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ABSTRACT

The fruit of sea-buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) is a rich source of nutrients and phytochemicals. This study
determined the chemical composition and antioxidant activity of sea-buckthorn grown in Issyk-Kul region, Kyrgyz
Republic, during maturation from August to November. Three different assays [ferric reducing antioxidant power
(FRAP), DPPH radical scavenging activity (DPPH), and cupric ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC)] were
used to determine the antioxidant activity of sea-buckthorn fruits. Sea-buckthorn fruits had a sugar content of 6.57-
8.08 g/100g, a dietary fiber content of 0.39-0.83 g/100g, an ash content of 0.49-0.99 g/100g, a lipid content of 6.56-
6.98 g/100g and titratable acidity of 1.38-1.92%. The total phenolic content and total flavonoids of sea-buckthorn fruits
were 408.52—-886.48mg GAE/kg and 260.81-345.37mg CE/kg, respectively. Antioxidant activity values determined by
FRAP, DPPH, and CUPRAC were 88.51-1041.22mg TE/kg, 1011.93-2673.22mg TE/kg, and 755.40-1232.55mg
TE/kg, respectively. Total carotenoid content was 16.6-18.8 mg/kg. Results showed the relationship between the
change in the color of sea-buckthorn berries and the chemical composition by the months of their ripening and the
influence of weather conditions. All these results indicated that sea-buckthorn fruits could be beneficial for human
nutrition while they might have a great potential to be used in a wide range of products to enrich their functional
properties.

Keywords: Sea-buckthorn, Antioxidant activity, Phenolic, Flavonoid, Carotenoid

Kirgiz Cumhuriyeti Issyk-Kul Bélgesinde Yetigen Yalanci igde (Hippophae rhamnoides L.)
Meyvelerinin Kimyasal Kompozisyonu ve Antioksidan Aktivitesi

6z

Yalanci igde meyvesi (Hippophae rhamnoides L.) zengin bir besin ve fitokimyasal kaynagidir. Bu galismada, Kirgiz
Cumhuriyeti'nin Issyk-Kul bdlgesinde yetisen yalanci igde meyvelerinin agustos ayindan kasim ayina kadar olan
olgunlasma doneminde kimyasal bilesimi ve antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Yalanci igde meyvelerinin antioksidan
aktivitesinin belirlenmesinde U¢ farkh yéntem [ferrik indirgeyici antioksidan gii¢c (FRAP), DPPH radikal stpdricu
aktivite (DPPH) ve kuprik iyon azaltici antioksidan kapasite (CUPRAC)] kullaniimigtir. Deniz igdesi meyvelerinin seker
icerigi 6.57-8.08 g/100g, diyet lifi icerigi 0.39-0.83 g/100g, kil igerigi 0.49-0.99 g/100g, lipid iceridi 6.56-6.98 g/100g ve
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titre edilebilir asitlik degeri %1.38-1.92 arasinda belirlenmistir. Yalanci igde meyvelerinin toplam fenolik igerigi ve
toplam flavonoidleri sirasiyla 408.52-886.48 mg GAE/kg ve 260.81-345.37 mg CE/kg olarak ol¢ilmustir. FRAP,
DPPH ve CUPRAC ile belirlenen antioksidan aktivite degerleri sirasiyla 88.51-1041.22 mg TE/kg, 1011.93-2673.22
mg TE/kg ve 755.40-1232.55 mg TE/kg olmustur. Toplam karotenoid icerigi 16.6-18.8 mg/kg olarak ol¢ilmustir.
Veriler, deniz igdesi meyvelerinin rengindeki degisim ile kimyasal bilesimi arasindaki iliskiyi, olgunlasma aylarina ve
hava kosullarinin etkisine gore géstermistir. Tim bu sonuglar deniz igdesi meyvelerinin insan beslenmesinde faydal
olabilecegini gdstermekte ve ayrica fonksiyonel Ozellikleri zenginlestirmek amaciyla genis bir Grin yelpazesinde

yuksek kullanim potansiyeli vardir.

Anahtar Kelimeler: Yalanci igde, Antioksidan aktivite, Fenolik, Flavonoid, Karotenoid

INTRODUCTION

Sea-buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) is native to
Europe and Asia and has been domesticated in many
countries such as India, China, Nepal, Pakistan,
Myanmar, Russia, Britain, Germany, Finland,
Romania, and France [1]. Different studies were
conducted on the sea-buckthorn fruits. They showed
that sea-buckthorn is a good source of phytochemicals
such as vitamins, carotenoids and flavonoids, sterols,
and some essential amino acids. For example, fruits
and seeds of plants have been reported to possess
high antioxidant potential, which is attributed to
hydrophilic and lipophilic compounds, including
ascorbic acid, flavonoids, proanthocyanidins, and
carotenoids [2, 3].

Sea-buckthorn fruits, seeds, and other parts are rich in
vitamins (A, Bl1l, B12, C, E, and K), flavonoids,
lycopene, carotenoids, and phytosterols [4, 5]. These
compounds are therapeutically important because of
their antioxidative properties [4, 5]. Moreover,
polyphenolic compounds of sea-buckthorn were
reported to possess anti-inflammatory, anti-
neurodegenerative, anti-mutagenic, anti-carcinogenic,
and anti-diabetic effects [6]. Several factors, such as
cultivar, geography, harvesting time, and processing
are known to have a significant effect on the chemical

composition of sea-buckthorn. Therefore, the
antioxidative activity of sea-buckthorn fruits also
depends on these factors [7, 8]. There are more than
150 cultivars of sea-buckthorn worldwide, and new
varieties are still being developed [9].

In the Kyrgyz Republic, sea-buckthorn mainly grows in
Issyk-Kul, Jalal-Abad, and Chuy regions. Up to now,
many studies have been carried out on sea-buckthorn
in different areas of the world. Still, few studies were
found on the chemical composition and antioxidant
activity of sea-buckthorn fruits grown in the Kyrgyz
Republic. Therefore, this study aimed to analyze the
chemical composition and antioxidant activity of sea-
buckthorn fruits collected four consecutive times from
August to November from the Issyk-Kul region of
Kyrgyz Republic. Sugar content, dietary fiber content,
ash content, lipid content, titratable acidity, total
phenolic content, total flavonoids, and total carotenoid
content of samples were determined. Moreover, the
antioxidant activity of fruits was tested by three
different methods.

MATERIALS and METHODS
The sea buckthorn fruits were collected from the

Issyk-Kul region (Figure 1), where sea-buckthorn
grows naturally (Figure 2).

Sampling location

‘.Biihkek (Frunze) o Aipé-Ata
|Syr Dar'ya R R e o
| y K;’a o\mkmak Clm-Ata N
o Balty Issyk-Kuf' o mh.ykkx.l'°Przheval'sl("._
k;do;hul sli\(')ye': K t .
Vodokhranlishche r zZzstan
it © Kyrgy
= & Ka’e‘Ku Lake Song-Kel . 7~
& .
 Tashkent { Tash Kumyt =—{ayn R K Sov
*Kok-Yangak  Awsay .. ST -
Sydar'ya R > 3 PRI
Uzbek. 3 Kara-Kul'dzha R 5
| leKyzyl-Kiya 4
", .Sumlyl{k‘? Kyzyl-Suu_R
i Sl ',‘_ T R - : .49
Zeravshan R. TN, sl China

Figure 1. Sampling location on the map of the Kyrgyz Republic
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Mature fruits were collected in August, September,
October, and November 2019. Fruits were transferred

Figure 2.

The content of phenolic, flavonoids, carotenoids, and
antioxidant activity in sea-buckthorn fruits were only
determined in the samples of September and October.
Since these are the marketable primary season of sea-
buckthorn fruits, on the other hand, all other analyses
were conducted on all samples.

Chemical Composition

Physicochemical Sea-Buckthorn

Fruits

Analysis of

The following methods carried out the determination of
moisture contents, lipids, dietary fiber, ash, total sugars
and acidity in the samples. Moisture and total solids
content of the fruit was determined by the AOAC official
method 922.10. The lipid content in sea-buckthorn fruits
was determined by the AOAC 945.44, the Soxhlet
method (Gerhardt EV6 All/16, Kdnigswinter, Germany).
The fiber of the samples was determined according to
AOAC method 991.43, using fiber bags (Gerhardt EV 1,
Konigswinter, Germany). The ash content of the fruit was
determined using a Nabertherm L5/S muffle furnace.
Ashing was carried out at 520+5°C by AOAC 940.26.
Sugars in samples were determined according to AOAC
925.36 by titration method. The total titratable acidity was
determined by titration with an alkali sample solution with
the addition of a phenolphthalein indicator, according to
AOAC 942.15 [10].

Preparation of Extracts

The extract used in the total phenolic content, total
flavonoids, and antioxidant activity assays was prepared
using aqueous ethanol (80% v/v) according to the
method performed by Eyiz et al. [11]. Briefly, 2 g of sea
buckthorn (homogenized for raw material and powder
for dried samples) sample was made up to 20 mL with
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into the laboratory on the same day of collection and
stored at 4°C until analysis.

the solvent and homogenized using an ultraturrax (IKA
T25 digital, Staufen, Germany). Then, the mixture was
held at 40°C under constant shaking at 150 rpm for 2 h
in a water bath (ST30, Nuve, Ankara, Turkey). The
extract was stored at -18°C after filtration through an
analytical filter paper.
Determination of Total Phenolic Content and
Total Flavonoids

The Folin—Ciocalteu procedure was used in the
determination of the total phenolic content of sea-
buckthorn. For this purpose, a mixture of extract (0,5
mL), Folin-Cioceltau reagent (2 mL, 0.2 N), and sodium
carbonate solution (2.5 mL, 7.5%) was prepared and
incubated at 50°C in a water bath for 5 min. The
absorbance of the reaction mixture was recorded at 760
nm. The total phenolic content of samples was
calculated as mg gallic acid equivalent (GAE)/ kg fresh
weight (fw) using a calibration curve [11].

To determine total flavonoids, 0,5 mL extract, 2,5 mL
distilled water, and 150 uL of NaNO: solution (5 %) were
mixed in a test tube. After mixing and holding for 5 min,
300 pL of AICIs solution (10 %) was added, and the
mixture was shaken. After holding for 5 additional min, 1
mL of NaOH (1 N) was added and vigorously shaken.
The absorbance of the mixture was recorded at 510 nm,
and total flavonoids were calculated as mg catechin
equivalent (CE)/kg fw [11].

Determination of Total Carotenoids Content

The total carotenoids of the samples were determined
by extracting carotenoids from 2 g of the sample by
using 10 mL of extraction solvent [BHT (0.1 %) in
methanol:acetone:hexane, 25:25:50] by homogenization
at 10000 rpm for 1 min. Then a clear extract was
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obtained by centrifugation at 10000 g for 10 min at 4 °C.
The absorbance of the extract was recorded at 450 nm.

Total carotenoids (mg/kg fw) =

Determination of Antioxidant Activity

The antioxidant activity of sea-buckthorn samples was
determined by three different procedures, which are
DPPH, FRAP, and CUPRAC. All these activities were
performed according to the methods employed by Eyiz
et al. [2020b]. Trolox® was used as the reference
antioxidant in all assays, and therefore, antioxidant
activities were calculated as mg Trolox equivalent
antioxidant activity (TEAA)/kg fw.

Total carotenoids were calculated using the following
equation.

AbsxDilution factor

1)

0.25

Color Analysis

Sea buckthorn fruit color values were measured using a
Color Tec-PCM (HunterLab, NJ, USA) with a
measurement angle of 10°, a D65 light source, and an
aperture of 8 mm. by registering color coordinates L*, a*
and b* on the fruit surface (Joint Standard ISO/CIE,
2007). Color was determined using the CIELAB system,
in which L*, a* and b* denote dark-light, green-red and
blue-yellow, respectively. Color values were recorded by
calculating the average reflectance values measured at
three different points on each fruit [12]. The results of
seven repetitions per sample were averaged.

To quantify the difference in color between samples in
different months, AE was calculated using the formula
[13]:

88 = (k- 1o)? + (o - ;)2 + (b - by)? @

where L*1, a*1, b*1,are color index values for each month during maturation and L*o, a*o and b*o are the reference

color index values.
Statistical Analysis

All the experiments were replicated three times, and the
data were represented as mean + SD. Comparison of
mean values of thre samples was analysed by the Excel
program from the Microsoft Office program package
using the T-test (paired sample test) with a 95%
confidence interval. A p-value < 0.05 was considered
statistically significant. The coefficient of variation in the
samples was calculated by using the formula:

b =>100% @)
C

Where:
S — standard deviation;
¢ — arithmetic mean for all months.

RESULTS and DISCUSSION
Basic Chemical Composition

The chemical properties of sea-buckthorn fruits collected
at different months are given in Table 1. As can be seen
in Table 1, the collection date had a significant effect on
the chemical properties of sea-buckthorn fruits. While
moisture content slightly increased from August to
November, acidity, dietary fiber, ash, and sugar content
decreased.

Table 1. Basic chemical composition of different month’s sea-buckthorn fruits*

Harvest time

Coefficient of

Chemical composition August September October November Mean variation (%)
Moisture content (%)  86.7+0.650 87.0+0.210 87.07+0.32 87.5+0.490 87.07+0.049 0.33
Total Solid (%) 13.3£0.210 13.0£0.071 12.93+0.021 12.5+0.350 12.93+0.210 0.57
Acidity (%) 1.92+0.021 1.59+0.016 1.52+0.021  1.38+0.010  1.60+0.049 12.46
Lipid (%) 6.80+0.021 6.76+0.021 6.98+0.021 6.56+0.016  6.77+0.150 2.20
Dietary fiber (/100 g) 0.83+0.016 0.65+0.020 0.57+£0.036 0.39+0.010  0.61+0.056 25.90
Ash (%) 0.99+0.016 0.99+0.016 0.62+0.020 0.49+0.031  0.77+0.260 28.83
Sugars (%) 8.08+0.071 7.76+0.049 7.33+0.122 6.574+0.049  7.43+0.300 7.64

*: Data are presented as means +SD (Standard deviation) (n=3).
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Bal et al. [14] comparatively studied the chemical
properties of sea-buckthorn fruits. According to their
results, the highest moisture content in pulp from berries
is 84.9-97.6% for the Indian sea-buckthorn, and the
lowest in varieties from Pakistan 20—32%. Our research
has shown that moisture content increased from August
to November (86.7+0.65 %-87.5+0.49 %), which is
statistically significant (p < 0.05).

Bal et al. [14] reported the ash content of the berries as
1.76-1.8%. On the other hand, our results were in the
range of 0.49 and 0.99%. The differences between
results could be related to geographical, environmental
conditions and the method of determining the ash. In the
fruits of sea-buckthorn, the ash content is maximum in
August and decreases with climate cooling. Therefore,
ecological conditions significantly affected the ash
content of sea-buckthorn fruits.

A decrease from August to November was shown in the
acidity content of sea-buckthorn fruits. The lower TTA
(total titratable acidity) levels in fruits harvested after
August may have been caused by exposure to
developing fruits to low temperatures that occurred
before harvest in September, October, and November.
Freezing fruits during development on the bush has
been reported to damage the cellular structure, resulting
in metabolic disturbances leading to changes in the
acidity of the fruit [15]. The TTA of sea-buckthorn grown
throughout Europe and Asia has been reported to vary
from 1.49 to 4.79% expressed as citric acid [16]. Sea-
buckthorn berry pulp has high total lipid content,
including tocopherols, tocotrienols, carotenoids, sterols,
omega-3 and omega-6 fatty acids. Zakynthinos et al.
[17]. Presented on the functionality of sea-buckthorn
lipids and reported that sea-buckthorn might have
various beneficial effects on human health. Sea-
buckthorn from the Kyrgyz Republic was determined to
have 6.77% lipid content on average. This content was
much higher reported for sea-buckthorn grown in China
and Finland, which were 2.1+0.5% and 3.5+0.7%,
respectively. Both the seed (7.3+1.4 to 11.3+2.5%) and
flesh (1.6+0.5 to 2.8+0.7%) of sea-buckthorn have been
reported to contain high levels of lipid, and greater than
75% of the fruit lipid is contained in the flesh [18]. The
variation in lipid content of sea-buckthorn fruits between
months was negligible (Table 1). Therefore, the
accumulation of lipids in sea-buckthorn fruits depends
on weather conditions during the growing season.

The properties of dietary fiber and its value depend on
the source and the mutual proportions of the respective
fractions. Dietary fiber contains many structures with
diverse physical and chemical properties and can
induce physiological effects on the human body [19].
According to the results, the dietary fiber content in sea-
buckthorn berries decreased from August to November
(Table 1).
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The total sugar content of six sea-buckthorn cultivars
commonly grown in Poland was reported as 1.34-2.87
g/100 g fw [20]. The sugar content in our studies (6.57-
8.08 g/100g) was relatively high. Additionally, the sugar
content in berries was higher in August and decreased
by November. An increase or decrease in the chemical
components of the sea-buckthorn fruits selected in
different months is probably related to climatic changes,
such as temperature, humidity, the rainy season, and
the ripening period of fruits themselves [21].

The coefficient of variation characterizes the relative
dispersion of the component contents in the sea-
buckthorn, which shows how much the dispersion is
compared to the average value. For example, the
calculation of the coefficient of variation of moisture and
lipid in sea-buckthorn is content to 0.328% and 2.20%,
respectively. The more the results differ among
themselves, the greater the coefficient of variation
(Table 1).

The highest variation coefficient was in dietary fiber
25.9% and ash 28.83%. This high coefficient of variation
indicates that the content of dietary fiber and ash varies
significantly more between months. Various factors can
influence the difference in the content of dietary fiber
and ash, for example, in the work [21] it is indicated that
pruning of sea buckthorn branches affected the
thickness of the peel of sea buckthorn berries, which,
accordingly, can affect the content of dietary fiber. Thus,
the coefficient of variation makes it possible to compare
the variability of the content of the components
depending on the harvest time. In this case, we could
conclude that with weather changes during maturation,
and the degree of ripening of sea-buckthorn, some
components in  sea-buckthorn fruits can vary
significantly.

Bioactive Compounds

The antioxidative properties of sea-buckthorn fruits are
attributed to hydrophilic and lipophilic compounds,
including  phenolic compounds, ascorbic acid,
flavonoids, proanthocyanidins and carotenoids [22].
Therefore, total phenolic, total flavonoids and total
carotenoid content of samples collected in September
and October were analyzed and the results are
presented in Table 2.

The total phenolic and total flavonoid content of sea-
buckthorn fruits decreased in October compared to
September since October is colder than September in
Kyrgyz Republic cooling may be the reason for these
findings. On the other hand, total carotenoids changed
slightly in October compared to September. In a
previous study, Zadernowski et al. [23] reported the total
phenolic content of sea-buckthorn fruits as 3570-4439
mg GAE/kg db (which corresponds 428-530 mg/kg fw).
Therefore, the result of the present study was consistent
with the literature.
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Table 2. Total phenolics, total flavonoids and total carotenoids content of sea-buckthorn fruits*

Total Phenolics Total Flavonoids Carotenoids
Harvest month (mg GAE/Kg fw) (mg CE/kg fw) (mg/kg fw)
September 886.48+119.52 345.37+16.41 16.6+0.509
October 408.52+2.06 260.81+42.20 18.84+1.36

*: Data are presented as means +SD (Standard deviation) (n=3).

The total flavonoid contents of sea-buckthorn fruits from
the Kyrgyz Republic were determined as 345.37-260.81
mg CE/kg fw. Guo et al. [24] determined the total
flavonoid contents of 4 different subspecies of sea-
buckthorn fruits and reported the average total
flavonoids as 44.3 mg/g dw. The fruits collected in the
Kyrgyz Republic had much lower total flavonoids than
these species. Therefore, the geographical origin could
significantly affect the flavonoids of sea-buckthorn fruits.
On the other hand, the decrease in phenolics from
September to October could be related to the
transforming phenolics into flavonoids due to the
decrease in temperature (on average September +23-
25°C; October +14-16°C).

Sea-buckthorn fruits are rich in pigments and
lipoproteins in membranes and the fleshy mesocarp.
Carotenolipoprotein complexes are located particularly
in fruit membranes where polar lipids may function as
bridge compounds between the polar (protein) and non-
polar (carotenoids) moieties [25]. The content of
carotenoids is the main parameter of sea-buckthorn,

which gives the fruit a yellow color and is an indicator of
the content of vitamins. The study showed that the total
content of carotenoids in sea buckthorn from September
16.6£0.509 % to October 18.8£1.36 % (mg/kg fw)
changed slightly depending on the time of collection (p <
0.05).

Antioxidant Activity

The antioxidant activities of sea-buckthorn fruits were
determined using three different techniques. Results
revealed that fruits collected in September had higher
antioxidant activity than those of October (Table 3).
While the differences in antioxidant activity between
months were about 1.5 times in DPPH and CUPRAC
methods, a much higher difference was observed in
FRAP. When the bioactive compounds content and
antioxidant activity results are evaluated together, it can
be said that flavonoids had a much higher antioxidant
activity than sea-buckthorn fruits.

Table 3. The antioxidant activity of sea-buckthorn fruits (mg TEAA/kg fw)*

Harvest month DPPH FRAP CUPRAC
September 2673.22+24.863 1041.22+33.44 1232.55+2.227
October 1011.93+£29.65 88.51+4.778 755.40+£27.1698

*: Data are presented as means +SD (Standard deviation) (n=3).

Ercisli et al. [26] reported that the antioxidant activity of
sea-buckthorn fruits grown in Turkey as 80.4%-93.5%
which was similar to BHT, a synthetic antioxidant.
Another study reported antioxidant activity (determined
by the DPPH method) of different sea-buckthorn
cultivars between 1.08 and 4.67 g/kg fw [27]. Saeidi et
al. [28] determined the antioxidant activity of sea-
buckthorn fruits grown in Iran by the FRAP method as
248.5 mmol/kg. Therefore, the result of the present
study is consistent with the literature.

Color Analysis

The results of measuring the color of sea-buckthorn fruits
at four months are presented in Table 4. Significant

differences in the color indices L*, a*, and b* between
sea-buckthorn fruits were not noted (p > 0.05), except for
the a* index of the samples. The increase in the a* value
is probably due to the suspension of the maturation
process and the change in pigmentation in cold weather.
The content of carotenoids reaches its maximum content
when sea buckthorn berries ripen. As is known, the
content of carotenoids gives pigmentation in sea
buckthorn berries [21]. Accordingly, after ripening, the
color change can be suspended and, due to cooling, the
brightness of the berries can change, turning into a
darker shade.

Table 4. Colorimetric parameters of sea-buckthorn fruits*

Harvest month L* a* b*

August 27.88+0.424  09.60+0.424  75.67+0.848
September 29.26+0.282 10.77+0.14 78.04+0.042
October 27.30+0.212 64.50+0.14 74.66+0.042
November 27.93+0.148 88.83+0.063  75.74+0.169

*: Data are presented as means +SD (Standard deviation) (n=3).
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The calculation results showed that between August and
September, AE was 31.32, and between September,
October, and November were close in value to 11.44
and 11.35, respectively. Moreover, it was 12.9 between
August and November. The calculated AE values
showed a significant difference between the months
during the ripening period in August and September and
the end of the fruit season in November (AE > 6.0,
meaning clearly visible) [29]. Probably this change is
associated with a change in pigmentation with the end
of fruit ripening [21].

CONCLUSION

Sea-buckthorn fruits (Hippophae rhamnoides L.) are rich
in biologically active ingredients with high antioxidant
capacity. Our research showed that the basic chemical
composition, bioactive compounds, and antioxidant
activity of sea-buckthorn fruits change depending on the
harvesting time of sea-buckthorn fruits. Additionally, the
studied sea-buckthorn berries may be a raw material for
developing functional foods and nutraceutical products
rich in compounds with high biological activity. Thus, the
rich chemical composition of sea-buckthorn fruits can be
used in the food industry for food fortification.
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ABSTRACT

Elaeagnus angustifolia L. belongs to the family of Elaesagnaceae, and its fruits are consumed as an appetizer.
Mesocarp tissue of Elaeagnus fruits contains mainly carbohydrates while endocarp part (kernel) is rich in lipids. In this
study, fatty acid profiles and nitrogen contents of the endocarp tissues of four different Elaeagnus angustifolia
varieties naturally grown in the Western Mediterranean Region of Turkey were determined as well as the total
phenolic and flavonoid contents and antioxidant activity of their mesocarp and exocarp tissues. The crude fat content
of endocarp tissues of Elaeagnus fruits ranged from 24.45 to 30.13%, and the highest nitrogen content (0.205%) was
in the Native variety. The dominant fatty acid in endocarp tissue lipids was linoleic acid (ca. 48%), and the content of
mono- and polyunsaturated fatty acids in this tissue was about 90%. Varietal differences were found in the total
phenolic and flavonoid contents and antioxidant activities of mesocarp and exocarp tissues. The mesocarp tissues of
Sugar variety had the highest total phenolic content (161.9 mg GAE 100/g dry matter (dm)) and antioxidant activity
(118.3 pymol Trolox® equivalent (TE) g dm) while the highest total flavonoid content (216.5 mg catechin equivalent
(CE) 100 g dm) was in the exocarp tissue of Native variety. Results indicated that endocarp tissue lipids can be a
good source of polyunsaturated fatty acids for human consumption in food, feed and cosmetics industries.

