart
calismada mikroorganizma yiikintn Grinin renk
Ozelliklerini etkileyebilecegini, yuksek
konsantrasyondaki bakteri varliginin 1sik sacan
partikil gibi davranarak L degerini artirabilecegini
bildirmistir. Uriiniin pH degerinin de renk
Ozelliklerini etkileyebilecegi, izoelektrik noktada
(pH 4.0-4.6) kazein misellerinin kiimelendigi ve
parcacik boyutunun degistigi belirtilmektedir. S6z
konusu bu degisikligin 151810 yansitma &zelligini de
degistirdigi belirtilmistir. pH’1t daha yiiksek olan
triinlerin parcacik boyutu daha az oldugu icin 15181
yansitamadigt dolayisiyla L* degerinin de daha
diisiik olabilecegi belirtilmektedir. Comak Géger
ve Koptagel (2023) badem, kaju, findik, yer fistig1
ve ceviz kullanarak elde ettikleri bitkisel stitlerden
kefir Gretimi gerceklestirmistit. S6z  konusu
calismada en yitksek pH degerine ceviz sttiinden
Uretilen  kefir  6rneginin  sahip  oldugu
bildirilmektedit. Calismamizda da ceviz siitiinden
tretilen kefirin L* degerinin daha disik oldugu
gorilmektedir.

Cizelge 2. Depolama stresince kefir 6rneklerinde belirlenen renk parametrelerine ait ortalamalarin

Table 2. Duncan Multiple Comparison Test results of the means of the color parameters determined in kefir samples

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglart

during storage.

L* a* b* AE
Urtin cesidi sokok sokok sokok Hopok
K 80.22+2.30 » -1.97£0.48 f 5.26+0.04 4 15.35+2.20 ¢
KK 78.04£1.92 ¢ -0.47£0.54 « 6.9710.11 2 17.71+1.86 ®
FNK 78.95£1.69 d 0.04£0.51 % 6.08+0.07 < 16.981+1.99 ¢
FSK 79.97£2.03 b -0.2520.49 d 4.48+0.20 f 15.40+2.02 ¢
CK 71.70£2.36 f 2.49%0.35 491£042 ¢ 23.84%2.33 =
BK 79.52£1.95¢ -0.1420.53 ¢ 6.52+0.15" 16.17+1.88 4
Depolama sokok sokok sokok Hopok
zamant
1. glin 75.80£3.04 « 0.58+1.26 2 5.601+0.87 ¢ 19.90%+3.01 »
15. gin 77.60£2.99 b -0.15£1.39 b 5.63+1.02° 17.90+2.98 b
30. glin 80.74+2.79 » -0.59%1.40 ¢ 5.8910.80 » 14.92+2.79 ¢

*[K:Inek sitinden tretilen kefir, KK:Kaju sitinden tretilen kefir, FNK: Findik sttinden dretilen kefir, FSK:

Fistik stitinden uretilen kefir, CK: Ceviz sutlinden Uretilen kefir, BK: Badem stutinden uretilen kefir

*[K:Cow kefir, KK:Cashew kefir, FNK: Hazelnut kefir, FSK: Peanut kefir, CK: Wallnut kefir, BK: Almond kefir
**Farkli harfler ortalamalarin istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir (P <0.05).

**NMeans with different letters are statistically different (P <0.03).
P <0.007 dizeyinde 6nemli
*F*Significant at the P <0.007 level
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Cizelge 3. Depolama stiresince kefir rneklerinde belirlenen kroma, hue agist ve beyazlik indeksi
parametrelerine ait ortalamalarin Duncan Coklu Kargilastirma Testi sonuglart

Table 3. Duncan Multiple Comparison Lest results of the means of chroma, bue angle and whiteness index parameters
determined in kefir samples during storage

Kroma Hue agist Beyazlik indeksi

Uriin cesidi Fopok Fokok $orok

K 5.64%0.19 4 110.39£4.57 = 79.4212.16»
KK 7.01+0.122 93.82t4.51° 76.9311.81 d
FK 6.10£0.07 « 89.5614.80 ¢ 78.08%1.60 ©
FSK 4.52+0.22 f 93.2716.11 ¢ 79.49£1.96 2
CK 5.52+0.32 ¢ 63.01£4.61F 71.16%2.27 ¢
BK 6.54%0.16 " 91.18%4.66 4 78.49%11.81 0
Depolama zamani o ok ook