Keywords: Antioxidant activity, Elaeagnus angustifolia L., Fatty acid composition, Flavonoid

Bati Akdeniz Bolgesi’nde Dogal Olarak Yetisen Igde (Elaesagnus angustifolia L.) Cesitlerinin
Antioksidan Aktivitesi, Fiziko-Kimyasal Ozellikleri ve Yag Asidi Kompozisyonu

0z

Elaeagnus angustifolia L., Elaeagnaceae (igdegiller) familyasindan meyveleri istah agici olarak tiiketilen bir bitkidir.
Elaeagnus meyvesinin mezokarp dokusu agirlikli olarak karbonhidrat igerirken, endokarp (gekirdek) kismi lipidler
bakimindan zengindir. Bu ¢alismada, Bati Akdeniz Bdlgesi’nde dogal olarak yetisen doért farkli Elaeagnus angustifolia
¢esidinin endokarp dokularinin yag asidi kompozisyonu ve nitrojen igerigi ile bunlarin mezokarp ve ekzokarp
dokularinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri ile antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Elaeagnus meyvelerinin
endokarp dokularinin ham yag icerigi %24.45 ile 30.13 arasinda degismis ve en ylksek azot icerigi (%0.205) Yerli
¢esidinde bulunmustur. Endokarp doku lipidlerindeki baskin yag asidi linoleik asit olarak belirlenmis (yaklasik %48) ve
bu dokudaki tekli ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin igeriginin yaklasik %90 oldugu tespit edilmistir. Mezokarp ve

ekzokarp dokularinin toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinde ve antioksidan aktivitelerinde c¢esit farkhliklar
belirlenmigstir. Seker ¢esidinin mezokarp dokulari en yliksek toplam fenolik igerik (161.9 mg GAE/100 g kuru madde
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(km)) ve antioksidan aktiviteye (118.3 ymol Trolox® esdegeri (TE) g km) sahipken, en yiiksek toplam flavonoid igerigi
(216.5 mg katesin esdegeri (CE)/100 g km) Yerli ¢esidi ekzokarp dokusunda tespit edilmistir. Sonuglar, endokarp
doku lipitlerinin gida, yem ve kozmetik endustrisinde iyi bir ¢oklu doymamis yagd asitleri kaynagdi olabilecegini

gOstermistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Elaeagnus angustifolia L., Yag asidi bilesimi, Flavonoid

INTRODUCTION

Elaeagnus angustifolia L., known as Russian olive, is a
shrub or tree, which can grow up to 7 m in height. It has
been widely cultivated for its edible fruits in Central and
Eastern Anatolia, and its fruits are elliptic-oblong, 10-20
X 6-12 mm in diameter and reddish-brown in color [1, 2]
and consumed as an appetizer [3]. E. angustifolia L. can
grow under different climatic conditions [4]. It can
withstand temperatures between 45-46°C and requires
a minimum of 20 cm of precipitation during the year [5].
It is a plant that likes the sunlight, and growth
requirements include a shallow-dry, very poor or even
salty in terms of soil and moderate in terms of water
demands [6]. The leaves of E. angustifolia L. are 4-8 cm
long, narrow and lance-shaped, with flat edges, sharp
edges and sharp edges. It blooms in June. The flowers
are very sharp and beautiful fragrance. Fruits are olive
berry-sized and yellowish-brown, consumed fresh or
dried [7].

Fruits of E. angustifolia L. have many nutritive
constituents such as carbohydrates, proteins, organic
substances, amino acids and vitamins [8]. In recent
years, conscious of consumers has increased for eating
more healthy foods. The fruits of Elaeagnus are low in
calorie content, but contain a variety of nutrients like
dietary fiber and minerals, especially Na, P, Ca and Mg
[9]. The composition of E. angustifolia L. fruits varies
according to their variety, cultivation, soil and
geographical location [10]. Dry flowers of this plant are
rich in folic acid and vitamin B12 [11]. The leaves and
flowers of E. angustifolia L. contain phenolic and
flavonoid compounds, and these compounds have
antioxidant properties that protect the cells from
oxidative damage [12].

Valuable extractable compounds found in the flowers
and leaves of Elaeagnus species have been used in
pharmacology. Elaeagnus plant has been used as a
drought resistant species in Turkey to completely stop
dune movements in arid regions. Exocarp tissues of
Elaeagnus can be used in chemistry, textile, cosmetics
and pharmacology industries, making it as an important
crop in Turkey [13]. The medical value of plants
depends on their phytochemical components such as
alkaloids, tannins, flavonoids and phenolic compounds,
which are probably the most important [14]. Dry leaves
and fruits are astringent and have antipyretic effects.
Elaeagnus flowers are used to flavor some liqueurs.
Fruits and flower of this plant have also been applied to
treat nausea, vomiting, jaundice, asthma and abdominal
distention [15]. Leaves are known to be used in the
production of tea, animal feed and paper clay while fruits
can be used in jam and liquor production. This plant is
highly resistant to diseases and insect damages [16].
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Due to these properties, it is frequently used in
afforestation of roadsides in Europe and the US.
Elaeagnus is a species that should be considered
important for erosion sensitive areas with its ability to
make degraded soils available and their soil protection
properties [17].

Elaeagnus species provide nectar for bees in natural
life. It is also widely used as a medicinal and aromatic
plant by the residents in Europe and the US since it has
less insect and disease problems [15, 18, 19].

The aim of this current study was to determine the
biochemical content of four varieties of E. angustofolia
L., widely and naturally grown in the Western part of
Turkey. The analyses of fatty acid composition and
nitrogen content in endocarp tissues, and total phenolic
and total flavonoid contents and antioxidant activity in
mesocarp and exocarp tissues of E. angustofolia L.
were performed. Limited number of studies are available
on the fatty acid composition of endocarp tissues of E.
angustofolia or on the antioxidative nutrient data of their
mesocarp and exocarp tissues of these native varieties.

MATERIALS and METHODS
Materials

Ripe fruits of Elaeagnus species were directly obtained
from local farmers in Western Mediterranean Region in
Turkey in 2017 (Figure 1). About two kilograms of fruits
for each variety (Sugar, Native, Hurma and Red
varieties of Elaeagnus angustofolia L.) at a commercial
maturity were stored at -20°C in a freezer until use.
Each batch was randomly divided into three parts, and
endocarp, mesocarp and exocarp tissues (Figure 2) of
each part were carefully and separately removed from
fruits. They were used as triplicates for further analyses.

Trolox®, sodium carbonate, NaOH, AICls.6H20,
chromatographic grade methanol and n-hexane and HCI
(35%) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA) while Folin-Ciocalteu reagent, NaNO: and
chromatographic grade ethanol were obtained from
Merck (Darmstadt, Germany). 1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical (DPPH) was obtained from Fluka
(Kenilworth, NJ, USA).

Aqueous ethanol (70%, v/v) was used for the extraction
in total phenolic and flavonoid contents and antioxidant
activity assays. Mesocarps and endocarps of Elaeagnus
fruits were carefully separated from each other and
crushed separately in a porcelain mortar into a powder
form. Powders were mixed with agueous ethanol at a
ratio of 1:10 (w/v), and the mixture was subjected to
ultrasonication (WUCDO6H, Daihan Scientific Co. Ltd.,
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Korea) for 10 minutes in an ultrasonic water bath (100%
at 40kHz). Then, they were shaken on the orbital shaker
(Widhshake, Daihan Scientific Co. Ltd., Korea) for 15
minutes at room temperature and centrifuged at 10,0009
at 10°C. Supernatants were transferred in a volumetric

flask. This process was repeated twice for each sample.
Clear supernatants were collected in the amber flasks
and stored at -24°C until analysis.

B

Figure 2. Pictures of exocarp tissues of four Elaeagnus varieties (A: Sugar, B: Native, C: Hurma and D: Red)

Analysis for Fatty Acid Methyl Esters

Apparatus GC-MS was Agilent 7890A gas
chromatograph equipped with a 5975 mass detector
(MSD), a 7693B automatic sampler and a MSDCHEM
(Agilent, USA) data system. Analytes were separated in
a fused silica capillary column CP-Wax stationary phase
(50 m x 0.25 mm; film thickness 0.2 uym) (Agilent, USA).
Oven temperature program was as follows: initial
temperature 60°C, held for 1 min, increase by 13°C/min
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to 175°C, increase at 4°C/min to 215°C, and then hold
at 215°C for 25 min, total run was 76 min. The split ratio
was 1:20 and the carrier gas (helium) flow rate was 2
mL/min. Temperature of the detector was 250°C, and
injector was fixed at 250°C. MSD conditions were ion
source temperature, 230°C; electron energy, 70 eV;
mass scan range, 30-500 amu [20].

FAMEs were obtained by methylation with HCI in
methanol (1.5 M). 200 pL lipid fraction was mixed and
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shaken vigorously for 15 min in an ultrasonic shaker
(Bandelin Berlin, Germany). Lipid fraction was
methylated 2 h (70°C), and then 1 mL hexane was
added to collect the FAME in hexane as above and
analyzed by GC-MS.

Nitrogen Content

Nitrogen contents of endocarps were determined by the
Dumas method, which is based on the combustion of a
sample in an oxygen-enriched atmosphere at a high
temperature in order to ensure complete combustion
chamber. Gerhardt Dumas Analyser (Gerhardt GmbH &
Co. KG, Konigswinter, Germany) was used. Each
sample (0.4 g) was weighed into a porcelain holder for
its introduction into the combustion chamber utilizing an
automated sample loader.

Total Phenolic and Flavonoid Contents and
Antioxidant Activity

Total phenol contents (TPC) were determined by the
Folin-Ciocalteu method [21]. Gallic acid was used as a
standard. A UV-Vis spectrophotometer with a rotary type
8 position multi cell holder (Optizen Pop, Mecasys Co.,
Ltd., Daejeon, Korea) was used to determine the total
phenol contents of mesocarp and endocarp tissues in
terms of Gallic Acid Equivalents (GAE). Total flavonoid
contents were determined by the method described by
[22]. Catechin (20-100 mg/L) was used as a standard,
and total flavonoid contents of mesocarp and endocarp
tissues were determined in terms of Catechin
Equivalents (CE). DPPH assay procedure described by
Thaipong et al. [23] was used to determine antioxidant
activities of mesocarp and endocarp tissues. For this
assay, the absorbance readings of extracts were taken
at 515 nm wavelength. The linear standard curve was
between 10 and 50 uM Trolox®. Antioxidant activities of
mesocarps and endocarps in DPPH assay were
expressed in ymol TE/g of dry matter.

Physical Properties of Fruits
A digital caliper with 1% precision (Wert W2325, Ningbo

Sun Group Tools Co., Ltd., Yuyao, Zhejiang, China) was
used to determine the size of Elaeagnus fruits. The

measurements on samples were made randomly from
four different Elaeagnus varieties.

Dry Matter Content of Endocarps

The method described by the AOAC (1990) was used to
determine dry matter contents of endocarps of four
different Elaeagnus varieties. Briefly, the sample (5 g)
was weighed into aluminum containers and dried to a
constant weight at 105°C.

Statistical analysis

Data were analyzed using the Statistical Analysis
System software (SAS Institute Inc., Carry, North
Carolina, USA). The significant differences among
means were determined by the Duncan multiple
comparison test at a=0.05 and the results were
expressed as mean * standard deviation.

RESULTS and DISCUSSION
Physical Properties of Elaeagnus Fruits

Physical properties of fruits of four different Elaesagnus
varieties are shown in Table 1. The ranges for the fruit
width (maximum diameter) and length values were 13.5-
17.1 mm and 15.5-29.5mm, respectively. Native variety
had the smallest fruit width and length values while
Hurma variety had the highest fruit length (p<0.05). In a
study by Akbolat et al. [24], the fruit length for
Elaeagnus species grown in Turkey ranged from 17.8 to
33.7 mm while the range for the fruit width was 12.3 to
22.0 mm. Cansev et al. [8] reported the fruits of
Elaeagnus species grown in northwest Turkey had a
mean width of 16.2 and length of 24.8mm. Bartha and
Csiszar, [25] reported that the fruits of Elaeagnus
species are usually “10-16 mm long, ovoid or elliptic,
silvery grey colored, densely covered by scale hairs”
and maturated fruits are yellowish or reddish brown in
color. In our study, ranging from 18.5 to 29.5 mm, the
length of Elaeagnus species was in good agreement
with Akbolat et al. [24] and Cansev et al. [8] but it was
about twice higher than the value reported by Bartha
and Csiszar [25], which indicated significant differences
among Elaeagnus species grown in different
geographical locations.

Table 1. Physical properties of fruits of different Elaeagnus varieties

Elaeagnus variety Fruit width* Fruit length
(mm) (mm)
Sugar 17.1+1.62 24.7+1.6°
Native 13.50.6° 18.5£0.8°
Hurma 16.1£1.22 29.5+1.72
Red 15.840.42 24.4+0.5°

*Means followed by different superscripts within a column are significantly

different at a=0.05.

Approximate Composition of Endocarp Tissues
of Elaeagnus Varieties

Approximate composition of endocarp tissues in four
different Elaeagnus varieties are shown in Table 2. The
crude fat content of endocarp tissues in Native variety
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was about 30%, which was the highest in wet basis
(p<0.05). Dry matter content of endocarp tissues of this
variety was also the lowest (80%) (p<0.05). Results
indicated that endocarp tissues of Elaeagnus varieties
were low in nitrogen content, thus crude protein content
(Table 2).
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Dry matter content of the fruits (mesocarp tissues) of
Elaeagnus species grown in Turkey was reported
between 82.4 and 83.6% while their protein content
ranged from 11.8 to 12.8% [24]. Cansev et al. [8]
reported that the dry matter, total soluble sugar, crude
fat and protein contents of Elaeagnus species grown in
Bursa (Northwest of Turkey) were 73.5, 70.6, 0.5 and
4.6%, respectively. Focusing on the endocarp tissue of
the Elaeagnus species grown in the Western

Mediterranean Region of Turkey, our study indicated
that this tissue was low in protein content but
significantly high in crude fat content. To the best of our
knowledge, the literature on the crude fat content of the
seeds of Elaeagnus species is very limited, and in a
study by Kadir and Kuerban-Jiang [26] the crude fat
content of the seeds of wild Elaesagnus species in
Xinjiang (China) was reported as 8.2%. In our study,
three times higher crude fat contents were determined in
the Elaeagnus species studied.

Table 2. Approximate composition of kernels in four different Elaeagnus varieties

Elaeagnus variety

Crude fat* (%, dw)

Nitrogen (%) Dry matter (%)

Sugar 26.88+0.12° 0.052+0.003° 89.4+0.4%
Native 30.13+1.39°2 0.205+0.006% 80.0+2.5°
Hurma 25.18+0.96° 0.047+0.004° 87.9+0.3%
Red 24.45 +0.21° 0.004+0.001°¢ 89.8+0.4%

*Means followed by different superscripts within a column are significantly different at a=0.05.

Fatty Acid Composition of Endocarp Lipids in

Elaeagnus Varieties

Endocarp tissues of Elaeagnus varieties are not
consumed or utilized by human; however, they can be
used as a feed material for animals. Fatty acid
composition of Elaeagnus endocarp tissue lipids are
shown in Table 3. More than 55% of the lipids in these
tissues consisted of polyunsaturated fatty acids. With
about 48%, linoleic acid (C18:2) was the most dominant
fatty acid in endocarp lipids, which was followed by the
oleic (C18:1), linolenic (C18:3), palmitic (C16:0) and
stearic acids (C18:0) in decreasing order (Table 3).
About one third of the lipids in endocarp tissues were

monounsaturated. In a study by Yildirm et al. [27] the
ratios of C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 and C18:3 fatty
acids in E.angustifolia were reported as 10.40, 16.95,
8.64, 16.31 and 5.13%, respectively. Kadir and
Kuerban-Jiang [26] reported that the ratios of C18:0,
C18:1, C18:2 and C18:3 fatty acids in the endocarp
tissue lipids of E.angustifolia from Xinjiang Uigur
Autonomous Region of China were 5.31, 33.17, 46.52
and 9.21%, respectively. In the current study, varietal
differences were found among the ratios of dominant
fatty acids in endocarp tissue lipids but results were
generally in good agreement with those reported by
Kadir and Kuerban-Jiang [26] for wild Elaeagnus
species grown in Xinjiang (China).

Table 3. Fatty acid composition (%) of kernel lipids extracted from four
different varieties of Elaeagnus fruits

Fatty acid Sugar* Native Hurma Red
methyl ester

C14:0 0.2840.01v*  0.25+0.05"* 0.32+0.08Y*  0.20+0.00v*
C15:0 0.18+£0.00"  0.12+0.01"™  0.21£0.01%*  0.13+0.00"*
C16:0 6.84+0.01™  6.29+0.04" 5.43+0.05° 5.42+0.08°
Ci16:1 0.4240.08%% 0.42+0.03%"  0.62+0.10*  0.48+0.03%V
C17:0 0.17+0.06"*  0.0840.03*  0.25+0.01“*  0.09+0.01*
C17:1 0.30+0.20v*  0.13+0.02"x  0.1440.02"  0.08+0.01*
C18:0 4.16+0.00P 3.34+0.0149 2.72+0.03" 2.70+0.02"
C18:1n-9 27.97+0.30" 33.65+0.12¢  31.14+0.08" 30.52+0.009
C18:2n-6 47.86+0.04°> 47.03+0.34° 46.18+0.07¢  49.14+0.012
C18:3n-6 10.34+0.02i 7.55+0.04' 10.81+0.06' 9.94+0.02k
C20:0 0.404£0.27%%  0.684+0.42%  0.28+0.08"*  0.29+0.02*
C20:1 0.404£0.05%%  0.34+0.20**  0.50+0.01sY  0.70+0.03s
Others 0.69+0.27° 0.16+0.04¢ 1.41+£0.392 0.32+0.08°¢
SFA** 12.16+0.44%  10.79+0.44°  9.09+0.22° 8.82+0.08°¢
MUFA 28.71+0.30¢  34.18+0.072 32.10+0.07°  31.44+0.00°
PUFA 58.21+0.06° 54.58+0.38¢ 56.99+0.13°  59.08+0.032

*Means followed by different superscripts across the table are significantly
different at a=0.05. **SFA, MUFA and PUFA are saturated, mono- and poly-
unsaturated fatty acids, respectively.

TPC, TFC and DPPH Values of Mesocarp and
Exocarp Tissues in Elaeagnus Varieties

Mesocarp tissues of Elaeagnus varieties are generally
consumed after exocarp tissues (peels) were removed.
Total phenolic and flavonoid contents and antioxidant
activity of mesocarp and exocarp tissues of four different
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Elaeagnus varieties are shown in Table 4. Current study
showed that mesocarp tissues were a better source of
total phenolics than exocarp tissues in general. Varietal
differences were found among total phenolic and
flavonoid contents of mesocarp and exocarp tissues.
Among mesocarp tissues, Sugar variety had the highest
total phenolic content (161.9 mg GAE/100 g of dm)
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(p<0.05). Mesocarp and endocarp tissues of Hurma
variety had a similar TPC value (p>0.05). In terms of
flavonoid content, exocarp tissues of Native variety had
the highest value (216.5 mg CE/ 100 g of dm).

Mesocarp tissues of Sugar variety had the highest
antioxidant value (118.3 ymol TE/ g of dm) followed by
the Red variety.

Table 4. Total phenolic and flavonoid contents and antioxidant activity of mesocarp and exocarp tissues of four

different Elaeagnus varieties

Elaeagnus variety Part of fruit

Total phenolic content*
(mg GAE/100 g of dw)

Flavonoid content
(mg CE/100 g of dw)

Antioxidant activity
(umol TE/g of dw)

Sugar Mesocarp 161.9+4.92 102.4+10.5¢ 118.3+4.82
Exocarp 54.2+11.1¢ 84.3+20.6% 12.4+3.7%
Native Mesocarp 136.6£7.3° 33.3+0.4¢ 20.7+8.2°
Exocarp 113.5£13.7¢ 216.5+4.02 50.0+12.2°
Hurma Mesocarp 46.1+1.0° 8.01+0.8f 1.4+0.6°
Exocarp 55.4+13.3° 121.9+37.8%° 15.3+0.5%
Red Mesocarp 138.7+10.4° 64.3+8.9% 50.3+14.1°
Exocarp 84.7+0.7° 135.2+12.5° 21.6+1.1°¢

*Means followed by different superscripts within a column are significantly different at a=0.05.

In a study by Gokbulut [28], fruits and flowers of
Elaeagnus species were reported to be high in
antioxidant activity (0.03-4.64 ABTS and 0.54-4.45 pug
Trolox/g of dm) and fruit extracts had a total phenolic
content of 0.12-6.39 mg GAE/ g of dm. Saboonchian et
al. [11] reported that the methanol extraction of
Elaeagnus leaves resulted in a total phenolic content of
8.64-10.28 mg GAE 100/g fresh weight (fw) while
ethanol extraction was 7.78-10.91. Total phenolic
contents of the flower were 5.86-6.36mg GAE/ 100 g of
fw in methanol extracts and 4.63-6.24 in ethanol
extracts. Leaves had a total flavonoid content of 3.34-
3.36 mg QE/ 100 g of fw in methanol extracts and 4.81-
5.80 in ethanol extracts. Cansev et al. [8] determined
the total phenolic content and antioxidant activity (DPPH
assay) of exocarp and mesocarp tissues of E.
angustifolia L., and reported that methanolic extracts of
exocarp and mesocarp tissues had a total phenolic
content of 524.40 and 413.95 mg GAE/100 g of fw,
respectively. Antioxidant activity of exocarp and
mesocarp tissues was about 27 mmol Trolox/g of fw,
and the difference in the antioxidant activity of the
agueous, acetone and methanol extracts of both tissues
was found insignificant.

In a recent study by Hassanzadeh and Hassanpour [29],
total phenolic and flavonoid contents and antioxidant
capacities of thirty-eight genotypes of E. angustifolia L.
from five different locations in Iran were determined. The
total phenolic content ranged from 262.4 to 1179.0 mg
GAE/100 g of fw in exocarp tissues of E. angustifolia L.
while it ranged from 250.6 to 850.9 mg GAE/100 g of fw
in mesocarp tissues. Flavonoid contents of exocarp
tissues were between 23.5 and 313.50 mg CE/100 g of
fw while mesocarp tissues had a flavonoid content
ranging from 16.5 to 266.3 mg CE per 100 g fw. In
general, the flavonoid contents of mesocarp and
endocarp tissues in four native varieties of E.
angustifolia L. in our study were in good agreement with
the results of this recent study. On the other hand, the
total phenolic contents of mesocarp and endocarp
tissues in four native varieties of E. angustifolia L. were
lower than those reported by Hassanzadeh and
Hassanpour [29].
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CONCLUSION

Results of the current study indicated that four varieties
of E. angustifolia L. naturally grown in Western
Mediterranean Region of Turkey had significant
differences in their crude fat contents of endocarp
tissues. Fatty acid composition of the endocarp tissues
showed that most of the lipids were polyunsaturated
while saturated fatty acids were about 10%. In general,
mesocarp tissues of the four varieties had a higher total
phenolic content than exocarp tissues, but this trend
was not evident for the flavonoid content and antioxidant
activity of these varieties of E. angustifolia L. Containing
highly unsaturated fatty acids, lipids of the endocarp
tissues of E. angustifolia L. could be utilized in food,
feed and cosmetic industries.
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ABSTRACT

The current work was conducted to explore the influence of two non-thermal technologies (high pressure
homogenization (HPH) and high-intensity ultrasound (HIU)) on emulsifying properties, droplet size, turbidity and lipid
oxidation of pea protein-stabilized nanoemulsions (PPNs) during seven days of storage. The smallest droplet size
(198.3 nm) was obtained for the samples exposed to 10 min HIU at 100% amplitude among all treatments. The same
sample also showed the least lipid oxidation (98 mmol/kg) during storage. There was a positive relationship between
droplet size and turbidity values. All HIU-treated PPNs exhibited less turbidity and smaller droplet size where the
control PPN samples demonstrated the most turbid structure (4.05) with the biggest droplet size (413.9 nm). Similar
positive relationship was also found between the variables of droplet size and lipid oxidation. All HIU-treated PPNs
exhibited less lipid oxidation and smaller droplet size where the control PPNs demonstrated the most lipid oxidation
with the biggest droplet size. Last but not least, among the treatments, the PPNs exposed to 10 min HIU at 100%
amplitude showed the highest emulsifying activity index (EAI, 212 m?g') and emulsifying stability index (ESI, 59 min),
whereas the PPNs with no treatment showed the lowest EAI (69 m?g™?) and ESI (21 min).

Keywords: High intensity ultrasound, high pressure homogenization, emulsifying properties, lipid oxidation, pea
protein nanoemulsion

Yiiksek Yogunluklu Ultrason ve Yuksek Basin¢gl Homojenizasyona Maruz Birakilan Bezelye
Proteini Nanoemiilsiyonlarinin Depolanmasi Sirasinda Emiilsifiye Edici Ozellik, Pargacik
Boyutu, Bulaniklik ve Lipid Oksidasyonundaki Degisimler

6z

Mevcut ¢calismada, 1sil olmayan iki teknolojinin (yUksek basin¢li homojenizasyon (HPH) ve yiksek yodunluklu ultrason
(HIU)) bezelye proteini nanoemilsiyonunun (PPN) emulsiyonlastirma o¢zellikleri, pargacik boyutu, bulaniklik ve lipit
oksidasyonu uzerindeki etkisi 7 glnlik depolama suresince arastiriimistir. TUm muameleler arasinda %100 genlikte
10 dakikalik HIU’ya maruz birakilan numuneler en kigik pargacik boyutunu sergilemistir (198.3 nm). Ayni érnek, 7
glinlik depolama sirasinda en az lipid oksidasyonunu gostermistir (98 mmol/kg). Pargacik boyutlari ile bulaniklik
arasinda pozitif bir iliski tespit edilmistir. HIU ile muamele edilmis tim PPN’ler daha az bulaniklik ve daha kiguk
pargacik boyutu sergilerken, kontrol PPN numuneleri en bulanik yapiyi (4.05) ve en biyulk pargacik boyutunu (413,9
nm) sergilemistir. Parcacik boyutu ve lipid oksidasyonu degiskenleri arasinda da benzer pozitif bir iligki bulunmustur.
HIU ile muamele edilmis tim PPN'ler, daha dusik lipid oksidasyonu ve daha klglk damlacik boyutu sergilerken,
kontrol PPN'leri, en buyik damlacik boyutuyla en yiksek lipid oksidasyonunu gostermistir. Son olarak, muameleler
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arasinda, %100 genlikte 10 dakika HIU'ya maruz kalan PPN'ler en yiiksek EAl'yi (212 m?g-!) ve ESl'yi (59 min)
gosterirken, kontrol PPN'’ler en duglik EAI'yi (69 m2g?) ve ESI'yi (21 min) gostermigtir.

Anahtar Kelimeler: Yuksek yogunluklu ultrason, ylksek basingli homojenizasyon, emiilsifiye edici 6zellikler, lipid

oksidasyonu, bezelye proteini nanoemdilsiyonu

INTRODUCTION

Legumes are not expensive and a high-quality source
for foods compared to animal sources. They include
high quantity of protein sources, dietary fiber, mineral
substances and various vitamins. Today, soybean
proteins are the most utilized and searched pulse
proteins on the markets. The alternative potential
legume protein has the identical and/or similar functional
characteristics and nutritional properties as soy protein.
Those alternative protein sources are needed to also
have a price competitive to that of soybean proteins. An
alternative pulse protein which is told to have a big
potential for food processes are pea protein products.
Pea proteins are also lesser in anti-nutritional
compounds rather than soy proteins, and are not
identified as an allergen (like soy and egg protein
sources). Pea proteins are one of the few hypoallergenic
plant protein sources with no genetic modification
issues. Pea protein isolates (PPIs) are natural
emulsifiers along with high nutritional quality. However,
the application of PPI in food sources is limited because
of its relatively poor solubility and functional properties

(1].

Various methodologies have been promoted to alter the
native protein structure for the purpose of improvement
of the functionality. Modified pea proteins exhibit a very
high level of functionality capacity. By molecular and
physical alterations, it is achievable to reorganize
protein compounds so that they develop into more
practical and useful form. Both high-intensity ultrasound
(HIU) and high pressure homogenization (HPH)
applications are novel non-thermal technologies. HIU
technology is a cost effective and fast application which
has been employed to alter both the structure and
functional properties of protein molecules [2, 3, 4]. The
impact of HIU treatment is accomplished by the
chemical, molecular, and physical consequences of
acoustic cavitation. The cavitation mostly defined as a
creation, development, and powerful breakdown of tiny
droplets in the solution. The cavitation could be the

reason of protein structure modification thanks to
hydrogen bonds and hydrophobic cooperation, and
falling apart the protein molecules [5]. By taking into
account the benefits of HIU and HPH applications such
as being a cost-effective, non-toxic, fast and efficient
process, it is anticipated to reach a goal of advanced
pea protein nanoemulsion functionality by using these
applications. In this work, the purpose of the present
research is to analyze the impact of HIU and HPH
applications on the emulsifying properties, droplet size,
turbidity and lipid oxidation of PPNs during a week
storage period.

MATERIALS and METHODS
Chemicals

Pea protein isolate (PPI, NUTRALYS® S85F, 85% pea
protein on dry basis) was provided by Roquette
(Geneva, IL, USA). It was stored in a refrigerator at 4 °C
before use. Reagents and chemicals were purchased
from Bio-Rad (Hercules, CA, USA) and Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA).

Nanoemulsion Preparation by HIU and HPH

Oil-in-water (O/W) nanoemulsions were prepared with
canola oil and pea protein isolate (PPI). The oil
concentration was 0.25 (w/w). Canola oil (5 mL) was
mixed with 15 mL PPI and stirred powerfully for a 5 min
with a magnetic stirrer. For the achievement of better
homogenization, PPN specimens were sonicated at
100% amplitude for 5, 10 and 15 minutes using a VC-
750 ultrasound unit (20 kHz, Sonic & Materials, Inc.,
Newton, CT, USA). In addition, The HPH application
was employed via a high-pressure homogenizer (APV
two stage homogenizer; SPX Flow Technology,
Denmark) at 8000 psi for 5,10 and 15 minutes. The
conditions for HIU and HPH applications (Table 1) and
the processing steps of PPN production for each
treatment were listed in Table 2.

Table 1. The description of the PPNs and treatments

Sample name Treatment

Control
PPN-HIU5
PPN-HIU10
PPN-HIU15
PPN-HPH5
PPN-HPH10
PPN-HPH15

Untreated PPN, no ultrasound

HIU treatment with 5 min at 100% amplitude
HIU treatment with 10 min at 100% amplitude
HIU treatment with 15 min at 100% amplitude
HPH treatment with 5 min at 8000 psi

HPH treatment with 10 min at 8000 psi

HPH treatment with 15 min at 8000 psi
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Table 2. The processing steps of PPN production for each treatment (“Q” displays the stages applied and

“- “displays the stages that were not applied)

Stirring HIU
(5 min) (5 min)

Treatment HIU

(10 min)

HIU
(15 min)

HPH
(5 min)

HPH
(10 min)

HPH
(15 min)

Control
PPN-HIU5
PPN-HIU10
PPN-HIU15
PPN-HPH5
PPN-HPH10
PPN-HPH15

OO0OO00 000

(Control: Untreated PPN; PPN-HIU5: HIU treatment with 5 min at 100% amplitude; PPN-HIU10: HIU treatment with 10 min
at 100% amplitude; PPN-HIU15: HIU treatment with 15 min at 100% amplitude; PPN-HPH5: HPH treatment with 5 min at
8000 psi; PPN-HPH10: HPH treatment with 10 min at 8000 psi; PPN-HPH15: HPH treatment with 15 min at 8000 psi)

Droplet Size and Turbidity

The droplet sizes of PPN were measured following the
methodology figured out by Yildiz et al. [5] via dynamic
light scattering (DLS) with the assist of NICOP 38 DLS
instrument (Santa Barbara, CA, USA). PPNs were
diluted 500-fold with deionized HO before achieving
DLS analysis. All experiments were conducted at a
stable scattering angle of 90° along with the
wavelengths of 658 nm at room environment. The
average droplet size was achieved as the mean of 3
measurements where each measurement was
performed for about a minute.

Turbidity of the PPN dispersions was figured out by a
spectrophotometer according to the methodology
proposed by Yildiz et al. [5]. DI water was used as the
blank, and the absorbance at 600 nm was obtained.

Emulsifying Characteristics

Emulsifying properties of pea protein nanoemulsions
was achieved by the approach of Jiang et al. [6]. Oil in
H20 suspensions were made with the addition of a mL
of canola oil in three mL of the pea protein samples. The
ratios of oil concentration were 0.25% (w/w) in this
measurement. The combined oil and pea protein
concentration solution were stirred harshly for around 5
min and then sonicated for about 5 minutes After
suspension occurrence, the absorbances of the pea
proteins were determined at 500 nm at O (Ao) and 10
min (A1), subsequently. Both emulsifying activity index
(EAI) and emulsion stability index (ESI) were
determined by using the following formulas:

EAI (m?/g) = 2T Aox dilution factor / ¢ x Q x L x 10.000
ESI (minute) = Ao / (Ao- A1o) X 10 (minute)

where T: 2.303, dilution element: 100, c: protein weight
per unit volume (g/mL), L: width of the optical pathway
(0.01 m), and Q: volumetric oil concentration (0.25).
Lipid Oxidation

Lipid hydroperoxide values formed at storage of PPN
were measured as stated in Min et al. [7]. PPN samples

(around 5 mL) were added in a test tubes and let the
oxidation under 25°C in the dark. Lipid hydroperoxide
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value was determined after mixing 0.3 mL of pea
emulsions with 1.5 mL of isooctane/2-propanol (3:1, v/v)
via vortexing (around 10 s and 3 times) and isolation of
organic solvent parts subsequent to centrifugation at
1000 g for about 2 min. The organic solvent part (200
ulL) was mixed into 2.8 mL of methanol/1-butanol (2:1,
vlv), and followed by 15 puL of 4 M ammonium
thiocyanate and 15 ulL of ferrous iron solutions (created
via blending 0.15 M BaCl2 & 0.144 M FeSO4).
Subsequent to 20 minutes time period, the absorbances
of the pea protein solutions were determined at the
wavelengths of 510 nm. Lipid hydroperoxide values of
the PPN was determined at the days of 1, 2, 3, 4, 5, 6,
and 7.

Statistical Analysis

The results were achieved using the General Linear
Model process in SAS (version 9.3, SAS Institute, Inc.,
Cary, NC, USA). A significant difference among the
mean values was defined by Fisher's least significant
difference (LSD) test at alpha = 0.05.

RESULTS and DISCUSSION
Droplet Size and Turbidity

Figure 1 displays the findings related to droplet sizes of
the PPN samples exposed to HIU and HPH treatments.
Both HIU- and HPH-treated PPN samples displayed
significantly smaller droplet size in comparison with the
control PPNs. Moreover, the smallest droplet size was
obtained for the PPN samples exposed to 10 min HIU at
100% amplitude (PPN-HIU10: 198.3 nm). PPN samples
treated with HIU for 10 min showed smaller particle size
compared to HIU-treated samples for 5 and 15 minutes
(Figure 1). An inverse relationship between the droplet
size and HIU times was determined for first 10 min. The
higher the time (5 to 10 min), the smaller the droplet
sizes. It was obviously seen that enhancing US time
advances the droplet size of pea protein nanoemulsions.
On the other hand, HPH-treated PPN samples also
displayed significantly smaller sizes in comparison with
the control PPNs. However, they also showed
significantly bigger droplet sizes compared to HIU-
treated PPN samples. Similar to HIU treatment,
increasing HPH time from 5 to 10 min caused a smaller
size. While the droplet size was obtained as 306.5 nm
for the HPH-treated PPN samples for 5 min (PPN-
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HPH5), smaller droplet sizes (279.4 nm) was
determined for the HPH-treated PPN samples for 15 min
(PPN-HPH15). Increasing HPH time from 5 to 15 min
led to smaller droplet size. The unfolding process
especially by ultrasound process may cause PPN
samples to become more susceptible to break-down.
The decline in the droplet sizes of plant protein sources
(i.e., soy protein, and pea protein) were reported in
previous works [1, 5, 6, 8]. In the study of Jambrak et al.
[9] following application with an ultrasonic probe (20
kHz), high intensity ultrasound treatment led to a
decrease in droplet size as well as narrowed their
distribution, and significantly raise specific free surface
(p<0.05) in whey protein specimens. When the use in
protein  suspensions, ultrasound treatment was
expressed to significantly lower the droplet sizes of
protein samples [3]. Moreover, Karki et al. [10]

determined that the droplet sizes of defatted soy flakes
samples were decreased approximately 10-fold after
ultrasound application. It was figured out that the
cavitation may be the explanation of the breakage of
protein aggregates, and decline in the droplet size [11,
12]. Gordan and Pilosopf [13] accomplished to control
particle size via high intensity ultrasound by merging
several treatment periods, temperatures and ratios of
protein dispersions. Ultrasound process develops a new
surface and makes lower the sizes of the aggregates
[14]. In this case, the protein droplet sizes are
decreased due to the cavitation phenomena. This
involves the degradation of protein aggregates and
agglomerates. Ultrasonic cavitation is very efficient to
break up protein substances and smaller particle
aggregates the van der Walls’s forces [9].
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min

0
Control

PPN-HIU5 PPN-HIU10 PPN-HIU15 PPN-HPH5 PPN-HPH10 PPN-HPH15

Pea Protein-Stabilized Nanoemulsions

Figure 1. Droplet sizes (nm) of the pea protein-stabilized nanoemulsions (Control: Untreated PPN; PPN-HIU5: HIU
treatment with 5 min at 100% amplitude; PPN-HIU10: HIU treatment with 10 min at 100% amplitude; PPN-HIU15: HIU
treatment with 15 min at 100% amplitude; PPN-HPH5: HPH treatment with 5 min at 8000 psi; PPN-HPH10: HPH
treatment with 10 min at 8000 psi; PPN-HPH15: HPH treatment with 15 min at 8000 psi)

The turbidity findings of PPN specimens are
demonstrated in Figure 2. The highest decline in
turbidity values was determined for the samples treated
with HIU for 10 min at 100% amplitude (PPN-HIU10
samples). While the highest turbidity was obtained for
the untreated PPN (4.05), the lowest turbidity was
observed for the PPN-HIU10 samples (2.17). There is a
positive relationship between the variables of droplet
sizes and turbidities. All HIU- and HPH- treated PPN
specimens showed less turbidity and smaller droplet
size where the control PPN samples exhibited most
turbid appearance and the biggest droplet size (Figure
2). In overall, PPN-HIU10 samples showed the smallest
droplet size (198.3 nm) and least turbidity (2.17)
compared to HPH-treated PPN samples. Both the
number of soluble protein components in the dispersion
figured out by solubility and the size of the soluble
protein components determine the turbidities of protein
dispersions [15]. Employing the HIU at 20 kHz raised
the clearness and transparency of protein suspensions
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mostly because of the decrease in the size of the
suspended insoluble protein components [16].

Emulsifying Properties

Table 3 shows the EAI and ESI of PPN samples treated
with HIU and HPH treatments. It was found that the PPN
samples treated with 10 min HIU at 100% amplitude
resulted with the highest EAI (212 m?g™?) and ESI (59.0
minutes), while the PPNs with no HIU and/or HPH
treatments exhibited the lowest EAI (69 m?g?') and ESI
(21.0 min). Similar progression in the emulsion
characteristics of proteins with HIU process was pointed
out in the works of Yildiz et al. [5]. It is possible to see
an inverse relationship between droplet size and
emulsifying properties (Table 3). Basically, the PPN
samples with the smallest droplet size, namely PPN-
HIU10 samples, showed the highest ESI and EAIL. On
the other hand, HPH-treated PPN samples showed
significantly higher EAIl and ESI in comparison with
control PPN samples (Table 3). PPN-HPH15 samples



G. Yildiz Akademik Gida 20(4) (2022) 336-342

where PPN exposed to HPH treatment with 15 min at
8000 psi showed the highest EAI and ESI among the
HPH-treated PPNs. However, HIU-treated PPN samples
showed better emulsifying characteristics compared to

HIU-treated PPN samples. In overall, the use of HIU
treatment, especially for 10 min, was resulted with an
enhanced emulsifying property (ESI and EAI).

Turbidity (absorbance unit)

it

Control

PPN-HIU5 PPN-HIU10 PPN-HIU15 PPN-HPH5 PPN-HPH10 PPN-HPH15

Pea Protein-Stabilized Nanoemulsions

Figure 2. Turbidity values (absorbance at 600 nm) of the pea protein-stabilized nanoemulsions (Control: Untreated
PPN; PPN-HIU5: HIU treatment with 5 min at 100% amplitude; PPN-HIU10: HIU treatment with 10 min at 100%
amplitude; PPN-HIU15: HIU treatment with 15 min at 100% amplitude; PPN-HPH5: HPH treatment with 5 min at 8000
psi; PPN-HPH10: HPH treatment with 10 min at 8000 psi; PPN-HPH15: HPH treatment with 15 min at 8000 psi)

Table 3. EAl and ESI of PPN samples treated with HIU and HPH treatments

Treatment EAI (m? /g) ESI (min)
Control 69+0.3f 21.0f
PPN-HIUS 198+1.2°¢ 46.0°¢
PPN-HIU10 212+0.32 59.02
PPN-HIU15 205+2.1° 51.0°
PPN-HPH5 144+1.6° 33.0¢
PPN-HPH10 175+0.59 38.0d
PPN-HPH15 178+1.6¢9 39.0d

af Mean + standard deviation (n=3) of feature with the same letter are not significantly different
(p < 0.05); *All the statistics were done separately for all and each variable (Emulsifying
activity index (EAI), Emulsifying stability index (ESI)); (Control: Untreated PPN; PPN-HIU5:
HIU treatment with 5 min at 100% amplitude; PPN-HIU10: HIU treatment with 10 min at 100%
amplitude; PPN-HIU15: HIU treatment with 15 min at 100% amplitude; PPN-HPH5: HPH
treatment with 5 min at 8000 psi; PPN-HPH10: HPH treatment with 10 min at 8000 psi; PPN-
HPH15: HPH treatment with 15 min at 8000 psi)

Lipid oxidation

Lipid hydroperoxide value of the pea protein
nanoemulsions with oil concentration of 0.50% for 7-
days (168 h in total) of storage period under 25°C is
demonstrated in Figure 3. No oxidized lipid particles
were measured for the first day for all PPN samples
including untreated PPN samples. Starting from the
second day, the lipid oxidation was started to defined.
Significant increases in lipid oxidation beginning from
the 2" days to last days for control PPN samples were
determined. The tendency of pea proteins’ role as a
chemical stopper for the purpose of delay lipid oxidation
is proved at the first 6 days of storage period for PPN-
HIU10 samples. For the PPN samples treated with 10
min HIU at 100% amplitude, no oxidized lipids were
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observed until the day of 6 (Figure 3). The lipid oxidation
was detected in 7" days for the first time for PPN-HIU10
samples. On the other hand, while the lipid oxidation for
PPN-HIU5 samples was observed in the sixth and
seventh days, it was observed in the 5", 6", and 7"
days for PPN-HIU15 samples. HPH-treated PPN
samples compared to HIU-treated PPN samples
showed higher and earlier lipid oxidation. The lipid
oxidation was detected for PPN-HPH5, PPN-HPH10
and PPN-HPH15 samples starting from 4th days. It can
be concluded that the encapsulation of secondary
metabolites with the pea protein nanoemulsions might
be conducted within 144 hours (6 days) subsequent to
preparation of pea protein nanoemulsions, right before
oxidation stage of oil used in the nanoemulsion.
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Figure 3. Lipid hydroperoxide values of pea protein-stabilized nanoemulsions during
storage at 25°C for 7 days (Control: Untreated PPN; PPN-HIU5: HIU treatment with 5 min at
100% amplitude; PPN-HIU10: HIU treatment with 10 min at 100% amplitude; PPN-HIU15: HIU
treatment with 15 min at 100% amplitude; PPN-HPH5: HPH treatment with 5 min at 8000 psi; PPN-
HPH10: HPH treatment with 10 min at 8000 psi; PPN-HPH15: HPH treatment with 15 min at 8000

psi)
CONCLUSIONS

HIU and HPH treatments were examined for the
purpose of modification and enhancement of the PPN
functionality. Compared with HPH treatment, a
significant improvement in the emulsifying properties,
droplet size, turbidity and lipid oxidation of PPN samples
was achieved with a PPN-HIU10 treatment. Overall,
PPN-HIU10 (pea protein nanoemulsions treated with
high-intensity ultrasound for 10 min at 100% amplitude)
is a promising treatment to strengthen the functional
characteristics of PPNs as indicated within the present
study by its ability to smaller droplet size, less turbidity
and lipid oxidation, enhanced emulsifying properties
right after ultrasonication. The findings of current
research proved the potential of the PPN-HIU10
treatment as an effective method for the protein
modification. The PPNs produced by HIU treatment can
be used in a liquid food with less precipitation. In
addition, pea protein-stabilized nanoemulsions produced
by this method are able to used as a great wall material

alternative to animal-based proteins in order to
encapsulate secondary metabolites.
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ABSTRACT

In this study, the effect of two different storage temperatures (4 and 25°C) and two different packaging techniques
(normal atmosphere (NAP) and modified atmosphere (MAP)) on some quality properties of freeze-dried red beet powder
during storage for 28 days. Color, total phenolic content, total antioxidant activity and betanin analyses were performed
weekly during storage. The L*, a*, b*, chroma and hue angle values of all samples stored at low temperature and room
temperature decreased during storage while their AE values increased. At the end of the storage, a loss between 1.20
and 2.30% occurred in the total phenolic contents of powder samples. The highest antioxidant activity value was
determined in MAP samples stored at low temperature, and the lowest antioxidant activity value in NAP samples stored
at room temperature. Losses in the betanin contents of NAP and MAP samples stored at room temperature were 12.02
and 10.14%, respectively. In samples stored at low temperature, their loss rates were 2.03 and 0.81%, respectively. In
general, the storage condition in which the bioactive compounds of freeze-dried red beet powder suffered the least loss
was at low temperature and in samples packaged with a MAP technique.

Keywords: Antioxidant activity, Betanin, Freeze-drying, Phenolics, Red beet

Depolanma Sirasinda Sicaklik ve Paketleme Yonteminin Dondurarak Kurutulmus Kirmizi
Pancar Tozunun Biyoaktif Bilegenleri Uzerine Etkisi

6z

Bu galismada, iki farkli depolama sicakliginin (4 ve 25°C) ve iki farkli paketleme tekniginin (normal atmosfer (NAP) ve
modifiye atmosfer (MAP)) dondurarak kurutulmus kirmizi pancar tozunun 28 ginlik depolanmasi sirasindaki bazi kalite
Ozelliklerine etkisi incelenmistir. depolama suresince haftalik olarak renk, toplam fenolik igerik, toplam antioksidan
aktivite ve betanin analizleri yapilmistir. Renk sonuglari incelendiginde NAP ve MAP kosullari altinda 4 ve 25°C’de
depolanan tim numunelerin L*, a*, b*, kroma ve hue agisi degerlerinin distigl ve ayrica AE degerlerinin arttigi
saptanmistir. Depolama sonunda 6rneklerin toplam fenolik iceriginde %1.20-2.30 oraninda kayip meydana gelmigtir.
En ylksek antioksidan aktivite degerinin 4°C’de depolanan MAP numunelerinde, en diislik antioksidan aktivite degerinin
ise 25°C'de depolanan NAP numunelerinde oldugu belirlenmigtir. 25°C’de depolanan NAP ve MAP numunelerinde
sirasiyla %12.02 ve 10.14 betanin icerigi kaybr meydana gelmistir. 4°C'de depolanan numunelerde bu kayip oranlari
sirasiyla %2.03 ve 0.81 olarak hesaplanmistir. Genel olarak biyoaktif bilesiklerin en az kayba ugradigi depolama
kosulunun dislk sicaklikta ve MAP teknigi ile ambalajlanan érneklerde oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Betanin, Dondurarak-kurutma, Fenolikler, Kirmizi pancar
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INTRODUCTION

Red-colored vegetables are quite important in terms of
nutrition with their essential vitamin and mineral contents.
In addition, being a source of fiber has made it widely
consumed in a variety of cultures and climates. Red-
colored vegetables, containing high amounts of
antioxidants, scavenge free radicals that are harmful to
the body and have protective properties against
cardiovascular diseases and cancer [1]. Red beet (Beta
vulgaris L.) is a tuberous plant belonging to the
Chenopodiaceae family which can grow in all climatic
conditions. By means of the carotenoids, ascorbic acid,
phenolic substances and betalains in its structure, the
importance of red beet which is rich in minerals is
increasing in human nutrition [2]. Red beet, which is
consumed in various ways, is used in its fresh form to
make salads, fermented carrot juice drinks and pickles,
and as a natural colorant in baby foods, ready-made soup
mixes and sauces in dried form. Red beet is grown in a
wide variety of areas around the world extending to
America, Europe and India [1, 2].