1. giin 5.79£0.73 ® 83.86113.92 ¢ 75.09£3.10 <
15. gin 5.79£0.93 " 91.07£15.24 b 76.8912.89 b
30. giin 6.09£0.74 » 95.68413.99 » 79.78%2.73 2

*[K:Inek sitinden tretilen kefir, KK:Kaju sitinden uretilen kefir, FNK: Findik sttiinden tretilen kefir, FSK: Fistik
stitlinden uretilen kefir, CK: Ceviz siitiinden tretilen kefir, BK: Badem siitinden tretilen kefir

*[K:Cow kefir, KK:Cashew kefir, FNK: Hazelnut kefir, FSK: Peanut kefir, CK: Wallnut kefir, BK: Almond kefir
**Farkli harfler ortalamalarin istatistiksel olarak farkli oldugunu géstermektedir (P <0.05).

**Means with different letters are statistically different (P <0.05).
kP <0.007 dizeyinde 6nemli
*xSignificant at the P <0.007 level

Kefir Orneklerinin Duyusal Analiz Sonuglart
Vejetaryen/vegan beslenen bireylerde bitkisel
stutlere gosterilen talep artmakla birlikte, daha
o6nce denemedigi bir Urlnin tadinin  ¢ekici
gelmeyecegi algsi tiiketiciler tarafindan fermente
bitkisel stt Grtnlerinin denenmesinde isteksizlik
yaratabilmektedir. Lezzet, gidalarin en O6nemli
satin alma kriteri olup, triiniin tadi ile ilgili verilen

bilgiler tuketicinin deneme istegini
artirabilmektedir (Makinen ve ark.,, 20106).
Calismamizda  Gretmis  oldugumuz  kefir

orneklerine ait ortalama renk ve gorints, yap: ve
kivam, tat ve koku ile genel begeni puanlart

kullanilarak  hazirlanan  grafikler Sekil 3’te
gorilmektedir.
Ornekler  renk  ve  gbriiniis  agisindan

degerlendirildiginde en ylksek puant findik stti
kullanilarak tretilen kefirin, en diistik puant ise
ceviz sutl kullanilarak tiretilen kefirin aldigt tespit
edilmistir (Cizelge 4). Ayrica kefir 6rneklerinin
beyazlik indeksi degerleri ile panelistlerin verdigi
renk ve gorintis puanlart arasindaki iliski
degerlendirildiginde, inek ve fistik sttiinden
uretilen kefir 6rnekleri en ylksek beyazlik indeksi
degerine sahip iken, en yitksek renk ve goriinis
puanint alamamustir.  Bununla birlikte en digik

beyazlik indeksi degerine sahip ceviz sitinden
tretilen kefir 6rnegi en dustik renk ve gorinis
puanint almustir. Ayrica kefir 6rneklerine verilen
ortalama  renk ve gbrlinls  puanlarinin
depolamanin 15. ile 30. giint arasinda azaldigy (P
<0.05) saptanmistir. Yapt ve kivam Ozellikleri
degerlendirildiginde en yiksek puant fistik stti
kullanilarak tretilen kefirin, en diigtik puant ise
inek stutd kullanilarak dretilen kefirin  aldig
saptanmistir.  4°C’de 30 gunlik depolama
stiresince 6rneklere verilen ortalama yap1 ve kivam
puanlarinin azaldigi belirlenmistir (P <0.05). Bu
azalmanin depolama esnasinda Srneklerde tespit
edilen serum ayrilmast degerinin artmasina bagh
olabilecegi degerlendirilmistir. Orneklere verilen
tat ve koku puanlar karsilastirildiginda en yiiksek
puant findik siitii kullaniarak tretilen kefirin, en
distik puant ise kaju siti kullaniarak tretilen
kefirin aldig1 tespit edilmistir. Depolamanin 15. ile
30. glinl arasinda 6rneklere verilen tat ve koku
puanlarinin - arttit  belirlenmistir (P <0.05).
Panelistler tarafindan verilen genel begeni
puanlar1 degerlendirildiginde ise en yitksek puant
findik sttd kullanilarak tretilen kefirin, en distk
puant ise kaju siti kullanilarak Uretilen kefirin
aldigy tespit edilmistir.
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Sekil 3. Kefir 6rneklerinin renk ve gériinis, yapt ve kivam, tat ve koku, genel begeni puanlari
(tam puan = 5)
Figure 3. Color and appearance, texcture and consistency, taste and smell, general appreciation scores of kefir samples