Betalains have strong antioxidant, antiviral, anticancer,
antilipidemic and antibacterial activities having some
positive health effects, and they are divided into main
betacyanins (red-violet) and betaxanthins (yellow)
according to their structures [2, 3]. The main betacyanins
are specified as betanin in beet, and betaxanthins as
vulgaxanthin | and Il. The color of betanin is pH
dependent; it is bright bluish red between 4-5, turning into
a blue-violet color as the pH increases. When the pH
value reaches levels above 7 (alkaline), betanin is
decomposed by hydrolysis and a yellow-brown color is
formed. Betanin, being an organic product, has a wide
range of uses in the food industry; it is used as a colorant
in meat, sausages, ice cream and powdered soft drinks
and other confectionery [2, 3].

Being one of the traditional food preservation methods,
drying has an important role in food processing. An
extended shelf life is obtained for a standard product by
the drying process, which basically aims to reduce the
water content and water activity in the food. Undesirable
enzymatic, chemical, biochemical, textural and sensory
changes and microbial spoilage can be controlled by
reducing the moisture content of the dried product by 1-
5% during drying. It provides an economic advantage
since the decrease in weight and volume after drying will
reduce packaging, storage and transportation costs [4].

Freeze drying, also known as lyophilization, is a drying
method widely used in biotechnology, chemistry,
pharmacy and food industry. Freeze drying process is
based on the principle of removing the free water from the
frozen product by sublimation and the bound water by
desorption under low pressure. In the freeze-drying
process, during which the water is removed from the
structure of the product with the help of vacuum in the
solid phase, the texture and shape of the product is less
damaged compared to other drying methods, and the
valuable components losses such as minerals, vitamins
and aroma in the structure of the product are minimized
[5, 6].
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In this study, it is aimed to obtain red beet powder by
freeze-drying method, which could be a product that is
easy to transport and store. This powder product can be
used as a coloring and flavoring additive in food
formulations. For this purpose, the physical and chemical
properties of freeze-dried red beets and the obtained
powder products were investigated. Besides, in the study,
the effects of two different storage temperatures (4°C and
25°C) and two different packaging techniques (normal
atmosphere (NAP) and modified atmosphere (MAP))
were also determined regarding the nutrient compounds
of freeze-dried red beet during one-month storage.

MATERIALS and METHODS
Raw Material

Red beets used in the study were purchased from the
local market in Pamukkale district of Denizli, Turkey.
Those red beets were brought to the laboratory of the
department in cold conditions and in a rapid manner. The
samples, which were undergone the selection process,
were kept in the refrigerator until freeze-drying. Before
starting the freeze-drying process, the initial moisture
content of the red beets used in the experiments was
determined by keeping them in an oven at 100°C for 24
hours. The dry matter content was found to be 11.32%
and the initial moisture content was calculated as 7.834
kg water/kg dry matter.

Chemicals

All chemicals were of analytical grade unless stated.
Solvents used in antioxidant assays were of HPLC grade.
Gallic acid and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
were purchased from Fluka (Switzerland) while sodium
carbonate was from Riedel-de Haen (Germany). Folin-
Ciocalteu reagent was purchased from Merck (Germany).
Trolox® (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) and betanin standards were obtained
from Sigma (St. Louis, MO, USA).

Methods
Freeze-Drying, Packaging and Storage

At least 30 minutes before starting the drying
experiments, refrigerated and selected red beets (500+10
g) were allowed to reach the ambient temperature. Then,
after the red beets were washed and sorted, their stems
were cut. Then the shells were peeled and sliced with a
ring-shaped stainless steel knife. A portion of sliced
samples was taken and their dry matter content was
determined together with the initial amounts of bioactive
compounds. The remaining samples were chopped for a
minute with a Waring blender (Waring Products Inc.,
Torrington, CT, USA). Chopped samples were frozen in
flasks at -80°C for 24 hours. At the end of this period,
samples were placed in a laboratory scale freeze-drier
(Labconco FreeZone 2.5 Plus, Kansas City, MO) and
freeze-drying was performed. After 24 hours, powder
product (about 100 g) was collected and packed in low-
density polyethylene bags in NAP and MAP techniques.
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Two experimental batches were prepared, namely, NAP:
packed with air (20.4% O2 + 0.83%CO: + 78.77%N>);
MAP: packed with 100%N2. These samples were packed
and sealed using a semi-automatic packaging machine
(Dz-260Seles, Wenzhou Xingye Machinery Equipment
Co. Ltd., Beijing, China). Packed samples were stored in
a test cabinet (NUVE TK120, Istanbul, Turkey) for a
month at different storage temperatures (4 and 25°C).
The color values (L*, a*, b*, C, H° and AE), total phenolic
content, total antioxidant activity and betanin contents of
powder products were determined weekly during storage
and the changes in these properties were monitored
during storage.

Color Measurements

CIE (International Illumination System-Commission
Internationale de I'Eclairage) L*, a* and b* color values of
fresh and dried samples were determined from three
different points with PCE-CSM1 (PCE Instruments, UK)
colorimeter. From L*, a* and b* values measured, C
(chroma-color saturation) calculated by the Equation 1,
H° (hue angle-color intensity angle) by the Equation 2,
and total color change (AE) by the Equation 3 [7].

c=(a+b7)" (1)
H® =tan™! (%) (2)
AE = /(L'y — L)2 + (a*g — a*)2 + (b*y — b*)? (3)

According to the CIE color coordinate system, L* value is
an indicator of whiteness-blackness, ranges from O
(black) to100 (white), a* value is an indicator of green-red
and ranges from -60 (green) to +60 (red), and b* value is
an indicator of blue-yellow ranges from -60 (blue) to +60
(yellow). H° value indicates the quality of the color and 0°
or 360° represents red, 90° yellow, 180° green, 270° blue.
The chroma value, on the other hand, expresses the
vividness and saturation of the color, while the 0 value
represents gray achromatic (colorless) colors, the more
the value the higher the vividness of the color [7].

Extraction of Bioactive Compounds

For the analysis of total phenolic content and antioxidant
activity in fresh and freeze-dried red beet samples, the
extraction process was carried out by modifying the
methods specified by Singleton et al. [8] and Thaipong et
al. [9]. For the extraction process, firstly, the fresh sample
was homogenized with a blender (Waring) and turned
into pulp, and the dry samples were crushed into powder
by grinding at 10,000 rpm for 20 seconds with a blade
grinder (Isolab, Turkey). Fresh or dry samples (3 g) were
weighed into Falcon tubes, distilled water (45 mL) was
added as extraction solution, and they were extracted in
an orbital shaker (SHO-1D, Daihan, Seoul, South Korea)
at 200 rpm for 15 min. At the end of the period, the tubes
were centrifuged at 9000 rpm for 60 min at 4°C and
transferred to amber bottles with a Pasteur pipette.
Extracts were stored at -18°C prior to analyses.
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Determination of Phenolic Content

The phenolic content determination of fresh red beet
puree and freeze-dried red beet powder was made
according to the method suggested by Singleton et al. [8].
Extracts of prepared red beet puree and powders, Folin-
Ciocaltaeu  (Merck, Germany). reagent (10%,
volume/volume (v/v), in water) and sodium carbonate
solution (20%, weight/volume (w/v), in water) were mixed
in a test tube and kept at room temperature for 2 hours,
and the absorbance of the solutions were read at 760 nm
in a spectrophotometer (EMC-11-UV Spectrophotometer,
Duisburg, Germany). Gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic
acid) (Fluka, Switzerland) solution was prepared at
different concentrations, and the steps performed in the
samples were carried out in the same way and a
calibration curve was created. By using the calibration
curve prepared (y=0.0099x+0.0792 where x is
concentration and y is absorbance; r>=0.9999), the total
phenolic content of red beet puree or powder was
calculated as mg gallic acid equivalent (GAE)/100 g dry
matter in red beet puree and powder.

Determination of Antioxidant Activity

DPPH stock solution was prepared in methanol with a
final concentration of 24 mg/100mL. The working solution
was prepared with methanol by diluting the stock solution
so that the final absorbance to be 1.2010.02. The
calibration curve was obtained with Trolox®. Trolox®
solution was prepared with a concentration of 12.5
mg/25mL and a final concentration of less than 50 uM in
the spectrophotometer cuvette for the Trolox® calibration
curve. In the experiments, 150 pL of sample or standard
2850 pL of DPPH working solution was mixed in test
tubes and the reaction continued for 60 minutes in a dark
environment. At the end of the period, the absorbance
was read in a spectrophotometer (EMC-11-UV
Spectrophotometer, Duisburg, Germany) at a wavelength
of 515 nm. Samples that did not fall within the calibration
curve range at the end of the reading were diluted until
they fell in this range [9].

Determination of Betanin Contents

According to Slatnar et al. [10], the betanin content of
samples was determined by HPLC (High performance
liquid chromatography) device with some modifications.
For this purpose, fresh or dried samples (3 g) were taken
into plastic tubes, and the samples were homogenized for
a minute with 45 mL of ultrapure water. Then tubes were
centrifuged at 4°C in a centrifuge (NUve, NF1200R,
istanbul, Turkey) for 60 min at 9000 rpm. After
centrifugation, clear supernatant was taken into amber
bottles with a Pasteur pipette. Supernatants collected in
amber bottles were passed through a 0.45 pm pore
diameter membrane filter (Cronus, SMI-Labhut Ltd,
Gloucester, United Kingdom) before being injected into
the HPLC device. Betanin was defined by comparing the
arrival time of the peak in the chromatogram of the
samples with the arrival time of the peak in the
chromatogram of pure betanin standard. The betanin
content of samples was calculated as mg/100 g dry
matter according to the standard betanin curve prepared
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in the concentration range of 1000-3000 mg/L and the
equation defining this curve (y=220.95x-26473 where X is
concentration in mg/L and y is absorbance; r?=0.9970).

In analyses, a Shimadzu LC-20AD (Japan) model HPLC
device and a PDA (photo-diode array) detector were
used. In the separation of betanin, acetonitrile and formic
acid/ultrapure water (1:99, v/v) were utilized as mobile
phase. Separation was performed with a C-18 column
(250 x 4.6 mm, ID, 5 mm) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) at a wavelength of 320 nm at a flow
rate of 0.25 mL/min. Injection volume was 20 yL, and the
column temperature was 35°C. Elution was conducted by
using a solvent gradient system containing solvent A
(acetonitrile) and solvent B (formic acid and ultra-pure
water solution 1:99, v/v). Gradient was as follows: 0-6
min: 97%-84% B, 6—10 min: 84%-50% B and 10—15 min:
50%-97% B.

Statistical Analysis

Storage studies of freeze-dried samples were carried out
in 2 replications. Variance analysis was applied to
determine the effects of storage conditions, storage time
and their interactions on the color properties, total
phenolic content, total antioxidant activity and betanin
content of red beet powders, and significant differences
were subjected to Duncan multiple comparison test.
Statistical analyses were performed using the SAS
statistical package program (Version 6.12, SAS Institute,
Cary, NC, USA), and the results were given as mean *
standard deviation.

RESULTS and DISCUSSION

Effect of Storage Conditions on Color of Freeze-
dried Red Beet Powder

Color is one of the most important parameters affecting
consumer expectations in dried products. The color
parameters (L*, a* and b*) of the samples are shown in
Table 1. The L*, a* and b* color values of fresh red beet
were  24.0210.21, 22132042 and 5.07+0.33,
respectively.

The L* value of freeze-dried red beet powder was
24.51+0.20 at the beginning of storage. L* values
decreased for samples packed with both atmospheric air
(NAP) and 100% N2 gas (MAP) stored at 4 and 25°C.
While the maximum decrease occurred in NAP samples
stored at 25°C, the least decrease was determined in
MAP samples stored at 4°C. In terms of L* value, it was
shown that it could be appropriate to pack freeze-dried
red beet powders with 100% N2 gas and store them at
low temperatures. The a* color value, which was
25.31+1.02 at the beginning of storage, decreased in all
samples at the end of storage. But, it was determined that
there was a statistically insignificant difference between
the a* values on the 7th day of storage and the ones on
the 28th day of storage, except for the MAP samples
stored at 4°C (p>0.05). On the 21st and 28th days of
storage, there was a statistically insignificant difference in
all samples (p>0.05). When the b* values in Table 1 were
examined, it was seen that there is no statistical
difference between the Oth day and the 7th day of storage
in all samples (p>0.05). But, from the 14th day, the b*
values of all samples were statistically different from
8.38+0.71 determined at the beginning of storage
(p<0.05).

Table 1. Changes in color parameters of freeze-dried red beet powder samples during storage

Storage Condition

Color Storage Period (day)
arameter Temperature Packagin
P (°C) 9ing 0 7 14 21 28

4 NAP 24.51+0.20%  22.60+0.39°* 21.21+0.62°4  21.97+0.78°A  20.81+0.43°%

L* MAP 24.51+0.20% 23.34+0.98%" 22.88+1.43%* 22.00+0.44°*  21.80+0.57°
25 NAP 24.51+0.20%  20.37+0.46° 20.45+0.548 22.11+1.23%  19.65+0.55%

MAP 24.51+0.20® 19.67+0.91°8 25.66+0.573¢ 22.47+0.68° 20.31+0.45*

4 NAP 25.31+1.022  23.62+0.67°* 23.69+0.76"  23.11+1.15%A 22 57+1.37°

a* MAP 25.31+1.022  25.67+0.8228 23.19+1.22% 23.34+0.67°* 23.72+0.66"8
o5 NAP 25.31+1.022  23.56+1.04% 22.98+0.76"  24.54+1.15%8  22.84+1.37°A

MAP 25.31+1.022  23.45+1.32°A 21.80+0.81¢8 23.47+0.34" 23.87+0.80°8

4 NAP 8.38+0.712 7.56+1.51204 6.67+0.65* 6.48+0.11°A 5.56+0.88A

b MAP 8.38+0.712 7.32+1.77% 5.98+0.98"8 6.16+1.6120A 6.35+0.89°%8
o5 NAP 8.38+0.712 8.41+0.73%® 6.67+0.65°* 6.48+0.11°A 5.56+0.88A

MAP 8.38+0.712 8.98+1.6328 6.70+0.820A 6.23+0.76* 6.39+0.78%8

4 NAP 26.66+0.75% 24.80+0.67°*  24.49+0.53°"  24.05+0.44°* 23.38+0.58A

c MAP 26.66+0.75* 26.69+0.78%® 23.95+0.44° 24.14+0.68 24.56+0.34°8
25 NAP 26.66+0.75% 25.02+0.59°4  23.93+0.29°*  25.38+0.43"®  23.51+0.49%

MAP 26.66+0.75%  25.11+0.50°* 22.81+0.25¢® 24.28+0.76"* 24.71+0.73%8

4 NAP 18.32+0.782  17.75+0.43** 14.71£0.57°* 16.10+0.49% 15.10+0.65%

He MAP 18.32+0.78%  15.92+0.52°8 14.46+0.33* 14.78+0.39°® 14.99+0.58A
o5 NAP 18.32+0.782  19.64+0.95% 16.19+0.62°8 14.79+0.40° 13.68+0.37%

MAP 18.32+0.78%  20.95+0.64°C 17.08+0.36°¢ 14.87+0.44% 14.99+0.45%

4 NAP 0 2.68+0.37* 4.26+0.45 3.77+0.510¢A 5.14+0.48%

AE MAP 0 1.62+0.27%® 3.59+0.528 3.89+0.3204 3.74+0.28"8
o5 NAP 0 4.50+0.41%¢ 4.98+0.76% 3.16+0.98%8 6.14+0.44°C

MAP 0 5.22+0.45%° 4.06+0.57° 3.49+0.88® 4.87+0.524

AD Means in the same row having a common letter are not significantly different (p>0.05). 9 Means in the same row having a

common letter are not significantly different (p>0.05).
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At the beginning of storage, the chroma value of samples
was 26.66+0.75. At the end of storage, the chroma value
of all samples was between 23 and 25. In general, the
chroma value of all samples decreased. The greatest
reduction was detected in NAP samples. There was no
statistically significant difference in the chroma values of
MAP samples calculated between the 21st and 28th days
of storage (p>0.05). Considering the Hue angle values in
Table 1, it was determined that this value, which was
18.3240.78 at the beginning of storage, decreased in all
samples at the end of storage. As in the chroma value,
there was no statistically significant difference in Hue
angle values between the 21st and 28th days of storage
in the MAP samples (p>0.05). Considering the Hue angle
values calculated for the NAP samples, it was seen that
there was no statistical difference between the Oth day
and the 7th day of storage. The AE value is an important
parameter that indicates the total color change in freeze-
dried and stored samples. At the end of storage, while the
AE values of samples were calculated as 5.14+0.48 and
3.7440.28, respectively, for NAP and MAP samples
stored at 4°C, it was calculated as 6.14+0.44 and
4.87+0.52 for those samples stored at 25°C.

As can be seen, the AE value of samples stored at 4°C
was lower than those stored at 25°C. This demonstrated
that it would be appropriate to store red beet powder at
temperatures lower than room temperature. In addition,
the AE values of MAP samples were calculated lower
than those of NAP samples at both storage temperatures.
As a result, it is thought that the storage of red beet
powder, packed with 100% N2 gas and at 4°C, will be
important in terms of product color quality.

These results were coincided with some references in the
literature to dried some fruit and vegetables. The effects
of different temperatures (4, 15, 25, and 35°C), package
(vacuum and normal pressure) and light/dark conditions
on the quality changes of dried apricots during storage for
6 months were investigated [11]. Color values (L*, a*, and

b*) significantly (p <0.05) decreased with increase of
storage temperature, especially at temperatures higher
than 25°C [11]. Besides, the color deterioration
accelerated by increased temperature during storage
were also found in dried orange juice powder [12].

Effect of Storage Conditions on Total Phenolic
Content of Freeze-dried Red Beet Powder

Table 2 shows changes in the total phenolic content of
freeze-dried red beets during storage at different
temperatures (4°C and 25°C) and in packages with
different gas contents (NAP and MAP). The initial total
phenolic content of freeze-dried red beets was
369.54+0.16 mg GAE/100 g dry matter. Hamid and Nour
[13], in their study, dried red beet in the sun, an oven or a
freeze-drier. They reported the total phenolic content of
sun-dried samples as 34.74 mg GAE/g wet matter. The
total phenolic content of oven-dried samples was 33.28
mg GAE/g wet matter while it was 30.19 mg GAE/g wet
matter for freeze-dried samples.

At the end of 28 days of storage, a loss between 1.20 and
2.30% in the total phenolic content of freeze-dried red
beet powder samples occurred. This decrease in
samples stored at 4°C was less than the samples stored
at 25°C. Namely, the decrease in the total phenolic
content of samples increased with an increase in storage
temperature. It was determined that the highest total
phenolic content loss was in samples packaged with NAP
and stored at 25°C. The least loss was determined in
samples packaged at 4°C and 100% N2 (MAP). After 28
days of storage, it was determined that the total phenolic
content of NAP and MAP samples stored at 25°C were
not statistically different from each other (p>0.05). At the
end of the 28th day, the total phenolic content of NAP and
MAP samples were statistically different from each other
in those stored at 4°C (p<0.05).

Table 2. Changes in total phenolic content (mg GAE/100 g DM) during storage of freeze-

dried red beets

Storage Condition

Storage Period

) 4°C 25°C
Y NAP MAP NAP MAP
0 369.54%0.16°*  369.54%0.16% 369.54%0 16  369.54+0.16%
7 366.67+1.82%A  366.55+1.16% 367.50+2.22%*  367.01+1.00%
14 361.4442.17%% 367.3142.57°8  366.86+1.9128 366.08+0.81%
21 362.57+2.06° 367.21+1.22%®  36547+2.548 359 00+2.35C
28 361.45+3.01%A 3651243 1428 361.03+2.36°  362.79+2.49A

A€ Means in the same row having a common letter are not significantly different (p>0.05). #¢Means in
the same column having a common letter are not significantly different (p>0.05).

Effect of Storage Conditions on Total Antioxidant
Activity of Freeze-dried Red Beet

Total antioxidant activity values of freeze-dried red beet
samples were between 122.47+1.54 and 123.00+0.09
mmol TE/100 g dry matter after 28 days of storage (Table
3). The total antioxidant activity values of red beet powder
samples packaged in two different atmospheres and
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stored at two different temperatures increased compared
to the Oth day of storage. This may be due to the
formation of secondary compounds with antioxidant
activity formed during storage processes. Gokhale and
Lele [14] stored red beet powder in polyamide bags at
27°C for 150 days. They stated that there was an
increase of 9.37% in the antioxidant activity value at the
end of storage.
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Table 3. Changes in total antioxidant activity of freeze-dried red beet powder samples

(mmol TE/100g DM) during storage

Storage Condition

Storage Period

) 4°C 25°C
y NAP MAP NAP MAP
0 120.52t0.44°%  120.52t0.44°%  120.52+0.44°% 120.52+0 44%A
7 122.9442.11PA  121.0240.67%  122.5641.20° 121.55+0.813A
14 122.91+1.58°  123.24+1.11°%  122.33+1.27°  123.04+1.10%A
21 122.75£0.21°4  123.88+0.67" 122.43+0.76"  123.11+0.49°%8
28 122.80+¢3.01°%  123.00+0.09°A  122.47+1.54% 122.92+0.18A

ABMeans in the same row having a common letter are not significantly different (p>0.05). ®Means in
the same column having a common letter are not significantly different (p>0.05).

According to the Table 3, the highest antioxidant activity
value was determined at the end of 28-day storage for
MAP samples stored at 4°C, and the lowest antioxidant
activity value was for NAP samples stored at 25°C. It was
determined that there was no statistically significant
difference between the antioxidant activity values
between the 14th and 28th days of storage in the samples
stored at 4°C (p>0.05). The same is true for samples
stored at 25°C.

Effect of Storage Conditions on Betanin Content of
Freeze-dried Red Beet

The initial betanin content of freeze-dried red beet
powder was 3582.67+0.21 mg /100 g dry matter. The
betanin values of freeze-dried powder samples packaged
in different forms during 28-day storage are given in Table
4. It was determined that decreases in their betanin
contents were more for the samples stored at room
temperature. In NAP and MAP samples stored at 25°C,
losses in their betanin contents were 12.02 and 10.14%,

respectively. In samples stored at 4°C, these loss rates
were calculated as between 2.03 and 0.81%. By looking
at the loss rates, it was seen that MAP samples have the
least loss and the NAP samples the most. This showed
that, in packaging of freeze-dried red beets it would be
appropriate to prefer MAP conditions instead of normal
atmosphere conditions. In addition, with the preference of
low temperatures as storage temperature, the amount of
loss in betanin content will be less. Betanin contents of
NAP and MAP samples stored at 4°C after 28 days of
storage were not statistically different from each other
(p>0.05). This means that freeze-dried red beets should
be packaged with modified atmosphere packaging
technique and also stored at low temperatures in terms of
low betanin loss.

Kaur et al. [15] stored red beet powder in HDPE bags at
4°C for 3 months, and betacyanin, betaxanthin and
betalain analyses were performed during storage. They
stated that there was a loss of 21.03, 17.95 and 21.13%
in the betacyanin, betaxanthin and betalain contents of
samples, respectively.

Table 4. Changes in betanin contents of freeze-dried red beet powder samples (mg/100g DM)

during storage

Storage Condition

Storage Period

(day) 4°C 25°C
NAP MAP NAP MAP
0 3582.67+0.21** 3582.67+0.2124 3582.67+0.21*4  3582.67+0.2124
7 3572.01+0.22**  3562.25+0.96%* 3552.01+0.15°*  3537.25+0.96%8
14 3512.29+0.82** 3551.56+0.90%® 3374.29+0.794  3412.56+0.96"*
21 3505.83+0.60** 3515.01+0.99%® 3275.83+0.65%  3315.01+0.69°
28 3509.90+0.72* 3553.53+0.13** 3151.90+0.12°¢  3219.53+0.43

AD Means in the same row having a common letter are not significantly different (p>0.05). 4 Means in the
same column having a common letter are not significantly different (p>0.05).

CONCLUSION

When the color values of samples packaged with the NAP
and MAP technique, which were stored both at 4°C and
at 25°C, were examined during storage, it was
determined that there was a significant difference
between color values of the Oth and 28th days. The
highest total color change (AE) was calculated in samples
packaged with NAP technique stored at 25°C, and the
lowest in samples packaged with MAP technique stored
at 4°C. At the end of 28 days of storage, a loss between
1.20 and 2.30% occurred in the total phenolic content of
powder samples. The antioxidant activity values of
freeze-dried red beet powder samples packaged in two
different atmospheres and stored at two different
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temperatures increased compared to the Oth day of
storage. In NAP and MAP samples stored at 25°C, losses
in their betanin content were 12.02 and 10.14%,
respectively. In samples stored at 4°C, these loss rates
were 2.03 and 0.81%, respectively. Freeze-drying did not
cause any significant reduction in color values and
bioactive components of red beets. In general, it was
determined that the storage condition in which the
bioactive compounds suffered the least loss was low
temperature and MAP technique.
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ABSTRACT

In this study, multi-walled carbon nanotubes/polythiophene composite (MWCNTs/PTh) modified glassy carbon
electrode was used for the amperometric detection of glucose. Glucose oxidase (GOx) was entrapped by a crosslinking
agent on the MWCNTs/PTh composite film synthesized by electrochemical polymerization of thiophene onto MWCNTSs.
Characterization of composite film was achieved by cyclic voltammetry (CV), fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy and scanning electron microscopy (SEM) techniques. The amperometric measurements of electrode was
performed at +0.70V vs. SCE, which was the electrooxidation potential of enzymatically produced H202. The effects of
thiophene amount in the composite, pH, temperature and substrate concentration were investigated on the response of
enzyme electrode. Optimum pH was 7.0 at room temperature and the response time of enzyme electrode was 25 s.
The upper limit of the linear working range was 4.85 mM glucose concentration. The limit of detection of sensor was
calculated as 148 uM. The sensitivity of glucose biosensor was determined as 4.39 yA mM™ cm2. The value of apparent
Michaelis-Menten constant (Kvapp) was 1.68 mM according to the Lineweaver-Burk equation. The activation energy of
this immobilized enzyme system was 88.92 kJ mol™.

Keywords: Polythiophene, Multi-walled carbon nanotube, Glucose, Biosensor, Composite

Cok Duvarli Karbon Nanotiipler/Politiyofen Kompozit Kullanilarak Hazirlanan Amperometrik
Glikoz Biyosensorii

6z

Bu galismada, glikozun amperometrik tespiti igin ¢ok duvarli karbon nanotiipler/politiyofen kompozit (MWCNTs/PTh)
modifiye camsi karbon elektrot kullaniimistir. Glikoz oksidaz (GOx), tiyofenin MWCNT’ler Uzerine elektrokimyasal
polimerizasyonu ile sentezlenen MWCNT ler/PTh kompozit film Uzerinde gapraz baglama ajani tarafindan tutulmustur.
Kompozit filmin karakterizasyonu, dongusel voltametri (CV), fourier donlisimli kizilétesi (FTIR) spektroskopisi ve
taramali elektron mikroskobu (SEM) teknikleri ile yapilmigtir. Elektrodun amperometrik olgimleri, enzimatik olarak
uretilen H202'nin elektrooksidasyon potansiyeli olan SCE'ye karsi +0.70V’de gergeklestiriimistir. Kompozit icindeki
tiyofen miktari, pH, sicaklik ve substrat derisiminin enzim elektrodunun tepkisi Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Oda
sicakhginda optimum pH, 7.0 olarak bulunmus ve enzim elektrodunun tepkime siresi 25 saniye olarak belirlenmigtir.
Lineer galisma araliginin tst siniri 4.85 mM glukoz derisimi olarak elde edilmistir. Sensorin tespit limiti 148 uM olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen glukoz biyosensérinin duyarliligi 4.39 yA mM™ cm? olarak belirlenmigtir. Lineweaver-Burk
denklemine gbre gorunur Michaelis-Menten sabiti (Kwapp) degeri 1.68 mM olarak hesaplanmistir. Bu immobilize enzim
sisteminin aktivasyon enerjisi 88.92 kJ mol* olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Politiyofen, Cok duvarli karbon nanotip, Glikoz, Biyosensér, Kompozit
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INTRODUCTION

Quantitative determination of the amount of sugars such
as glucose, which is very important in terms of diabetes
and obesity for the food and beverage industry, is very
important in terms of quality, storage and food safety. The
amount of glucose is determined by conventional
analytical methods in routine analysis. These methods
can be examined in two main groups as enzymatic and
non-enzymatic. Enzymatic ones can be classified as
glucose meters and spectrophotometric ones. High
performance liquid chromatography (HPLC) and other
related methods are among the second group of
methods. [1].

Biosensors have recently became one of the most
common methods used for glucose determination.
Among the (glucose sensors prepared using
electrochemical methods, enzymatic glucose sensors
attract attention due to their simplicity, fast response,
sensitivity, high selectivity and cheapness. According to
the following reactions (Equations 1 and 2), when glucose
reacts with oxygen with the help of glucose oxidase, it
forms gluconolactone and hydrogen peroxide.

GOx
Glucose + 02 —  gluconolactone + H20: Eq. 1

H>0, O, +2H" + 2¢

—

Eq. 2

The resulting H20: is oxidized to form free electrons.
Materials modifying the electrode surface are used to
provide comfortable passage of electrons that form the
electrochemical response. In recent years, enzymatic
glucose sensors using conductive polymers, which have
a great potential for the immobilization of biomolecules,
continue to be studied. Conductive polymers are one of
the most suitable materials for enzyme entrapment and
mass transfer between solid-liquid phase due to their high
surface area and porosity.

Among the conductive polymers, polythiophene and its
composites attract attention in many application areas
due to their beneficial mechanical and chemical
properties. Because these materials have the flexibility to
change their chemical structures and redox
characteristics required for biosensors. Although
polythiophene and its composites are used in gas and pH
sensors [2, 3], their use as glucose sensors is very limited

[4].

Composite structures resulting from the combination of
polythiophene with nanomaterials are used for the
development of new generation electrochemical
biosensors [5, 6]. This combination, especially with
CNTs, has advantages such as high surface area,
increased electron transfer, improved electrical
conductivity and mechanical properties. [7].

However, polymers weakly attached to the surface of the
working electrodes which is significantly reducing the
electron transport efficiency [8]. CNTs can modify the
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surface for the formation of conductive polymer by
improving the bonding on the electrode [9].

The aggregation increment is a limitation for CNT using
in biosensor systems. Modifying the surface of CNTs with
covalent or non-covalent methods can overcome this
limitation [10]. Therefore, in this study, WCNTs were used
after functionalization with acid.

To the best of our knowledge, there are no reports on
MWCNTSs/PTh based glucose sensor in the literature. In
this study, the GCE electrode surface was modified by
electrochemical synthesis of polythiophene in the
presence of MWCNTs. GOx was immobilized on the
electrode surface with a crosslinker and the prepared
electrode was used as a working electrode in biosensor
studies. The synthesized MWCNTs/PTh composite was
characterized electrochemically, structurally and
morphologically. Glucose biosensor properties were
optimized using the amperometric method.

MATERIALS and METHODS
Materials

Thiophene (Merck) was purified by distillation at reduced
pressure  prior to  use. Tetrabutylammonium
hexafluorophosphate was purchased from Merck.
Glucose oxidase (GOx, EC 1.1.3.4, 179,000 units/g, type
VII-S from Aspergillus niger, Sigma) and 25%
Glutaraldehyde (GA) water solution (Aldrich) was used as
crosslinking agent. D-(+)-glucose anhydrous (Fluka)
were used to test the performance of the developed
biosensor. The buffer solution was prepared using
NaH2P04.2H20 (Riedel De Haen) and NaOH (Riedel De
Haen). Alumina polishing suspension agglomerate
(0.05cr micron) (Baikowski) was used to polish the
electrode surface. Buffer solution was prepared with
double-distilled water. All other compounds were of
analytical reagent grade.

The modification of MWCNTs was achieved in 96%
H2S04:70% HNO3 (3:1) mixture for 2 hours in ultrasonic
bath. After that MWCNTs were washed with distilled water
and dried in a vacuum oven at 60°C. Polythiophene was
synthesized in presense of MWCNTs by using the
electrochemical method with three electrode system.
Glassy carbon electrode (GCE), saturated calomel
electrode (SCE) and Pt wire were used as working,
reference  and auxiliary electrode, respectively.
Polymerization of thiophene and biosensor studies were
performed by three-electrode system with
potentiostat/galvanostat (CompactStat, Ivium
Technologies, Netherlands). FTIR spectra were obtained
between 400 cm™ and 4000 cm™' with a 4 cm™ resolution
on a Perkin Elmer Frontier (Beaconsfield,
Beuckinghamshire, HP91QA, England). For SEM
analysis, JEOL JSM-7100-F (Zaventem, Belgium) model
scanning electron microscope was used.

Electrode Fabrication

The GCE was polished with alumina polishing
suspension, washed with distilled water and dried.
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Polymerization of thiophene was achieved in
dichloromethane included 5 mg MWCNTs in the
presence of tetrabutylammonium hexafluorophosphate
as an oxidant. nox/Nnmen Was 2. 15 microliter of thiophene
was dissolved in this suspension in ultrasonic bath for 5
minutes to obtain a homogeneous solution. Thiophene
was polymerized onto MWCNTs by cyclic voltammetry
(CV) in the range of 0.0-2.5 V with 5 cycle at room
temperature [11]. After polymerization, the electrode was
washed several times with dichloromethane to remove
remaining monomer molecules.

440 pL of phosphate buffer solution (0.1 mol/L, pH 7.4)
was used to prepare GOx (2.2 mg) enzyme solution. After
that, 2 yL of 5% GA solution and 10 pL of the enzyme
solution were blended completely. 10 L of this solution
was dropped on to the MWCNTs/PTh modified GCE
electrode. A crosslinking phase was continued during 30
minutes at room temperature. When not used, glucose
sensor was stored at 4°C.

Glucose Detection

Oxygen was passed through the buffer solution to keep it
saturated with oxygen during the measurements.
MWCNTs/PTh composite modified electrode has been
pre-potentiostated at +0.7 V to allow back ground current
to set a constant value. After the steady-state current of
the system the current due to the electrooxidation of H202
produced enzymatically at +0.7 V versus SCE in a O:
saturated phosphate buffer solution during the addition of
known amounts of glucose solution was also measured

MWCNTs

/ \2860

2957 !
2926
3439
MWCNTs/PTh
|
° 3441
-
N
2877
~
2066 2932
3900 3400 2900 2400

amperometrically. To optimize the working conditions and
to find the best glucose sensing, thiophene amounts and
cycling number used for polymer coating were
investigated.

RESULTS and DISCUSSION
Characterizations
FTIR Results

The FTIR spectra of MWCNT and PTh/MWCNT
composites are shown in Figure 1. The FTIR spectrum of
the PTh/MWCNT composite was examined. The
stretching vibration of the C-S bond in the aromatic ring
at 705 cm, the aromatic C-H stretching vibration at 838
cm?l, C-O stretching vibration at 1073 cm™ and the
aromatic C=C stretching vibration of the thiophene ring at
1474 cm? were observed. Then the FTIR spectrum of
MWCNT was evaluated. The aromatic C-H stretching
vibration at 800 cm, C-O stretching vibration at 1055 cm
1, C=C stretching vibration at 1460 cm™ and finally C=0
stretching vibration of the carbonyl group were observed
in the range of 1624-1707 cm™ [12]. The peak group
around 2900 cm* in both spectra corresponds to aromatic
C-H stresses. When these spectra were examined,
vibration peaks of both MWCNT and PTh were found in
the spectrum of the composite. This showed that the
composite structure was formed.

800
1767 ?460
!
AN 1110 1055
1624 1570
1635
Y
15f82
s
| P
1474 1125 1073
1728
838
1900 1400 900 400

wavenumber (cm™?)
Figure 1. FTIR spectra of MWCNTs and MWCNTs/PTh
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Table 1. Characteristic bands of MWCNTs and MWCNTs/PTh

Bands c=C C-H C-s C-O C=0 O-H
stretching  bending  stretching  stretching stretching stretching
MWCNTs 1460 800 1055 1624-1707 3439
MWCNTs/PTh 1474 838 705 1073 1635-1728 3441
CV Results compatible with the polymerization potential of PTh [13].

CV studies were carried out in unstirred solution at a scan
rate of 50 mV s (Figure 2). The onset point of the
MWCNTs/PTh composite started at 1.3 V. This value was

160

110

60

An increase in oxidation peak current with repeated
scans indicated that composite gradually precipitated on
the GCE surface [14].

Current (mA)

2,5

E (V)

Figure 2. Electrochemical formation of MWCNTs/PTh onto GCE electrode in dichloromethane by
cyclic voltametry (CV) in the range of 0.0-2.5 V with 5 cycle at room temperature.

SEM Results

Figure 3 shows the SEM micrographs of MWCNTs and
MWCNTs/PTh composite. SEM results showed that
MWCNTs were in micron size and did not form
agglomerates. Tubes were apart from each other.

MWCNTs/PTh composite structure showed that the
tubes were covered by globular morphology of
polythiophene. It could be said that SEM results
supported composite formation.

ipm  comu

1/7/2019

SEM WD 10mm  15:45:02

Figure 3. SEM micrographs of MWCNTs (a) and MWCNTs/PTh (b)

Glucose Sensing Studies
Effect of Thiophene Amount in Composite

The effect of thiophene amount in the composite on the
glucose response was investigated. Results were
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evaluated for composite deposition solutions prepared
using 10, 15 and 20 pL of thiophene. Composite could not
be deposited on the electrode surface for the solution
using 20 uL of thiophene. The glucose response for the
composite using 10 pL of thiophene was less than the
glucose response obtained for the solution containing 15
uL of thiophene. Therefore, in future studies, the amount
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of thiophene in the composite deposition solution was
used as 15 pL.

Effect of Number of Coating Cycles

The coatings were made for the synthesis of
MWCNTs/PTh composite on the GCE electrode by
applying CVs at a scanning rate of 50 mV, in the range of

400
350
300
250
200
150
100

50

Current (nA)

0-2.5 volts, and at 3, 5 and 7 cycles. Electrodes were
used as working electrodes for the amperometric
determination of glucose at 0.7 volt. The current values
obtained for each electrode were compared and the
highest current value was found for the electrode coated
with composite with deposited by 5 cycles. In subsequent
studies, 5 was used as the number of coating cycles.

0 T
4

Effect of pH

The pH value is another parameter that affects the current
response of the enzyme electrode. The pH dependence
of the response of the MWCNTs/PTh composite modified
enzyme electrode was investigated using the
chronoamperometric method in 0.1 M phosphate buffer.
A fresh enzyme electrode was prepared for each pH

600
500

N
o
o

o
o

Current (nA)
N w

o

o

100

6

Number of Cycles
Figure 4. Effect of the number of coating cycles

value to eliminate errors that may arise from reuse. The
electrode response was determined at each step by
changing the pH values between 6.0 and 8.0 in 0.5 unit
increments. While the current increased with an increase
in pH in the range of 6.0-7.0, it decreased sharply above
pH 7.0. The best current value was observed at pH 7.0.

6.0 6.5

7.0
pH

7.4 8.0

Figure 5. Effect of pH on the glucose response of the enzyme electrode

Effect of Temperature

The operating temperature is also an important factor for
the activity of the enzyme electrode. The response of the
enzyme electrode was measured at pH 7.0 in the
temperature range of 25-45°C as shown in Figure 3. The
current response increased dramatically from 30°C to
35°C and likewise decreased after 35°C. Thus, the
highest amperometric response of the enzyme electrode
was obtained at 35°C. The activation energy of the
enzyme electrode was calculated according to the
Arrhenius equation given below (Eq. 3):

Ink=InA - (Ea/RT) Eg. 3
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where k is the rate constant and the Ea is the apparent
activation energy. Since the enzyme and substrate
concentration remains constant while the surface area of
electrode is fixed, the reaction rate becomes directly
proportional to the glucose response current. Therefore,
Inl can be used instead of Ink. According to the Arrhenius
equation, when the 1/T versus Inl graph was drawn, the
activation energy for the immobilized GOx was calculated
as 88.92 kJ molt. It could be concluded that the
MWCNTs/PTh composite provided a safe environment
for GOx.
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Figure 6. Effects of the temperature on the activity of the enzyme electrode in 0.1 M buffer solution at pH 7.0.

Effect of Glucose Concentration

Figure 7 is the -current-time graph showing the
amperometric response of the MWCNTs/PTh composite
modified electrode versus glucose concentration. The
current increased linearly with the addition of glucose and
reached the certain constant value. The stabilization time
of the current at each addition was 25 s. The linear
operating range was found from the calibration graph
prepared with the data obtained from the current-time
graph. The upper limit of the linear region was determined
as 4.85 mM and the detection limit was 148 uM glucose.
The Michaelis—Menten equation is the most important
approach for the catalysis of biological and chemical
reactions with apparent kinetic constants that is shown
below:

current [LLA)

09

0,3

0,6

K,, 1

el ]

+

Imax

Eq. 4

where [c] is the glucose concentration and Kwmapp is the
apparent Michaelis-Menten constant. The apparent
Michaelis-Menten constant (Kuapp) Was calculated as 1.68
mM from the Lineweaver—Burk graphs and equation. This
Kwmapp Value was lower than that (1.68 mM) of the soluble
GOx which were published in our previous studies [15].
The lower Kmapp Value of enzyme electrode indicated that
no diffusional limitations in the cross linked state and the
non-denaturating character of enzyme immobilization
procedure [16]. Besides, a low Kwapp value indicated a
strong relationship between enzyme and substrate.

4500

=T
=

—
-
=
W
=4
=
=2
(=]

4600

y = 138, B6x+ 649,28
R* =0,9942

800
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500
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4700 4800
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time (s)

Figure 7. Effect of the glucose concentration on the response of the enzyme electrode in 0.1 M

buffer solution at pH 7.0.
Stability and Selectivity
In biosensor studies, the stability parameter is an

important parameter in terms of the usage time of the
electrode. The response of the developed glucose sensor
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to 4.85 mM glucose was recorded at the same hour for
33 days and it was determined that the electrode
response decreased rapidly after 26 days. According to
the results obtained, it could be said that the developed
glucose sensor was stable for 26 days.
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Figure 8. Effect of stability

The interference of ascorbic and uric acids on the
response of the developed electrode were also studied. It
was determined that the effect of these compounds on
the relative response of MWCNTs/PTh modified
electrode was insignificant (<1%). This high selectivity of
the developed glucose electrode indicated that ascorbic
and uric acids had an insignificant effect on the glucose
sensor based on MWCNTs/PTh composite.

CONCLUSIONS

In the present study, we developed a new MWCNTs/PTh
based amperometric glucose sensor. MWCNTs/PTh
composite was synthesized and characterized by
electrochemical (CV), structural (FTIR) and
morphological (SEM) analysis. Kmapp Value of immobilized
GOx (1.68 mM) indicated that the enzyme was not
denaturated when the MWCNTs/PTh modified enzyme
electrode was prepared. The Ea value of the immobilized
GOx on to composite was 88.92 kJ/mol which in good
agreement with literature. The upper limit of the linear
working range was determined as 4,85 mM glucose
concentration according to calibration curve when the
detection limit of the sensor was calculated as 148 uM.
While the developed glucose sensor provided high
interaction between GOx and glucose, it also provided
simplicity, short response time and cheapness compared
to commercial electrodes.
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Miksobakteriler pek ¢ok antibakteriyel, antifungal, antikanser, antiparazit, immunosupresif, sitotoksik ve antioksidatif
biyoaktif bilesiklerin 6nemli kaynagi kabul edilmektedir. Antibiyotige direngli patojen bakterilerin neden oldugu
hastaliklarin artmasiyla birlikte, dogal kaynaklardan bu patojenlerin kontrol edilmesi/yok edilmesini saglayacak daha
etkili yeni antibiyotiklere intiyag duyulmaktadir. Bu galigmada farkli illerden (Antalya, Burdur, Isparta, izmir, Eskisehir,
Bursa, ve Denizli) toplanan 50 adet toprak (4 adet termal kaynak civari) ve 6 adet su 6rnegi (4 adet termal su)
miksobakteri izolasyonu igin kullanilmistir. Toplam 50 miksobakteri izolatindan 10 izolatin biyokimyasal tani testleri
kullanilarak 5 cinse (Myxococcus sp., Cystobacter sp., Stigmatella sp., Nannocytis sp. ve Polyangium sp.) ait oldugu
belirlenmistir. Miksobakteri izolatlarinin antibakteriyel aktiviteleri kuyucuk difizyon yéntemi kullanilarak Gram pozitif
(Bacillus cereus ATTC 6051 ve Staphylococcus aureus ATTC 25923) ve Gram negatif (Escherichia coli ATTC 25922
ve Pseudomanas aeruginosa PAO01) suslar icin incelenmistir. MB23, MB33 ve MB34 miksobakteri izolatlar S. aureus
igin (sirasiyla 22.0, 24.7 ve 19.3 mm) ve MB9, MB23, MB28, MB33 ve Si34 miksobakteri izolatlari ise B. cereus igin
(sirasiyla 10.0, 18.5, 10.0, 28.0 ve 20.0 mm) antibakteriyel etki gdstermistir. Bu izolatlarin E. coli ve P. aeruginosa igin
antibakteriyel etkisi olmamistir. Bu sonuglara gére miksobakterilerin Gram pozitif patojen bakterilere antibakteriyel etki
gOstermesi 6nemlidir ve mevcut potansiyelin anlasilabilmesi icin Uzerinde detayl ¢calisma gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Miksobakteri, Kayan bakteri, Antibakteriyel etki

Isolation and Antibacterial Activity of Myxobacteriain Soil and Water Samples from Livestock
Farm and Thermal Source Origin

ABSTRACT

Myxobacteria are considered as an important source of new antibacterial, antifungal, anticancer, antiparasitic,
immunosuppressive, cytotoxic and antioxidative bioactive compounds. The importance of developing new antibiotics
from natural sources is increasing because of an increase in diseases caused by antibiotic-resistant pathogens. In this
study, 50 soil samples, four of which were from near thermal sources, and 6 water samples, four of which were from
thermal sources, were collected from different provinces (Antalya, Burdur, Isparta, izmir, Eskisehir, Bursa and Denizli,
Turkey), and they were used for myxobacteria isolation. They belonged to five genus of myxobacteria; Myxococcus sp.,
Cystobacter sp., Stigmatella sp., Nannocytis sp., Polyangium sp. The antibacterial activities of myxobacteria isolates
were investigated for Gram positive (Bacillus cereus ATTC 6051 and Staphylococcus aureus ATTC 25923) and Gram
negative (Escherichia coli ATTC 25922 and Pseudomonas aeruginosa PAQO1) strains using the well diffusion method.
myxobacteria isolates of MB23, MB33 andMB34 showed antibacterial effects against S. aureus (zone diameters of 22.0,
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24.7 and 19.3 mm, respectively) and myxobacteria isolates of MB9,MB23, MB28, MB33,MB34 against B. cereus (zone
diameters of 10.0, 18.5, 10.0, 28.0 and 20.0 mm, respectively) but they had no activity against E. coli and P. aeruginosa.
According to these results, it is important that the antibacterial activity of myxobacteria affects Gram positive pathogenic
bacteria and detailed studies are required to understand their potential.

Keywords: Myxobacteria, Gliding bacteria, Antibacterial effect

GiRiS

Glnumizde sentetik kimyanin gelisimi ile zengin bir
cesitlilikte organik bilesik Uretiimesine ragmen, yeni
ilaclarin geligtirimesinde dogal bilesikler énemli bir rol
oynamaya devam etmektedir [1]. 1981 ile 2010 yillar
arasinda onaylanan kiglik molekdlll ilaglarin %34’G
dogal urlnler olup, %16’sI toplam sentez ile yapilmis
farmakofor dogal Grtnlerdir [2]. Antibiyotiklerin dykiisiine
baktigimizda ise mikroorganizma tirevli  ikincil
metabolitler yarim yazyilh askin bir siredir zengin bir
kaynaktir. Ancak antibiyotik kesfinin hizi yavaslamis ve
direngli bakteri yayihmi énemli bir halk saglig! tehdidi
haline gelmistir [3]. ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC) her yil ABD’de en asag: iki milyon insanin
antibiyotiklere direngli bakterilerin sebep oldugu ciddi
enfeksiyonlara  yakalandidi  antibiyotiklerin  etkisiz
kalmasindan 6tird  bunlardan  23000’nin ~ dlimle
sonuglandigini tahmin edildigini acgiklamistir [4]. Direng
oraninin bu hizla artmaya devam etmesi halinde, 2050
yilinda antimikrobiyal dirence bagh olarak her yil 10
milyon kiginin hayatini kaybedecegi tahmin edilmektedir
[5]. Bu yuzden bakteriler gibi dogal kaynaklardan yeni
antimikrobiyal maddelere ihtiya¢c duyulmaktadir ve
antimikrobiyal madde Ureten potansiyel bakteriler
arastinimaktadir [4]. Biyoteknolojik gelismeler kaltur
olarak elde edilmesinin zor oldugu ya da hig elde

edilemeyecegi distndlen mikroorganizmalarin
gelecegine umut olmustur. Bunlardan biri de
miksobakterilerdir [6] ve sahip olduklari genomik

Ozelliklerinden dolayi ikincil metabolit Uretimi agisindan
¢ok 6énemli bir grup oldugu gérilmektedir [7-9].