(full score = 5)

*[K:Inek sitinden tretilen kefir, KK:Kaju stutiinden tretilen kefir, FNK: Findik siittinden tiretilen kefir, FSK:Fistik
stitinden uretilen kefir, CK: Ceviz stutinden uretilen kefir, BK: Badem suitiinden uretilen kefir

*K:Cow kefir, KK:Cashew kefir, FNK: Hazelnut kefir, FSK: Peanut kefir, CK: Wallnut kefir, BK: Almond kefir
**1 puan: ¢ok kéti, 2 puan: kéti, 3 puan: orta, 4 puan: iyi, 5 puan: ¢ok iyi

**1 point: very bad, 2 points: bad, 3 points: fair, 4 points: good, 5 points: very good
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Cizelge 4. Depolama stiresince kefir 6rneklerinde belirlenen duyusal niteliklere ait ortalamalarin
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglart

Table 4. Duncan Multiple Comparison Test results of the means of sensory qualities determined in kefir samples during

storage

Renk ve goriints Yap1 ve kivam Tat ve koku Genel begeni
Uriin cesidi *ofok *ofok *ok *ofok
K 2.70+0.34 « 2.3310.48 4 3.20%£0.16 = 3.06£0.27 b
KK 3.16%0.42b 2.53%0.37 4 2.30£0.22 ¢ 2.46%0.14 <
FNK 4.1310.44 = 3.6610.24 b 3.6610.35 2 3.76+0.31 »
FSK 3.90%+0.36 = 4.16+0.35 = 3.16%£0.58 = 3.46%0.39 =
CK 2.50%0.25 ¢ 2.73%0.31 de 3.00+0.51 b 3.13+0.35®
BK 3.1620.42°b 3.03£0.46 © 3.16% 0.31 3.13%£0.18 b
Depolama zamani * *
1. gin 3.45%0.78 » 3.284£0.49 2 2.95+0.56 ® 3.10£0.45»
15. giin 3.35£0.45 3.03+0.75% 2.95%0.32° 3.13+0.41 2
30. giin 2.98%0.72b 2.91£0.89 b 3.3520.64 ¢ 3.284+0.57 »

*[K:Inek sitinden tretilen kefir, KK:Kaju sitinden uretilen kefir, FNK: Findik sttiinden tretilen kefir, FSK: Fistik
stitlinden uretilen kefir, CK: Ceviz siitiinden tretilen kefir, BK: Badem siitinden tretilen kefir

*[K:Cow kefir, KK:Cashew kefir, FNK: Hazelnut kefir, FSK: Peanut kefir, CK: Wallnut kefir, BK: Almond kefir
**Farkli harfler ortalamalarin istatistiksel olarak farkli oldugunu géstermektedir (P <0.05).

**Means with different letters are statistically different (P<0.05).

*P <0.05 dizeyinde 6nemli, ** P <0.07 diizeyinde 6nemli ***P <0.007 diizeyinde 6nemli
*Significant at the P <0.05 level, **Significant at the P <0.07 level, ***Significant at the P <0.007 level

Fermente trinlerin goriinig, yapt ve kivam
puanlarinin diistik olmast serum ayrilmasindan
kaynaklanabilmektedir (Kizzie-Hayford ve ark.,
2016). Tlyasoglu ve Yilmaz (2019) tarafindan
yapian c¢alismada findik siitd ile zenginlestirilmis
yogurdun, inek sitinden itretilen yogurda gore
genel begeni puaniun daha disik oldugu
bulunmustur. Calismamizda findik = siitiinden
tretilen kefirin genel begeni puaninin inek
stutiinden tretilen kefire gére daha yiiksek oldugu
gorillmektedir. Yapilan bagka bir ¢alismada inek
sutiinden tretilen yogurdun goriinds, lezzet ve
genel begeni puanlarinin fistik sttiinden Uretilen
yogurda goére daha yiksek oldugu ancak doku
agisindan  degerlendirildiginde fistik  stitiinden
tretilen yogurdun daha yiksek puana sahip
oldugu belirlenmistir. Bu durum fistik stitiinden
tretilen yogurdun yag iceriginin daha yiksek
olmastyla iligkilendirilmistir (Isanga ve Zhang,
2009).