Miksobakteriler Gram negatif, kayarak hareket eden [10-
13], kurumaya direngli [14] meyvemsi yapi olusturan [15]
cubuk sekilli [13, 16], O-proteobakteri sinifina ait
bakterilerdir [17]. Anaeromyxobacter dehalogenans [18]
(fakultatif aneorob) hari¢ tim miksobakteriler zorunlu
aeroptur [19, 20]. Miksobakteriler genelde dogada cesitli
toprak katmani, kompost, clrimis aga¢c ve otgul
hayvanlarin diskisinda bol miktarda bulunmaktadir. Kum
ve tagli yuzeylerde de geligebilirler [11, 12]. Ayrica buzul
[21], deniz ve diger tuzlu alanlarda [22-26] ve magara [27]
gibi degdisik habitatlardan da izole edilmislerdir. Birgogu
gelistikleri ortamlarda renkli pigmentler meydana getirir.
Bazi turleri ise selllozun yani sira, agar ve kitin gibi
kompleks substratlari da pargcalama yetenegindedir.
miksobakteriler insanlar icin patojenik degildir, ancak
besin kaynagi olarak Gram pozitif ve Gram negatif
bakterileri kullanabilmektedirler [17]. Cogunlukla pH 5-8
arasindaki topraklarda bulunurlar. Prokaryotlar arasinda
essiz olarak kabul edilen miksobakteriler, bakterilerin gok
ilging bir grubu olup hayat dongileri [10, 12, 28] ve
urettikleri ikincil metabolitleri [29, 30] bir hayli dikkat
¢ekmektedir.
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Dinyada miksobakteriler Uzerinde yapilmakta olan
galismalarda halen yeni miksobakteri turlerine ve bu
turlerin Urettigi dGnemli biyolojik aktiviteleri olan yeni ikincil
metabolitler rapor edilmektedir [15]. Bu ydnuyle de
miksobakteriler farkli biyolojik 6zellikler agisinda buyik
potansiyele sahiptir.

Bu calismada, endustriyel ve tibbi alanlar agisindan
biyoteknolojik Gneme sahip olan miksobakterilerin gesitli
toprak, su ve termal su kaynaklarindan izole edilerek
tanimlanmasiyla, Ulkemize 06zgli  mikroorganizma
kaynaklarindan izole edilen miksobakterilerin
antibakteriyel o6zelliklerinin ve antibiyotik Uretimleri
acisindan potansiyellerinin belilenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Farkli bolgelerden (Antalya, Burdur, Denizli (Bozkurt ve
Pamukkale ilgesi, Karahayit bolgesi), Eskisehir ve
Isparta) alinan 50 farkh toprak ve 6 farkli (termal) su
ornegi bakteri izolasyonu amaciyla toplanmistir.

Orneklerin Toplanmasi ve izolasyon

Ornekler steril malzemeler kullanilarak aseptik olarak
toplanmistir.  Ornekler ortam sicakhginda ve steril
kosullarda laboratuvara getirilmigtir. Miksobakterilerin
gelistiriimesi, izolasyonu ve tanimlanmasi igin nutrient
agar besiyeri kullaniimigtir. Laboratuvara getirilen
ornekler 10 katli dilisyonlar halinde [31] hazirlanarak NA
besiyerinde 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
meyvemsi yapl olusturan koloniler sk ve stereo
mikroskop kullanilarak saflik kontrolleri yapilmistir.
izolatlar galisma boyunca +4°C’de muhafaza edilmistir.

Yontem

Secilen izolatlarin 1sik ve stereo mikroskopta koloni
morfolojisi incelenerek, Gram boyama, seliilozu hidrolize
etme, kazeini hidrolize etme, Kongo kirmizisi ile
boyanma 6zellikleri belilenmigtir [11].

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Sivi besiyerine agsilanan o6rneklerin inkibe edilmesi
amaciyla calkalamali inktbatér kullaniimistir. Bakteriler
200 rpm/dk hizla galkalanarak 28 C’de 24-36 saat inklibe
edilmistir [32].

izolatlarin  antibakteriyel ~ aktivitelerinin  belirlenmesi
amaciyla Agar Diflizyon Yontemi kullaniimistir [33] Tani
testleri sonucunda miksobakteri olarak belirlenen izolatlar
NB besiyerinde 15 gin 28°C ve 150 rpm’ de inklbe
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edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirler Whatman No:1
kagidindan filtre edilerek Uzerine 1:1 (v/v) oraninda etil
asetat eklenerek 3 kez katli ekstraksiyon yapilmistir.
Toplanan (st fazin doéner buharlastiricida (HL/HB G3,
Heidolp, Almanya) 37°C’de ve 80 rpm’de etil asetati
ucurularak ham metabolit ekstresi elde edilmigtir. Ekstre
Uzerine dimetil-silfoksit ilave edilerek antibakteriyel
aktiviteleri belilenmek Uzere -20°C’de muhafaza
edilmistir.

Antibakteriyel test igin Gram pozitif (Bacillus cereus
ATTC 6051 ve Staphylococcus aureus ATTC 25923) ve
Gram negatif (Escherichia coli ATTC 25922) ve
Pseudomanas aeruginosa PAO1) suslari kullaniimigtir.
Bu amagla sivi besiyerinde inkiibe edilmis ve bulanikligi
0,5 Mcfarland bulanikhga esdeger bulanikliga ayarlanmis
kulturlerden 100 pL alinarak 5 mL (BPW 25,5 g/L, Agar 5
g/L) icerisine eklenmistir ve NA petrilerine ikinci kat olarak
dokulmuistir. Katilasan soft agara pastor pipeti
yardimiyla kuyucuklar agimigtir. Kuyucuklar igerisine
70’er yL MB4, MB5, MB9, MB23, MB28, MB30, SB31,
MB32, MB33 ve Si34 kodlu izolat ekstrelerinden ilave
edilerek 35°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra
kuyucuk ¢evresinde olusan inhibisyon zon g¢aplari (mm)
Olgllmustir. Gentamisin (8mg/mL) pozitif kontrol olarak

kullanilmistir. Olusan inhibisyon zon gaplari antibakteriyel
aktivitenin degerlendiriimesi igin kullaniimigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

izmir Denizli, Eskisehir ve Bursa illerinden toplamda 56
toprak ve su o6rneginden 10 izolat elde edilmistir. 10
izolatin 8 tanesi toprak orneklerinden, iki tanesi ise [zmir
ve Bursa illerinden alinan su O&rneklerinden elde
edilmistir. Termal su kaynaklarindan miksobakteri elde
edilememistir. iki adet su 6rnedinden miksobakteri
izolasyonun saglanmasi, genel habitatlari toprak olan bu
mikroorganizmalarin Ulkemizdeki su kaynaklarindan da
elde edilebilecegini gostermesi acgisindan Onem
tasimaktadir. Termal kaynaklardan (Karahayit ve
Pamukkale) alinan 4 adet toprak ve 4 adet su 6rneginden
higbirinde miksobakteri tlrine rastlanmamis olmasi bu
bakterilerin daha ¢ok mezofilik 6zellik gostermesinden
kaynaklanmaktadir [11].

Calismada Gram negatif ve Kongo red pozitif oldugu
belirlenen izolatlarin koloni 6zellikleri (buyukligu, rengi,
sekli), ¢ozinebilir pigment olusumlari ve kazein
hidrolizleri incelenerek dahil olabilecekleri miksobakteri
cinsleri belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Miksobakteri izolatlarinin petri plagindaki koloni morfolojileri ve bazi biyokimyasal 6zellikleri
Table 1. Colony morphologies and some biochemical properties of myxobacteria isolates on petri plate

izolat izolasyon  Gram Kazein Kongo Kirmizisini  Gdzunebilir B ﬁﬁ:ﬁ% ve Koloni rendi Hicre
numaralari materyali boyama Hidrolizi Absorbe Etme Pigment y $ekﬁ 9 Sekli
MB4 TE Gr(-) - + - Orta Acik Sar Cubuk
MB5 TE Gr(-) - + Koyu Sari Orta Kahverengi Cubuk
MB9 TE Gr(-) + + - Orta Beyaz Cubuk
MB23 TB11 Gr(-) - + Acik Sari Cok Kuguk Gri Gubuk
MB 28 TB11 Gr(-) - + - Cok Kiigiik ~ Koyu Sari Cubuk
MB 30 TB11 Gr(-) - + - Cok Kuguk Cok Agik Sart Gubuk
- Koyu
MB 31 SB Gr(-) - + - Cok Buyuk Pembea/Mor Cubuk
Orta, Zincir San (Etrafi
MB 32 TB8 Gr(-) + + Cok Acik Sari - Beyaz Cubuk
Seklinde
Zonlu)
MB 33 KUE Gr(-) - + - Blyuk Koyu Sari Cubuk
MB 34 Si1 Gr(-) - + Acik Sari Kigik  Pembe/Kirmizi Cubuk

TE: toprak 6rnegi Eskisehir, TB: toprak érnegi Bozkurt, SB: su 6rnegi Bursa, KUE: kiimes topragdi Eskisehir, Si1: su érnegi izmir

Calisma kapsaminda izole edilen miksobakterilerin
saflastirma sonucunda elde edilen kolonilerinin stereo
mikroskop ile yapilan inceleme ile morfolojik 6zelliklerine
iliskin karakteristik goriintiler elde edilmistir (Sekil1).

Simdiye kadar selilozu pargaladidi  bilinen tek
miksobakteri familyasi Polyangiaceadir. [34]. Bu sebeple
selllozu pargalayan MB23 ve MB28 kodlu izolatlarin
(Sekil 1d, Sekil 1e) Polyangium sp. cinsine ait oldugu
disunilmektedir. Myxococcus sp. cinsine ait kolonilerin
genellikle sarimsi renkte ortasi turuncu oldugu ve bu
kolonilerin gok bliylik boyutlarda olmadigi, Cystobacter
sp. cinsine ait kolonilerin kahverengi oldugu ve zincir
seklinde koloni olugturduklari, Nannocytis cinslerinin tek
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tek ayri koloniler seklinde olustugu ve acik sari bir renge
sahip oldugu, Stigmatella sp. cinsinin beyaz renk
koloniler seklinde olustugu bilinmektedir [11]. Sekil 1 de
belirtilen elde edilen izolatlara iligkin gorintiler yer
almaktadir. Koloni morfolojisi ve streo mikroskop (x28)
goruntilerine gore MB4 kodlu o6rnegin (Sekil 1a)
Nannocytis cinsine, MB5, M31 ve M34 kodlu izolatlarin
(Sekil 1b, g ve j) Cystobacter cinsine, MB9 kodlu izolatin
(Sekil 1c) Stigmatella sp. cinsine, MB30, MB32 ve SI34
kodlu izolatlarin (Sekil 1f, h ve j) ise Myxococcus cinsine
ait oldugu disunlilmektedir. Tar duzeyinde bir
siniflandirma yapabilmek igin molekiler siniflandirma
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 1. Miksobakteri izolatlarinin karakteristik kolonilerine ait stereo mikroskop gérintileri (x28) [1a MB4
no’lu izolat (Nannocytis) ,1b MB5 nolu izolat (Cystobacter) 1c MB9 no’lu izolat (Stigmatella) 1d MB23
no’lu izolat (Polyangium) 1e MB28 no'lu izolat (Polyangium) 1f MB30 nolu izolat (Myxococcus) 1g SB31
no’lu izolat (Cystobacter) 1h MB32 no’lu izolat (Myxococcus) 11 MB33 nolu izolat (Myxococcus) 1j Si34

no’lu izolat (Cystobacter)]

Figure 1. Stereo microscope images of characteristic colonies of myxobacteria isolates (x28) [1a isolate
MB4 (Nannocytis), 1b isolate MB5 (Cystobacter) 1c isolate MB9 (Stigmatella) 1d isolate MB23
(Polyangium) 1l1e isolate MB28 (Polyangium) 1f isolate MB30 (Myxococcus) ) 1g isolate SB31
(Cystobacter) 1h isolate MB32 (Myxococcus) 1i isolate MB33 (Myxococcus) 1j isolate Si34

(Cystobacter)]

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin antibakteriyel
potansiyellerinin belirlenebilmesi igin S. aureus, B.
cereus, E. coli ve P. aeruginosa icin antibakteriyel
ozellikleri degerlendirilmistir. Izolatlardan MB23,MB33 ve
SI34 kodlu miksobakterilere ait ekstreler hem S. aureus
ATTC 25923 (22.0+1.0, 24.740.6 ve 19.3+1.2 mm) hem
de B. cereus ATTC 6051 (18.5+0.5. 28.0+1.0 ve 20.0+1.0
mm) igin antibakteriyel aktivite gostermistir (Tablo 2 ve
Sekil 2). MB9 ve MB28 ekstreleri ise B. cereus ATTC
6051 icin 10.0£1.0 mm c¢apinda antibakteiyel etki
gostermistir (Tablo 2). Ozellikle Gentamisinin S. aureus
ATTC 25923’a ait inhibisyon zon g¢api (21.84+3.55mm)
olup MB23 ve MB33 ekstrelerinin zon caplarinin
gentamisinden daha ylksek olmasi s6z konusu
izolatlarin gentamisinden daha etkili antibakteriyel
aktivitiye sahip oldugunu gdstermektedir. Ayrica B.
cereus ATTC 6051 icin MB33 izolatina ait ekstrelerin
inhibisyon zon c¢apinin, gentamisine ait zon c¢apina
(31.7£2.9 mm) yakin degerde olmasi ileride yapilacak
calismalar icin potansiyele sahip oldugunu
gOstermektedir.
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Ekstrelerin higbirisi E. coli ATTC 25922 ve P. aeruginosa
PAO1 i¢in antibakteriyel etki gdstermemistir. Bu durumun
Gram (-) bakterilerdeki peptidoglikan, lipoprotein ve
lipopolisakkarid yapidan meydana gelen hicre duvarinin
bu etkiyi engelledigi anlagiimaktadir. Elde edilen
izolatlarin Gram (+) bakterilere etkili antibakteriyel etki
gOstermesi, Gram (+) bakterilerde hiicre duvarinin daha
kalin olmasina ragmen peptidoglikan ve teikoik asitten
meydana gelmis basit bir yapi mevcut olmasina ve bu
yapida antibakteriyel etkili bilesiklerin hiicre zarindan
iceriye girerek bakterilere daha kolay etki etmesine neden
olmasindan kaynaklandidi diisinilmektedir [35].

Miksobakterilerin antibakteriyel etkilerinin  Gram (+)
bakterilere mi yoksa Gram (-) bakteriler lizerine mi daha
fazla oldugu ile ilgili farkli arastirma sonuglari
bulunmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalarin ekserisinde
miksobakterilerin ¢ogunlukla Gram (+) bakterileri inhibe
eden dogal urlnleri salgiladiklari, buna karsin ¢ok az
saylida miksobakteriyel izolatin Gram (-) bakterilere karsi
inhibisyon aktivitesi gdsterdikleri ortaya konmustur [36,
37]. Aksine Gaspari ve ark.’nin [38] israil'de izole ettikleri
miksobakterilerin %50’den fazlasinin Gram (-) bakterilere
karsi etkili oldugu ve eczacilik alanindaki ihtiyaclara
karsilik verebilecegi saptanmistir.
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Sekil 2. Agar difizyon yéntemine gére MB4, MB5, MB9, MB23, MB28,
MB30, SB31, MB32, MB33, Si34 izolatlarina ait ekstrelerin a) S.
aureus, b) E. coli igin bazi antibakteriyel petri géruntuleri

Figure 2. Some antibacterial petri images of extracts of MB4, MB5,
MB9, MB23, MB28, MB30, SB31, MB32, MB33, Si34 isolates
according to agar diffusion method a) S. aureus, b) E. coli

Tablo 2. izolatlara ait ekstrelerin ve kontrol grubuna ait inhibisyon zon gaplari (mm)
Table 2. Inhibition zone diameters of the extracts of the isolates and the control group (mm)

izolat kodlari S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
MB4 * * * *
MBS * * * *
MB9 * 10.0+1.0 * *
MB23 22.0+1.0 18.5+0.5 * *
MB28 * 10.0+1.0 * *
M830 * * * *
SBSl * * * *
M832 * * * *
MB33 24.7+0.6 28.0+1.0 * *
MB34 19.3+1.2 20.0+1.0 * *
Gentamisin 21.8+3.55 31.7+2.9 25.242.8 40.045.0

*Antibakteriyel aktivite g6zlenmemistir.

Bagka bir calismada ise Buyuk Britanya’dan alinan toprak
orneklerinden elde edilen izolatlarin buytk bir kisminin
Corallococcus spp. ve Myxococcus spp. tirlerine ait
oldugu ve Gram (+) ve Gram (-) patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite agisindan ¢ok farkli sonuglarin
bulundugu, belirlenmistir. Bu sonug yani Myxococcus
cinsinin antimikrobiyal etkisinin Gram (+) ve Gram (-)

tirler  Gzerinde farkli olmasi bu bakterilerin
makromolekiilleri pargalayan ya da hicre duvarini yikan
enzimler tarafindan  farkh  sekilde etkilendigini

gOstermektedir [39].
SONUC

Calismada kullanilan 10 miksobakteri izolatinin %20 sinin
su kaynaklarindan izole edilmis olmasi, genel
habitatlarinin toprak oldugu bilinen miksobakterilerin su
kaynaklarinda da 6nemli miktarda bulundugunun bir
gostergesidir. Jeotermal kaynaklarin bakteriyel cesitliligi
hakkinda ¢ok sayida g¢alisma yayinlanmis olmasina
ragmen, termofilik miksobakterilerin veya sicak su
kaynaklarinda yasayan miksobakterileri konu alan sinirli
sayida calisma oldugu gorulmektedir. Ancak o6nemli
biyolojik 6zellikleri olan yeni miksobakterileri izole etmek
icin  bu habitatlarin daha detayl incelenmesi
gerekmektedir.
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Yapilan kaynak arastirmasinda Ulkemiz kaynaklarindan
izole edilen miksobakterilerin antibakteriyel etkileri ilk
defa bu calismada rapor edilmistir. Bu calismada
sirasltyla Denizli ili Bozkurt ilgesinden ve Eskisehir'den
alinan kiimes topraklari ile izmirden alinan su
orneginden elde edilen Myxococcus sp MB23, MB33 ve
Si34 kodlu izolatlarinin S. aureus (ATTC 25923) ve B.
cereus (ATTC 6051) suslar igin gugli antibakteriyel
aktivite gostermesi bakimindan 6nemlidir. Elde edilen
izolatlarin %50’sinin antibakteriyel 6zellikte olmasi, daha
detayli calisilma ile Ulkemizde toprak ve su kaynaklarinin
ticari Ooneme sahip miksobakteriler igin 6nemli bir
potansiyeli oldugunu gdstermektedir.
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Hafif ve ucuz olmasi nedeniyle genlestiriimis polistiren (EPS) tabaklar gidalarin ambalajlanmasi ve servisinde yaygin
olarak kullaniimaktadir. Fakat gevre Uzerindeki olumsuz etkilerinden dolayr dinyanin pek ¢ok yerinde kullanimi
yasaklanmaya veya kisitlanmaya baslanmistir. Son yillarda biyobozunur képik tabak Uretimi tGizerine pek ¢ok galisma
yapilmaktadir. Nisasta bazli koplk tabaklar biyobozunur olmasi ve yeterince mekanik dirence sahip olmasi agisindan
biylk umut vadetse de suya kargi yeterince diren¢ gosterememesi, ticari olarak kullaniminin yayginlagmasindaki en
onemli engeldir. Bu galismada bugday nisastasi, bugday-patates nisastasi karigimi glioksal ile ¢gapraz baglandiktan
sonra nisastanin %7’si kadar bugday lifi eklenerek kopik tabaklar Gretilmistir. Kopik tabaklar polilaktik asit (PLA),
polikaprolakton (PKL) ve polimetil metakrilat (PMMA) ¢ozeltileri kullanilarak kaplanmistir. Taramali elektron mikroskobu
goruntlleri, kaplama malzemelerinin koplk tabaklarin yizeyinde 30-40 ym kalinhiginda bir katman olusturdugunu ve
tabak ylzeyini daha pulriizsiz bir hale getirdigini gostermistir. Bugday-patates nisastasindan Uretilen kopik tabaklarin
ortalama yogunlugu 0.120+0.01 g/cm?® olup bugday nisastasindan uretilen tabaklarinkinden (0.157+0.02 g/cm?®) daha
distk oldugu bulunmustur. PKL ve PLA ile bugday nisastasindan, PLA ve PMMA ile bugday-patates nisastasinda
uretilen tabaklarin kaplanmasi, tabaklarin yogunlugunu degistirmemistir. PLA ve PMMA ile kaplanan kopUk tabaklarin
kontrole gore sirasiyla 12 ve 18 kat daha az su emdigi bulunmustur. PMMA ile kaplanan, bugday-patates nisastasindan
uretilen tabaklarin 300 dakika sonra sadece %2.3 oraninda su emmesi Ozellikle su igerigi ylksek gidalarin
ambalajlanmasi i¢in uygun oldugunu gostermistir. Simuile toprak altinda PKL ile kaplanan tabaklar 42. giinde, PLA ile
kaplananlar 84. giinde pargalanarak topraga karistigi bulunmustur. PMMA ile kaplan tabaklarin 84. glinde baslangictaki
tabak agirliginin %12.2’sinin pargalanmadan kaldigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Képuk tabak, Nisasta, Polikaprolakton, Polilaktik Asit, Polimetil metakrilat

Coating Starch-Based Foam Trays with Hydrophobic Materials
ABSTRACT

Expanded polystyrene (EPS) trays are widely used for food packaging and serving because they are light and
inexpensive. However, their use has been banned or restricted in many parts of the world due to its negative effects on
the environment. In recent years, many studies have been carried out on the production of biodegradable foam trays.
Although starch-based foam trays are promising in terms of being biodegradable and having sufficient mechanical
resistance, the most important obstacle in their commercial use is that they are not sufficiently resistant to water. In this
study, foam trays were produced by adding wheat fiber at a ratio of 7% of starch after wheat starch or mixture of wheat-
potato starch was cross-linked with glyoxal. Foam trays were coated by using solutions of polylactic acid (PLA),
polycaprolactone (PKL), and polymethyl methacrylate (PMMA). Scanning electron microscope images showed that
coating materials formed a 30-40 um thick layer on the surface of foam trays and making the surface of trays smoother.
The average density of foam trays produced from wheat potato starch was 0.120+0.01 g/cm?®, which was lower than
that of trays produced from wheat starch (0.157+0.02 g/cm?®). The coating of trays produced from wheat starch with PKL
and PLA, and wheat-potato starch with PLA and PMMA did not change the density of trays. Foam trays coated with
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PLA and PMMA absorbed 12 and 18 times less water than control trays, respectively. The trays made of wheat-potato
starch coated with PMMA absorbed only 2.3% of water after 300 minutes, showing that they could be particularly
suitable for packaging foods with a high water content. Trays coated with PCL under simulated soil were found to break
down on the day 42, and those coated with PLA on the day 84. It was determined that 12.2% of the initial tray weight of

trays coated with PMMA remained intact on the 84™ day.

Keywords: Foam tray, Starch, Polycaprolactone, Polylactic Acid, Polymethyl methacrylate

GiRiS

Son yillarda, genlestiriimis polistirenden (retilen tek
kullanimlik kdpuk tabaklarin kullanimi strekli artmaktadir.
2017 verilerine gore dunya genelinde ¢ogunlugu tabak
seklinde olmak Uzere yillik yaklasik 8.5 milyon ton
civarinda genlestiriimis polistiren bazli ambalaj Urdnleri
uretilmektedir [1]. Polistirenin dogada pargalanmasi igin
yuzyillar gegmesi gerekmekte ve tek kullanimlik bu képuik
drtnlerin geri donisimu de pek mumkin olmamaktadir
[2]. Ayrica bu tabaklarin yogunlugu ¢ok dustk oldugu i¢in
¢op toplama merkezlerinden rizgarla farkli yerlere
tasinmakta ve Ozellikle akarsu ve denizlere ulasmasi
durumunda sucul canlilari tehdit etmektedir. Bu nedenle
ABD’de kiylya yakin 100’Gn Uzerinde sehirde, Fransa,
ingiltere, Cin, Finlandiya, Norveg, isveg, izlanda, irlanda,
Liksemburg, Yeni Zelanda ve Tunus gibi birgok Ulkede
de genlestiriimis polistiren kullanimi kisitlanmis veya
yasaklanmistir [3]. Bu drlnlerin sebep oldugu cevre
kirliligi sorunu yenilenebilir kaynaklardan biyo-bozunur
kopulk drtnler Uretilmesi konusunda yapilan galismalara
onculuk etmektedir. Biyo-bozunur képuk Grdn dretimi
konusunda uzerinde en ¢ok calisilan hammaddelerden
birisi nisastadir. Nisasta, yenilenebilir ve biyo-bozunur
olmasinin yaninda ucuz ve dogada bol miktarda bulunan
hammaddelerden biridir. Nisasta bazlh koépuk tabaklar
istenilen sekilde bir kalip igerisinde pisirilerek
uretilebilmektedir [4-6]. Kalip icerisinde nisasta-su
suspansiyonu piserken buharlagsan su, kopuksu yapinin
olugsmasini, son drdnin yogunlugunun ve termal
iletkenliginin azalmasini saglamaktadir.

Misir, bugday, patates ve manyok gibi farkh bitkilerden
elde edilmis nigsastalardan, nisasta bazl képuk Urtnler
Uretilmigtir.  Granll boyutlari ve amiloz/amilopektin
oranindaki farkliliklardan dolayl nisasta kaynaginin,
kopik yapi Uzerinde onemli etkiye sahip oldugu
bildirilmigtir [7, 8]. Nisasta ve gesitli dogal lifler uygun
miktarlarda kullanilarak mekanik o6zellikleri 6nemli
dizeyde iyilestiriimis nisasta bazli biyo-kompozit kopuik
Urtnler elde edilebilmektedir. Nisasta ve dogal lifin
(sellloz) kimyasal yapisinin birbirlerine benzer olmasi iyi
bir uyumluluk ve gugli bir etkilesim gOstererek biyo-
kompozit Griinde iyi bir stres aktarimi saglamaktadir [9].
Dogal lifler, nisastadan daha yiksek kristallige sahip
oldugu ve daha az higroskopik oldugu igin %5-15
arasinda lif ilavesi biyo-kompozit képlk Urtnlerin suda
¢OzUnUrligunu ve su emme miktarini da azaltmaktadir
[10, 11].

Nisastanin capraz baglanmasiyla sisme gucunun,
¢O6zUnurligunin, su baglama kapasitesinin ve hidrofilik
Ozelliklerinin  6nemli dlzeyde azalmasindan dolayi
¢apraz baglama, nisastanin suya karsi direncini artirmak
icin uygun bir ydntemdir. Glioksal (C2H202) ve
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glutaralaldehit (CsHsO2) gibi dialdehitler nisastanin
hidroksil gruplariyla reaksiyona girerek nisastay! ¢capraz
baglayabilmektedir. Uslu ve Polat [6] tarafindan yapilan
bir calismada nigastanin glioksal ile ¢apraz baglanmasi
sonucunda nigsastadan retilen koplk Grinlerin su
absorpsiyonunun ve yogunlugunun belirgin sekilde
azaldigi ve esnekligin arttigi belirtilmistir.

Polilaktik asit (PLA), termal ve mekanik &zellikleri petrol
bazli polimerlerden olan polietilenterafitalat (PET) ve
polistirene (PS) benzeyen [12], yuksek mekanik
mukavemeti, mikemmel isil sekillendirme kabiliyeti, biyo-
bozunur olmasi nedeniyle biyo-bozunur ambalaj
Uretiminde en 6nemli hammaddelerden biridir. PLA bu
Ozelliklerinden dolayi bazi ¢galismalarda koplk tabaklarin
fiziksel ve mekanik ozelliklerini iyilestirmek igin kaplama
malzemesi olarak kullaniimigtir. Bergel ve ark. [13]
patates nisastasindan urettikleri kdpuk tabaklari %2, 4 ve
6 konsantrasyonlarindaki PLA ¢Ozeltileri ile kaplamis ve
kaplanmamis tabaklara goére PLA ile kaplanmig
tabaklarin su emme miktarlarinin 6énemli dizeyde
azaldigini tespit etmiglerdir. Ayrica PLA ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlari arttikgca kdpuk tabaklarin su emme
miktarinin azaldigini bulmuslardir. Misir nisastasindan
hazirlanan filmler %6’k PLA ¢ozeltisi ile kapladiginda,
filmlerin nem absorpsiyonunun %41 azaldigi ve
gerimede  mukavemetinin ise %47 artirdi§i kayit
edilmistir [14]. Pirin¢g kabudu(%80) ve nisastadan uretilen
(%20) kompozitlerin PLA ile kaplanmasi su absorpsiyon
kapasitesini dusurdigua ve ornegin hidrofobikligini
artirdig1 bildirilmigtir [15].

Polikaprolakton (PKL), ylksek hidrofobik karaktere sahip,
lineer ve alifatik bir polyester yapisinda biyo-bozunur bir
polimerdir. Petrol kaynakli e-kaprolaktonun halka agilimi
polimerizasyonu ile Uretilmektedir. Preechawong ve ark.
[16] tapyoka nisastasi ile PKL'yi karigtirarak sicak kalipta
hibrit kopUkler Gretmiglerdir. 25°C ve %42 bagil nemde 7
gin boyunca su absorpsiyon testinden sonra PKL
icermeyen kopuk Urtnlerin %127 oraninda su emdigini,
suspansiyondaki nisastanin agirhginin %30’u kadar PKL
iceren kopuk Urdnlerin ise %77 oraninda su emdigini
tespit etmislerdir. Ayrica PKL eklenmesinin kopuk Grinin

mekanik  Ozellikleri Uzerine de olumlu bir etki
olusturdugunu bulmusglardir.

Polimetil  metakrilat  (PMMA), metil  metakrilat
monomerlerinden olusan termoplastik, optik olarak

saydam, darbelere karsi dayanikli, ucuz ve kolay
sekillendirilebilen bir polimerdir. PMMA toksik olmadigi
icin gida ile temas eden ylzeylerde kullaniimasi FDA
tarafindan onaylanmigtir. Ayrica biyomedikal alaninda da
PMMA'’dan yararlaniimaktadir [17].
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Farkh  nisasta  kaynaklari  kullanilarak,  degisik
kaynaklardan elde edilen lifler katilarak, balmumu,
hidrojenize nebati yag eklenerek, kaolin, montmorillonite,
¢inko oksit nanopargaciklari [8], kalsiyum karbonat,
yumurta kabugu gibi dolgu maddeleri ilave edilerek [18]
ve balmumu gibi hidrofobik maddelerle kaplanarak [19]
nisasta bazl koplik tabaklarin suya karsi direncini
artirmak pek ¢ok c¢alismaya yapilmasina ragmen
istenilen diizeyde basari saglanamamistir. Bu galismada
su icerigi yuksek gidalarin ambalajlanmasinda
kullanilabilecek, suya karsi mukavemetli biyobozunur
kopuk tabaklarin uretilmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Koépuk tabak Uretiminde kullanilan budday ve patates
nisastasi Cargill Tarim ve Gida San. Tic. A.S. (istanbul,
Turkiye)den, bugday lifi Smart Kimya Tic. ve
Danismanhk Ltd. Sti. (izmir, Tirkiye)den, guar gam
INCOM A.S. (Mersin, Tirkiye)den, nisastanin gapraz
baglanmasinda kullanilan glioksal ve tabaklarin
kaplanmasinda kullanilan PKL Merck KGaA (Darmstadt,
Almanya)dan, PLA FKuR Kunstsoff GmbH (Willich,
Almanya)den, PMMA LG Chem. (Seul, Giney
Kore)den, benzen ve kloroform Interlab Laboratuar
Urlinleri San. ve Tic. A.S. (istanbul, Tirkiye)den temin
edilmistir.

Nisastanin Glioksal ile Capraz Baglanmasi

Glioksal ile muamele igin 2 litrelik bir sise icerisine bugday
(750 g) veya bugday (375 g)-patates (375 g) nisastasi
tartilmis ve lzerine 1390 mL saf su eklenerek %35’lik
suspansiyon hazirlanmigtir. Hazirlanan suspansiyona
hacimsel olarak %1 oraninda (21.4 mL) glioksal (C2H20>)
mikropipetle eklenmis ve reaksiyonun tamamlanmasi igin
manyetik karistirici ile 24 saat karistirilmistir. Capraz
baglama isleminden sonra siispansiyon +4°C’de 4 saat
bekletilerek nisastanin ¢okmesi saglanmistir. Coken
nisastanin Uzerinde kalan glioksal-su karisimi gaz
yikama sisesi kullanilarak ¢ekilmis ve nisasta Ustline
tekrar su eklenerek karistinimistir. Bu islem 3 defa
tekrarlanarak serbest glioksalin uzaklasmasi
saglanmistir. Son ylkama isleminden sonra %35’lik
nisasta slspansiyonu elde edilecek sekilde capraz
baglanmis nisastanin tzerine su eklenmistir.

Tabaklarin Uretimi

Tabak Uretimi Polat ve ark. 2013’'te [20] verilen yontem
modifiye edilerek yapilmistir. Bir behere 120 g %35’lik
¢apraz baglanmis bugday veya bugday-patates nisastasi
suspansiyonu tartilip Uzerine nisastanin %7’si (2.94 g)
kadar bugday lifi ve nigastanin ¢okmesini Onlemek
amaciyla %0.5’i (0.21 g) kadar guar gam eklenerek
blender ile homojen hale gelene kadar karigtiriimistir.
Hazirlanan bu karisimlar, degisken kalipli kdplk tabak
pisirme makinesinin dikdortgen kalibina (20x12x3.5cm)
dokulerek pisirilmistir. Bugday nisastasindan Uretilen
koplk tabaklar (B) 210°C’de 450 saniye pisirilerek,
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bugday-patates nisastasindan Uretilen tabaklar
205°C’de 420 saniye pisirilerek Uretilmistir.

(P)

Tabaklarin Kaplanmasi

PKL c¢ozeltisi (%10’luk) 500 mL kloroform igerisinde 50 g
PKL ¢ozilerek, %10 luk PLA ¢ozeltisi 1000 mL kloroform
icerisinde 100 g PLA c¢ozilerek, %25’lik PMMA c¢ozeltisi
1000 mL benzen igerisinde 250 g PMMA c¢b6zulerek
hazirlanmistir.

Koplk tabaklar, hazirlanan ¢ozeltilerle aspiratorli kabin
icerisinde firga ile sirme yontemiyle kaplanmistir. Her bir
kaplama malzemesinden tabaklar lzerine kuru bazda
2.25 g olacak sekilde uygulanmistir.

Taramali Elektron Mikroskop Altinda Goriintilleme

Orneklerden alinan 1 cm?lik pargalar kesilip (izeri
kaplama cihazinda (Polaron SC7620, Quorem
Technologies, Birlesik Krallik) 150 A° kalinhginda altin-
paladyum alasimi ile kaplanmigtir. Daha sonra taramali
elektron mikroskobu (Zeiss Leo 1430 SEM, Oberkochen,
Almanya) vyardimiyla tabak ylzey ve kesiti
goruntilenmistir. Kaplama kalinliklari kesit gorintuleri,
kaplanmis yuzeydeki gbzenek sayisi ve capi ylzey
goruntileri incelenerek bulunmustur

Yogunluk

Koplk tabaklarin taban kismindan 100x25 mm
boyutlarinda dikdértgen seklinde pargalar kesilmis ve
parcalarin kalinhiklari bir mikrometre ile Olgllerek
hacimleri hesaplanmistir. Kesilen pargalarin agirliklari,
hacmine bdlinerek tabaklarin  yogunluklan tespit
edilmigtir.

Yiizde Su Emme Miktari

Yuzde su emme miktari degerini belirlemek igin tabaklar
tartildiktan sonra 25°C’de 1000 mL saf su igerisine 1
dakika batiriimistir. Daha sonra tabaklar sudan ¢ikariimisg
ve Uzerindeki fazla su kagit havlu yardimiyla alinmis, 9
dakika oda kosullarinda bekletildikten sonra tekrar
tartilmistir. Son 6rnek agirliklari ile baslangic 6rnek
agirhigi arasindaki fark tabak baslangi¢ agirhgina bolinip
yuzle carpilarak tabaklarin ylizde su emme miktari
degerleri hesaplanmistir [6].

Su Emme Hizi

Tabaklarin su emme hizini tayin etmek i¢in tartilan tabak
Ornekleri Uzerine hacminin  %70’i kadar saf su
konulmustur. Tabaklarin suya kargi direnglerine gore
dlgiim periyotlari ve sayilari  belirlenmistir.  Olgiim
sirasinda tabak icerisindeki su dokulmus, fazla su kagit
havlu yardimiyla uzaklastiriimis ve tabaklarin agirliklari
Olctlmustir. Kontrol 6érneklerinde 5 dakika sonra 1 kez,
PKL ile kaph tabaklar 10 dakikalik periyotlarla 3 kez, PLA
ile kapli tabaklar 30 dakikalik periyotlarla 5 kez, PMMA ile
kapli tabaklar 1 saatlik periyotlarla 5 kez tartiimistir. Son
ornek agirliklari ile baglangig 6rnek agirhgi arasindaki
fark tabak baslangi¢ agirligina boélinmis ve bu degerlerin
zamana karg! grafigi cizilmistir [21].
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Simiile Toprak Altinda izleme

Tabaklarin simule topraga gémilerek izlenmesi Rosa ve
ark. [22] gore yapilmistir. Agirlikca %23 kum, %23
hayvan gubresi, %23 toprak ve %31 distile su igeren 300
g test dizenekleri hazirlanmistir. Koéplik tabaklardan
kesilen drneklerin baglangi¢ agirliklari 6l¢ciimuas ve simile
edilmis topraklara gomdlmdastir. Agirhk  olgimleri
pargcalanma hizina gore gunlik, haftalik ve aylik olarak
yapilmistir.

istatistiksel Analiz

Tabak Uretimi ve kaplama uygulamasi 2 tekerrtrli ve
analizler 2 paralelli olarak yapilmistir. Elde edilen
sonuglar varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir.
Varyans analizi, “SAS for Windows V9” istatistik paketi
kullanilarak yapilmisgtir.

BULGULAR ve TARTISMA
Taramali Elektron Mikroskop Altinda Goriintiileme

Hidrofobik malzemelerle kaplanmis olan c¢apraz bagli
bugday ve bugday-patates nisastalari karigimindan
Uretilen képuk tabaklara ait SEM ylizey gorintileri Sekil
1’de kesit gorintuleri ise Sekil 2’'de verilmistir. Ylzey
SEM goéruntilerinde bugday nisastasindan Uretilen kopuik
tabaklarin ylzeyinde, bugday-patates nisastasindan
Uretilen tabaklara gore daha fazla c¢atlaklara ve
gozeneklere sahip oldugu gorilmektedir. Kaplama
malzemeleri kbplk tabaklarin yizeylerini daha purizsiz
bir hale getirmistir. Kaplama malzemeleri tzerinde de 5
pm den daha kiguk capta ¢ok sayida gdzenek oldugu
gorulmektedir. Ayrica PKL ile kaplanan ylzeylerde
catlaklar ve 15-20 ym caplarinda yer yer deliklerin oldugu
gorulmektedir. PLC ile kaplamadaki kadar belirgin
olmamak beraber PLA ile kaplanan tabakalarin
yuzeylerinde de c¢atlaklar oldugu gorulmektedir.

Tabaklara ait kesit gorintulerine bakildiginda kaplama
malzemelerinin 30-40 ym civarinda tabaklarin Gzerinde
bir katman olusturdugu gortlmektedir.

Yogunluk
Yogunluk ambalaj maliyetlerini dogrudan etkileyen
onemli bir Ozelliktir. GlUnimizde tek kullanimlik

genlestirilmis polistiren kopuk (EPS) tabaklarin yaklasik
0.06-0.08 g/cm?®yogunluga sahip olmasi biiylk bir maliyet
avantajl saglayarak kullanimin yayginlasmasina neden
olmustur. EPS tabaklara alternatif olarak Uretilen biyo-
bozunur tabaklarin yogunluklarinin kullanilan nigasta
kaynagina, nisastanin ¢apraz baglanip baglanmadigina
ve katki maddelerine bagli olarak 0.10-0.48 g/cm?®
arasinda degistigi bildirilmistir [5, 6, 16, 23]. Bu calismada
bugday-patates nisastasindan uretilen kopuk tabaklarin
ortalama yogunlugu 0.120+0.01 g/cm® olup bugday
nisastasindan Uretilenden tabaklarinkinden (0.157+0.02
g/cm?®) daha disik oldugu bulunmustur. Bunun nedeni
tabaklarin SEM kesit gorintllerinden de goruldigu gibi
bugday-patates nisastasindan Uretilen tabaklardaki
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hicrelerin daha blylk olmasindan kaynaklandigi
dusunidlmektedir. Kaplama malzemelerinden PMMA,
bugday nisastasindan Uretilen tabaklarin yogunlugunu
(0.184+0.01 g/cm®), PKL ise bugday-patates nisastasi

tabaginin  yogunlugunu (0.173+0.01 g/cm®) Onemli
dizeyde artirmigtir. Diger ayni cins tabaklarin
yogunluklari arasinda istatistiksel olarak bir fark

bulunmamistir. Kaplama malzemelerinin gbzenekli yapisi
ve tabaklarin yizeyinde ¢ok ince bir katman olusturmasi
nedeniyle tabaklarin yogunluk degerlerinde artisa neden
olmadigi dusunulmektedir.

Su Emme Miktari

Genel olarak bugday nisastasindan Uretilen tabaklarin
bugday-patates nisastasindan dretilen tabaklara gore
daha fazla su emdidi, kaplama malzemelerinin ise
tabaklarin ylizde su emme miktarini énemli dizeyde
(p<0.01) azalttigi bulunmustur. Kontrol tabaklarinin
%130-160 arasinda su emdigi tespit edilirken 6zellikle
PLA ve PMMA ile kaplanan kopuk tabaklarin kontrole
gore sirasiyla 12 ve 18 kat daha az su emdigi
bulunmustur. Bu ¢alismada PLA ile kaplanan, bugday-
patates nisastasindan Uretilen kdpuk tabaklar %10.3 su
emerken PMMA ile kaplananlarin %7.5 ylizde su emdigi
gOrulmustur. Aygin ve ark. [8] tarafindan yapilan
calismada c¢apraz bagh bugday-patates nisastasindan
Uretilen kopuk tabaklara, lif, ZnO nanopargaciklari ve
susuz hidrojene yag eklendiginde kdpuk tabaklarin ylzde
su emme miktarinin %5.9’a kadar azaldigi gérulmustar.
Dolgu maddesi eklemek kaplama yapmaktan daha
basarili gibi goériinse de bunun kaplanmig tabaklarin i¢ ve
dis  kisimlarinin  birlestigi kenarlarda kalan agik
hicrelerden kaynaklandidr  digsinulmektedir. Dolgu
maddeleri agik htcreleri de doldururken, bu hicrelerin
PLA veya PMMA ile kaplanmasi mimkin olmamistir.
Kaplanmis tabaklar suya daldinidiginda tabaklarin su
emmesi asil olarak bu acgik kalan kenar kisimlardan
gerceklesmis, buna bagli olarak da tabaklarin tGzerindeki
kaplama malzemesinin de zar seklinde tabaklardan
ayrildigi  goézlenmigtir. Tabak Uretiminde kullanilan
kaliplarin kenar kisimlarinda acgik hicre kalmayacak
sekilde tekrar dizayn edilmesi durumunda kaplamalarin
dolgu maddeleri ilavesinden daha basarili olacagi
disunllmektedir. Ayrica dolgu maddesi ilavesinin
tabaklarin yogunlugunu o6nemli dizeyde arttirdigi da
kaydedilmigtir.

Su Emme Hizi

Tabaklarin igine su konularak yapilan bu testte, bugday
nisastasindan Uretilen tabaklar 5. dakikada %157,
bugday-patates nisastasindan Uretilen 6rnekler ise %140
oraninda su emdigi i¢in su emme hizi takip edilememistir.
Polikaprolaktonla kaplamanin tabaklarin su emme hizini
azaltmada ¢ok basarili olmadigi, PLA ile kaplamanin orta
dizeyde, PMMA ile kaplamanin ise su emme hizini
azaltmada ¢ok basarili oldugu bulunmus ve tabaklarin su
emme hizina bagli olarak test slresi degiskenlik
gOstermistir. SEM goruntilerinde PKL ve PLA kaplanan
yuzeylerde gorilen delik ve catlaklarin tabaklarin su
emme miktari ve hizini artirdigi disindlmektedir.
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Sekil 1. Farkl malzemelerle kaplanan nisasta bazli kopuk tabaklarin yiizey SEM goérintileri (B: Bugday nisastasindan,
P: Bugday-patates nigsastasindan uretilen tabaklari, K: PKL ile L: PLA ile M: PMMA ile kaplanan tabaklari
gOstermektedir.)

Figure 1. Surface SEM images of starch-based foam trays coated with different materials (B: trays made from wheat
starch, P: trays made from wheat-potato starch, K: trays coated with PKL, L: trays coated with PLA, M: trays coated
with PMMA)
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Sekil 2. Farkh malzemelerle kaplanan nisasta bazli kdpuk tabaklarin kesit SEM goruntuleri (B: Bugday nisastasindan,
P: Bugday-patates nisastasindan Uretilen tabaklari, K: PKL ile L: PLA ile M: PMMA ile kaplanan tabaklari
gbstermektedir.)

Figure 2. Surface SEM images of starch-based foam trays coated with different materials (B: trays made from wheat
starch, P: trays made from wheat-potato starch, K: trays coated with PKL, L: trays coated with PLA, M: trays coated
with PMMA)
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Sekil 3. Farkh malzemelerle kaplanan nisasta bazl kdpuk tabaklarin a) yogunluk degerleri ve b) yizde su emme
miktarlari (Barlar standart sapmayi; farkli harfler ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma Testi'ne gore (p<0.05) farkli

oldugunu gostermektedir.)

Figure 3. Graphs represent a) density values and b) percent water absorption of starch-based foam trays coated with
different materials [Bars indicate standard deviation, and different letters show that the averages differ according to the

Duncan Multiple Comparison Test (p<0.05)]

Bergel ve ark. [13] %6’lik PLA ¢ozeltisi ile kaplanmig
patates nisastasindan Uretilen kopuk tabaklarin 40.
dakikada agirliklarinin = %56’s1 kadar su emdigini
bildirmislerdir. Bu galismada PLA ile kaplanan tabaklarin
60. dakikada vyaklasik %45, 150. dakikada %110
oraninda su emdigi bulunmustur. PLA’nin su emme hizini
azaltmada daha basarili olmasinin %10’luk PLA ¢ozeltisi
kullaniimasindan kaynaklandigi disinulmektedir.

Genlestirilmis polistiren (EPS) tabaklar genelde et ve et

yeterince direncli olmayan nisasta bazli képuk urtnler
zaman icerisinde su emerek mekanik direnclerini
kaybettigi gibi mikrobiyel bozulmaya da acgik hale
gelmektedir. PMMA ile kaplanan, bugday-patates
nisastasindan Uretilen tabaklarin 300 dakika sonra
sadece %2.3 oraninda su emmesi EPS tabaklarin yerine
kullanilabilmesine  imkan  saglamaktadir. PMMA
biyobozunur bir malzeme olmamasi bir dezavantajdir.
Ancak PMMA kaplama malzemesi toplam tabak
agirhidinin sadece %10’luk kismini olusturmaktadir. Bu
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ardnleri gibi yuksek su iceren ardnlerin nedenle tabaklarin %90 oraninda biyobozunur oldugu
ambalajlanmasinda  kullaniimaktadir.  Suya  karsi soylenebilir.
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Sekil 4. Farkl malzemelerle kaplanan nisasta bazl kopuk tabaklarin su emme hizi grafikleri
Figure 4. Water absorption rates of starch-based foam trays coated with different materials
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Simiile Toprak Altinda izleme

Bugday-patates nisastasindan {retilen tabaklardan
kesilen parcgalarin simile toprak altinda gérsel degisimleri
ve tabak agirliklarindaki degisimler Sekil 5’te verilmistir.
Kontrol tabaginin 3. gliinde topraga karistidi, kaplanmis

Agirlik (g)

56
Siire (Gln)

olan tabaklarin orta kisimlarinin da 3. glinde topraga
karistigi, kaplama malzemelerinin film seklinde kaldigi
g6zlemlenmistir. PKL kaplama malzemesinin 42. glinde,
PLA kaplama malzemesinin ise 84. glinde topragda
karistigi bulunmustur. PMMA ile kaplanan tabaklarin 84.
giinde baslangigtaki tabak agirhginin = %12.2’sinin
parcalanmadan kaldigi tespit edilmistir.