Fermente Urunlerinin stabilitesi, aromasi, tadi ve
dokusu pH'a bagh olarak degisebilmektedir. pH’in
azalmast Urlinlerde proteinlerin ¢c6kmesine neden
olarak uriinin stabilitesine etki etmektedir.
Optimum pH degeri triiniin duyusal kalitesinin
tyilestirmekte ve ugucu organik bilesiklerin asirt

olugsmasini  engelleyerek  Uriiniin  aromasint
korumaktadir (dos Santos ve ark, 2019). Fermente
duyusal Ozelliklerinin
degerlendirildigi bir calismada titrasyon asitligi
diistikce duyusal degerlendirme puaninin da
dustiigi belirtilmistir (Cui ve ark., 2013). Bernat
ve ark., (2014) tarafindan yapilan galismada ise
titrasyon asitligi degerinin dusiik olmasi, tathlik
tizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugundan,
trinin genel duyusal kabulii tizerinde olumlu bir
etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir.
Calismamizda 4°C’de 30 gin depolama sonunda
tat ve koku ile genel begeni puanlarindaki artis bir
diger calismamizda (Comak Géger ve Koptagel,
2023) belirtilen depolama stiresi boyunca bitkisel
sitlerden  dretilen  kefir Srneklerinin - pH
degerlerinde tespit  edilen artis ile
iliskilendirilmektedir.

ceviz sutinin

SONUC

Sitin bilesiminde bulunan karbonhidrat, protein
ve yag bilesenlerinin konsantrasyonu kefir starter
kaltara icerisindeki mikroorganizmalarin
metabolizmasint  ve  stabilitesini  etkileyerek
substrat titketimi ve metabolit Uretimi Uzerinde
etkili olmaktadir. Yagl tohumlardan elde edilen
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sttler ve inek sttt kiyaslandiginda bilesimindeki
yuksek yag orant ve distik karbonhidrat orant ile
fermantasyon  i¢cin  zorlu  bir  ortam
olusturmaktadir. Yapilan bu ¢alismada %100
bitkisel siit kullanilarak gida katki maddesi ve
seker ilavesi olmadan yagll tohumlardan elde
edilen bitkisel sttlerin kefir starter kaltird ile
fermente  olabildigi  belitlenmistir. ~ Renk
parametreleri incelendiginde, bitkisel sutler
icerisinde en koyu renge ceviz siitiniin sahip
oldugu saptanmistit. En actk renk inek sttiinden
tretilen kefirde, en koyu renk ise ceviz sttiinden
tiretilen kefirde belirlenmistir. Uretilen kefir
ornekleri igerisinde renk ve gérinds, tat ve koku
ile genel begeni puanlarinda en yitksek puant
findik siitiinden tretilen kefir 6rnegi almis olup,
kaju siitiinden tretilen kefir 6rnegi en digiik tat ve
koku ile genel begeni puanlarini almugtir.
Calismamizda en yliksek serum ayrilmast degeri
ceviz sitinden dretilen kefir Srneginde tespit
edilmis olup, en disik renk ve goriiniis puant ile
yap1 ve kivam puanini da ceviz siitlinden Uretilen
kefir 6rnegi almustir. Ayrica en disik ortalama
serum ayrilmast degeri fisttk sitiinden uretilen
kefir 6rneginde tespit edilmis olup panelistler
tarafindan verilen en ytiksek yap1 ve kivam puanini
da fistik siitinden tretilen kefir 6rneginin aldig
gorilmektedir. Genel begeni puanlart g6z 6niinde
bulunduruldugunda kaju sttii hari¢ diger bitkisel
siutlerden  dretilen kefir Orneklerinin  inek
sitiinden tretilen kefir &rneginden daha ¢ok
begenildigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma badem,
findik, fisttk ve cevizden elde edilen bitkisel
sutlerden seker ve gida katki maddesi ilavesi
olmaksizin tretilen bitkisel kefir 6rneklerinin inek
stutiinden tretilen kefir 6rnegine kiyasla daha ¢ok
tercih edildigini géstermektedir.
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