Siire

PK

PL PM

3. gin

14. giin

28. giin

42. giin

56. giin

84. giin

Sekil 5. Simile edilmis topraklara gémulen bugday-patates nisastasindan uretilen képuk tabaklarin

gorsel ve agirlik degisimleri

Figure 5. Visual and weight changes of foam trays produced from wheat-potato starch embedded in

simulated soils.
SONUC

Bugday-patates nisastasindan Uretilen képlk tabaklarin
bugday nisastasindan Uretilenlere gore yodunluk ve su
emme hizi agisindan daha astiin bulunmustur. Hem bu
g¢alisma hem de literatiirdeki baska calismalar PLA ve
PKL gibi biyobozunur polimerlerle kaplamanin nisasta
bazli koépik tabaklarin suya karsi direncini yeterli
dizeyde artirmadigini goéstermistir. PMMA hem gida ile
temasi uygun olmasi hem de su emme hizini g¢ok
yeterince duslirmesi nedeniyle nisasta bazl kdpuk
urinlerin kaplanmasi igin uygun bir malzeme oldugu
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bulunmustur. Ayrica 84. giinde simiile toprak altinda
PMMA ile kapli tabadin yalniz %12.2’sinin kalmasi
tabagin  blylk oranda biyo-bozunur oldugunu
gOstermistir.
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o0z

Bu calismada, Adiyaman ilinde inek sitlinden geleneksel ydontemle Uretilen toplam 17 adet Adiyaman peynir érnegi
farkli Uretici ve satis noktalarindan temin edilerek bazi fizikokimyasal, tekstirel ve mikrobiyolojik 6zellikleri agisindan
incelenmistir. Peynir 6rneklerinin kurumadde, pH, tuz, kurumaddede tuz, asitlik, yag ve kurumaddede yag icerigi
degerlerinin sirasiyla %46.08-61.30, 5.02-6.36, %2.40-15.50, %4.52-25.29, %0.51-1.61, %12.14-22.21 ve %?25.02-
43.19 araliginda degistigi belirlenmistir. Orneklerin L*, a* ve b* degerleri sirasiyla 85.93-92.86, 0.92-4.04 ve 4.52-
32.89 araliginda degiskenlik gostermisken sertlik, yapiskanlik, elastikiyet, i¢c yapiskanlik, gignenebilirlik ve esneklik
degerlerinin sirasiyla 464.35-5043.93 g, -21.49-(-0.09) g.s, 0.03-0.37, 0.05-0.08 ve 1.82-36.37, 0.03-0.06 araliginda
oldugu tespit edilmistir. Orneklerin fosfor igerigi 1863-2562, magnezyum igerigi 179-280, kalsiyum icerigi 4098-6034,
sodyum igerigi 4502-24548, potasyum igerigi 525.8-1273, ¢inko icerigi 1.3-7.94 ve demir icerigi 1.06-32.34 mg/kg
araliginda degismistir. Adiyaman peynirlerinin doymus yag asitleri (SFAs) 69.74-76.75 g/100 g, tekli doymamis yag
asitleri (MUFAs) 18.29-26.10 g/100 g, ¢coklu doymamis yag asitleri (PUFAs) 0.64-4.26 g/100 g ve KLA miktarlar
0.735-10.318 mg/g yag araliginda tespit edilmistir. Peynir érneklerinin toplam aerobik mezofilik bakteri, laktobasil,
laktokok ve maya-kif sayilar (log kob/g) ise sirasiyla 7.30-9.38, 5.70-9.28, 7.08-9.38 ve 6.30-8.18 olarak
belirlenmistir. Sonug olarak, Adiyaman peynirlerinin fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve tekstirel dzelliklerinin genis bir
aralikta degisim gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adiyaman peyniri, Tekstur, Mikrobiyoloji, Yag asitleri kompozisyonu

Some Physicochemical, Textural and Microbiological Properties of Adiyaman Cheese
Produced by Traditional Method

ABSTRACT

In the present study, 17 different traditional Adiyaman cow cheese samples were obtained from the local sale points
in the province of Adiyaman (Turkey) for the determination of their physicochemical, textural, and microbiological
properties. Dry matter, pH, salt, salt (in dry matter), acidity, fat, and fat (in dry matter) content values of cheese
samples vary between 46.08-61.30%, 5.02-6.36, 2.40-15.50%, 4.52-25.29%, 0.51-1.61%, 12.14-22.21% and 25.02-
43.19%, respectively. On the other hand, L*, a*, and b* values varied between 85.93-92.86, 0.92-4.04, and 4.52-
32.89, respectively. Hardness, adhesiveness, springiness, cohesiveness, chewiness, and resilience values were
between 464.35-5043.93 g, -21.49-(-0.09) g.s., 0.03-0.37, 0.05-0.08, 1.82-36.37, 0.03-0.06, respectively. Mineral
contents of cheese samples were in the ranges of 1863-2562 mg/kg for phosphorus, 179-280 mg/kg for magnesium,
4098-6034 mg/kg for calcium, 4502-24548 mg/kg for sodium, 525.8-1273 mg/kg for potassium, 1.3-7.94 mg/kg for
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zinc and 1.06 to 32.34 mg/kg for iron. Saturated (SFAs), monounsaturated (MUFAS) and polyunsaturated (PUFAS)
fatty acids and CLA contents of Adiyaman cheeses were detected in the ranges of 69.74-76.75 g/100 g, 18.29-26.10
g/100 g, 0.64-4.26 ¢g/100 g and 0.735-10.318 mg/g fat, respectively. Total aerobic mesophilic bacteria, lactobacilli,
lactococci, and yeast-mold counts in cheese samples were determined in the ranges of 7.30-9.38, 5.70-9.28, 7.08-
9.38 and 6.30-8.18 (log cfu/g), respectively. As a result of this study, it was found that the physicochemical,
microbiological, and textural properties of traditional Adiyaman cheeses varied in a wide range.

Keywords: Adiyaman cheese, Texture, Microbiology, Fatty acid composition

GiRIiS

Turkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2021 yili siit ve siit
artnleri Uretimi verilerine goére ulkemizde yil boyunca
ticari sit isletmeleri tarafindan toplanan 10051893 ton
inek sdtandn, 736095 tonu peynir dretiminde
kullanilmistir [1]. Yine TUIK tarafindan 2022 yili eyliil
ayinda ticari st isletmeleri tarafindan toplanan 750 461
ton inek sutinin 58693 tonunun peynir Uretiminde
kullanildigi rapor edilmistir [2]. Sit Urdnleri arasinda en
zengin ¢eside sahip Urln olan peynirin [3] dinyada
toplam 2 bin ile 4 bin, Turkiye’de ise 193 c¢esidinin
bulundugu belirtilmistir [3, 4]. Turkiye, dinya peynir
Uretimi siralamasinda 4. sirada, peynir ihracatinda ise
10. sirada bulunmaktadir [5].

Cografi konumuna bagli olarak Anadolu binlerce yildir
onemli kiltir yollarinin (ipek Yolu, Baharat Yolu)
kesistigi, kadim wuygarliklara ev sahipligi yapan
topraklara sahip olmasi nedeniyle geleneksel Urtnlerin
uretiimesinde ve cesitliliginin zenginliginde 6nemli bir
role sahiptir. 783 562 km?lik ylz olgimi ile genis bir
alana sahip olan Ulkemizde, her bdlgeye 6zgu ve farkli
Ozellikte gidalar Uretilmektedir. Bu gidalar arasinda
Onemli bir yere sahip olan peynir, Uretim teknigine,
kullanilan sutin niteligi ve tirine goére farklilik
gostermektedir. Ulkemizde ¢ok sayida peynir gesidi
olmasina kargin bunlarin 6nemli kismi yerel ya da
bdlgesel olarak Uretiimekte ve tlketilmektedir.
Geleneksel yontem ile Uretilen peynirler Uretildigi
bdlgeye ekonomik ve istihdam bakimindan katkilar
saglamaktadir. Ulkemizde iiretilen birgok peynirin gesitli
Ozellikleri dikkate alinarak siniflandirimasi ve Uretim
teknolojilerinin geligtirilerek standardize edilmesi, son
yillarda tlketiciler arasinda artan bir ilgiye sahip olan
geleneksel urlin piyasasinda pay sahibi olabilmesi igin
Onem arz etmektedir [3].

Tark Patent ve Marka Kurumu tarafindan cografi isaret
“tUketiciler igin  GrGndn  kaynagini,  karakteristik
Ozelliklerini ve urtinlin s6z konusu karakteristik 6zellikleri
ile cografi alan arasindaki baglantiy1 gésteren ve garanti
eden kalite isareti” olarak tanimlanmaktadir. Cografi
isaret tescili ile kalitesi, gelenekselligi, yoreden elde
edilen hammaddesi ile yerel niteliklere bagh olarak belli
bir tne kavusmus Urdnlerin korunmasi
saglanabilmektedir [6]. Cografi isaretler, mense adi ya
da mahrec isareti olarak tescil edilmektedir [7].

Ulkemizin Giineydogu Anadolu Bélgesinde tiiketilen
geleneksel peynirler arasinda énemli bir yere sahip olan
Adiyaman peyniri (Adiyaman Sincik peyniri) daha gok
evlerde Uretiimekte olup bu peynir igin standart bir
dretim ydntemi mevcut degildir. Adiyaman peyniri
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Uretiminde ¢ig inek sutl, koyun sitl, kegi sitl veya bu
sutlerin farkh karigsimlari kullaniimakta, elde edilen pihti
kamigtan yapilmig 06zel slzgegler Uzerinde baskiya
alinmaktadir. Mikrobiyal glvenligi saglamak amaciyla
baskiya alinan peynirler loru uzaklastirilan peyniralti
suyu veya su igerisinde kaynatilmakta, daha sonrasinda
taze velveya kuru tuzlama ve/veya salamura yontemi ile
olgunlastirildiktan sonra tuketilmektedir. Taze peynirler
“Adiyaman peynir helvasi” Uretiminde yaygin olarak
kullaniimaktadir [8, 9]. Ulkemizde uretilen yoresel
peynirler Uretildigi sehir veya bodlge adiyla anilmaktadir
[3]. Malatya Ticaret ve Sanayi Odasi tarafindan
06.07.2022 tarihinde Adiyaman Peyniri ile benzer tretim
yontemine sahip olan [3, 10] Malatya Peyniri igin cografi
isaret (No:1164-Mahreg isareti) alinmistir [11]. Bununla
birlikte Adiyaman Belediyesi tarafindan Adiyaman
peyniri igin cografi isaret alabilmek amaciyla basvuru
yapilmistir [12]. Adiyaman peyniri Gretim akisi Sekil 1’de
gOsterilmistir [9, 13].

Cig siite rennetilavesi
(32-36°C)

J

| 60-90 dakika koagiilasyon ve pihti pargalama |

| Pihtinin bilyiik bez torbalarda siiziilmesi |

4 N

Kiiguk bez torbalarda Peyniralti suyunun

sekillendirme ve kaynatl_lmaSI ve
filtrasyon elde edilen lorun

uzaklastinimasi

Peyniralti suyunda peynir
kaliplaninin 10 dakika kaynatiimasi

.4

| ikinci filtrasyon ile suyun uzaklastinimasi |

A1

I Kuru tuzlama I

I 1-2 giin kurutma I

I Taze ya da salamurada bekleterek tiiketme I

Sekil 1. Adiyaman peyniri Gretim basamaklari ([9] ve
[13]'ten modifiye edilmistir)
Figure 1. Adiyaman cheese production steps (modified
from [9] and [13])

Bu calismada; geleneksel Adiyaman peynirinin bazi
fizikokimyasal, tekstlrel ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin
ortaya konulmasi amagclanmigtir. Adiyaman peynirine ait



0. Gokge, D. Bayana, A. Kiigiikgetin, O Giirsoy Akademik Gida 20(4) (2022) 374-385

mineral madde ve yag asitleri kompozisyonu, konjuge
linoleik asit igerigi ile ilgili veriler bildigimiz kadari ile
literatiirde ilk kez bu ¢alismada yer almaktadir.

MATERYAL ve METOT

inek sitiinden (retilen 17 adet Adiyaman peyniri (Sekil
2) sehirdeki farkli Ureticiler ve satis noktalarindan temin

edilerek kuru buz ile saglanan soguk zincir kosullarinda
Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezine getirilerek
numaralandirilmis ve analizler gergeklestirilinceye kadar
gecen surede +41+1°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 2. Adiyaman ilinde farkl Ureticiler ve satis noktalarindan temin edilen 17 adet peynir numunesi
Figure 2. Cheese samples (17) obtained from different producers and sale points in Adiyaman

Kurumadde Analizi

Peynir numunelerinin  kurumadde miktarlari halojen
isiticili nem tayin cihazi (Ohaus MB45, Ohaus,
Parsippany, NJ, ABD) kullanilarak tespit edilmistir.

Cihazin 6nerdigi ¢alisma kosullarinda (kademeli olarak
170°C’de 3 dakika, 150°C’de 3 dakika, 135°C'de 4
dakika) rendelenmis peynirlerin %kurumadde miktarlari
belirlenmistir.

pH Tayini

Rendelenmis peynir numuneleri, 50 mL’lik santrifij
tiplerine 10 g tartilip Gzerine 10 mL ultra saf su ilave
edilip Ultra Turraks (IKA T18 basic, IKA Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, Almanya) (8000 devir/dakika, 15
saniye) kullanilarak homojenize edilmisti. Homojen
karisimin pH’si, pH metre (Mettler Toledo Seven Multi,
Mettler Toledo, Greifensee, Ziirih, isvigre) ile
OlgUlmustar [14].

Asitlik Tayini

Rendelenmis peynir numunesi, 250 mL’lik erlene
yaklasik 10 g tartihp Uzerine 10 mL ultra saf su ilave
edilerek Ultra Turraks ile (8000 devir/dakika, 15 saniye)
homojenize edilmigtir. Homojenizasyon sonrasi 20 mL
ultra saf su ile homojenizerin probu temizlenerek
karisima eklenmistir. Sonrasinda (zerine 4 damla
fenolftalein indikator ¢ozeltisi damlatiip 0.1 N NaOH
cozeltisi ile kaybolmayan acgik pembe renk meydana
gelinceye kadar titre edilmistir. Titrasyon sonunda
harcanan 0.1 N NaOH miktarina goére %asitlik degeri
formil 1’e gore hesaplanmistir [14].
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V.N.0.090.100
m

%Asitlik degeri (Laktik asit olarak) = Q)
V: Titrasyonda harcanan NaOH ¢oézeltisi, mL

N: NaOH ¢ozeltisinin normalitesi

m: Titrasyonda kullanilan deney numunesi miktari, g
0.090: Laktik asidin miliesdeger grami

Tuz Tayini

Rendelenmis peynir numunesi, 50 mL’lik santrifij
tiplerine yaklasik 10 g tartilip Gzerine 60°C’lik 20 mL
ultra saf su ilave edilerek Ultra Turraks ile (8000
devir/dakika, 15 saniye) homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasi homojenizerin probu ultra saf
su ile temizlenerek karigima eklenmistir. Karisim 100
mL’lik balon jojeye aktarilarak ultra saf su ile
tamamlanmis ve bir dakika calkalanmistir. 250 mL’lik
erlene cam huni ve filtre k&didi yerlestiriimis ve balon
jojedeki karisim erlene siUzllmustir. Suzme islemi
sonrasl 5 mL slzilmis 6rnek ve 5 mL ultra saf su 50
mL’lik erlene aktariimistir. Uzerine 4 damla K>CrO.
indikator ¢ozeltisi eklenerek 0.1 N AgNOz ile
kaybolmayan kirmizi-kahverengi renk olusuncaya kadar
titre edilmistir. Titrasyon sonunda harcanan 0.1 N
AgNOs miktarina goére %tuz degeri Denklem 2’'ye gére
hesaplanmistir [14].

V.N.0.0585.100
m

%Tuz degeri (9/100 mL 6rnek) = 2

V: Titrasyonda harcanan AgNOs gozeltisi, mL
N: AgNOs ¢ozeltisinin normalitesi

m: 5 mL’'deki érnek miktari, g

0.0585: NaCl’'nin miliekivalen agirhgi
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Renk Analizi

Peynir numunelerinin  Commission International de
L’Eclairage (CIE) L*, a* ve b* renk degerleri kolorimetre
(Konica Minolta Chroma Meter CR-400, Konica Minolta
Inc., Chiyoda, Tokyo, Japonya) ile peynir kaliplarinin 3
ayri noktasindan olcimler (her Olgim 3 1sik atish)
alinarak ortalama L* (aydinhik degeri, 0 siyah, 100
beyaz), a* [(+) kirmizilik, (-) yesillik] ve b* [(+) sarilik, (-)
mavilik) degerleri tespit edilmistir. Renk analizleri D65
aydinlatici, 10° g6zlemci agisi ve 8 mm g¢apli diyafram
kullanilarak gerceklestirilmistir [15].

Yag Ekstraksiyonu, Yag Asitleri Kompozisyonu
ve Konjuge Linoleik Asit (KLA) Igeriklerinin
Belirlenmesi

Peynirlerden yag ekstraksiyonu igin, rendelenmis
yaklagsik 20 g peynir numunesi Uzerine 60 mL
kloroform:metanol (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)
(2:1, v/v) karigimindan ilave edilmistir. Yagin ¢ézgene
gecebilmesi igin dOrnekler 24 saat boyunca orbital
karistincida (PSU-20i Multi-functional Orbital Shaker,
Biosan, Riga, Letonya) karnstinimistir.  Peynir
parcaciklarinin ¢bzgenden (kloroform-metanol)
ayrilmasi igin karisim kaba filtre k&gidindan gegirilmis ve
islem tim yagin ¢ozgene gegmesini saglamak amaciyla
birkagc kez tekrarlanarak ¢dzgen-yag karisimi sabit
tarima  getirilen  evaporatér  balonu igerisinde
toplanmigtir. Balon igerisinde toplanan ¢dzgen-yad
karisimindan, ¢bzgen yaklasik 45°C’de rotary
evaporator (Hei-Vap Advantage HL/HB G3, Heidolph
Instruments GmbH&Co., Schwabach, Bavyera,
Almanya) yardimi ile vakum altinda uzaklagtiriimigtir
[16, 17]. Yag icerisindeki kalinti ¢ozgen 40°C’lik etliivde
tamamen ucurulduktan sonra, sabit tartima getirilerek
%yag miktari tespit edilmistir. Ekstrakte edilen yag, yag
asitleri kompozisyonu ve konjuge linoleik asit (KLA)
analizlerinde kullaniimak uzere -18°C’de muhafaza
edilmigtir.  Peynirlerin  yag asitleri kompozisyonu
ekstrakte edilen yaglarda kuadrupol kiitle spektrometresi
(MS) dedektori (Agilent 5975 C, Agilent Technologies,
Wilmington, DE, ABD) ile uyumlu gaz kromatografisi
(GC) cihazi (Agilent 7890A, Agilent Technologies,
Wilmington, DE, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Yag
asitleri metil esterleri Yilmazer ve Segilmis [187in
kullandiklari yonteme goére hazirlanmisgtir. 200 pL
ekstrakte yag 1 mL 1.5 M metanolik HCI ile karistirilip
80°C'de 2 saat bekletilmistir. Yag asitlerinin metil
esterleri oda sicakligina soguyan karigim Uzerine 0.5
mL ultra saf su ilave edildikten sonra 1 mL hekzan ile
ekstrakte edilmisti,. GC-MS analizinde 70 eV
iyonizasyon enerjisine sahip elektron iyonizasyon
sistemi kullanilmistir. Fragment iyonlari 30-500 m/z kitle
araliginda tarama modunda analiz edilmigtir. Analizde
CP-WAX 52 CB kapiler kolon (fused silika, 50 m x 0.25
mm, 0.20 pm film kalinligi; Agilent Technologies,
Wilmington, DE, ABD) kullaniimistir. Enjeksiyon hacmi 1
pL’dir. Enjektdr ve dedektdor sicakliklari 240°C’dir.
Taslyici gaz helyumun akis orani 1 mL/dakika olarak
ayarlanmistir. Kolon firin sicakligi 4 dakika icin 60°C’ye,
60°C’den 175°C’ye 13°C/dakika sicaklik artigi, 27
dakika 175°C’de bekleme, 175°C’den 215°C'ye
4°C/dakika sicaklik artisi ve 5 dakika igin 215°C’de
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bekleme, 215°C’den 240°C’ye dakikada 4°C sicaklik
artisi ve 15 dakika suresince 240°C’de bekleme olacak
sekilde ayarlanmistir. Analizde 1/20 split orani
kullanilmistir. Yag asitleri, yag asidi metil esterleri
standart karigsimi (Supelco® 37 Component FAME Mix,
Katalog No: 47885 U, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD) ve konjuge linoleik asit standardi (Sigma Chemical
Company, P Kodu: 1002398739, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, ABD) kullanilarak tanimlanmistir.

Tekstiir Profil Analizi (TPA)

Peynir numuneleri tekstur profil analizi (TPA) i¢in her bir
numuneden 2'ser adet (2x1x1 c¢m) Olgulerinde,
yuzeylerinde puriz olmayacak sekilde kesilerek
hazirlanmistir. TPA’nin kosullari, TA-XT2 (Stable Micro
Systems Ltd., Surrey, Birlesik Krallik) P/35 aliminyum
silindir probu (35 mm ¢ap) kullanilarak, test hizi 2 mm/s,
on test hizi 1.0 mm/s ve son test hizi 5 mm/s, gerinim
%20, tetikleme kuvveti 5 g ve bekleme suresi 5 s olacak
sekilde ayarlanmistir [13]. Numunelerin sertlik, yuzey
yapiskanlik, elastikiyet, i¢ yapiskanlik, cignenebilirlik ve
esneklik 6zellikleri belirlenmistir.

Mineral Madde Tayini

Rendelenmis peynir numunelerinden yaklasik 0.5 g
alinarak teflon kaplarda tartilmis ve tzerine 6 mL HNOs
(%65, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve 2 mL H20:
(%30, Sigma Aldrich) ilave edilip mikrodalga yakma
sisteminde (Milestone Start D, Milestone Srl, Sorisole,
Bergamo, italya) iki agamali sicaklik programi (ilk
asamada mikrodalga yakma sistemi 15 dakikada
110°C’ye cikariimig, ikinci asamada 110°C’de 15 dakika
bekletilmistir) kullanilarak yakilmistir [19]. Mikrodalga
yakma sistemi soguduktan sonra teflon kaplardaki
berrak sivi numuneler 50 mL’lik kapakl santrifQj
tuplerine aktariimis ve son hacim 50 mL olacak sekilde
ultra saf su ile seyreltilmistir. Mineral madde analizleri
(P, Mg, Ca, Na, K, Zn, Fe) induiktif Eslesmis Plazma
Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-OES, Perkin Elmer
Optima 8000, Perkin Elmer, Waltham, MA, ABD) ile
yapilmistir [20].

Mikrobiyolojik Analizler

Peynir numunelerinin toplam aerobik mezofilik bakteri
(TAMB), laktobasil, laktokok ve maya-kuf sayimlar
Karagozli ve ark. [21]'nin belirledikleri yontem ile
gerceklestiriimistir.  Peynir numuneleri mikrobiyolojik
analizler igin biyoglvenlik kabininin (Sinif 2, Bilser,
Ankara, Turkiye) iginde acilarak, steril filtreli stomacher
posetinin icine 10 g tartiimis ve 90 mL tamponlanmis
peptonlu su (Peptone water buffered; acc. to ISO 6579,
Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ile seyreltilerek
stomacherde (AES, Easymix, AES Chemunex,
Combourg, Fransa) 3 dakika boyunca homojenize
edilmistir. Homojenizasyon sonrasi 7. dilisyona kadar
hazirlanan tiplerden steril petrilere 1’er mL aktarilmistir.
Daha sonra 45°C’lik su banyosunda bekletilen PCA’'da
(Plate Count Agar, Merck KGaA) toplam aerobik
mezofilik bakterilerin, MRS Agar’da (Lactobacillus Agar
acc. to DE MAN, ROGOSA and SHARPE, Merck KGaA)
laktobasillerin, M17 Agar'da (M17 Agar acc. to Terzaghi,
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Merck KGaA) laktokoklarin ve PDA’da (Potato Dextrose
Agar, Merck KGaA) maya-kuflerin  sayimlarini
gerceklestirmek amaci ile dokme plak ydntemiyle
calisiimistir.  Petrilere yaklasik 15-16 mL ilgili
besiyerinden dokilmis ve 8 seklinde dairesel
hareketlerle besiyeri-dilisyon karisiminin  homojen
dagilmi saglanmistir. Besiyeri dokilen petriler TAMB
sayimi igin PCA besiyerleri aerobik kosullarda 30°C’de
48 saat; laktobasil sayimi icin MRS besiyerleri aerobik
kosullarda 35°C’de 72 saat, laktokok sayimi igin M17
besiyerleri aerobik kosullarda 37°C’de 48 saat ve maya-
kif sayimi icin PDA besiyerleri aerobik kosullarda
25°C’de 3-5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siireleri
sonunda 30-300 arasinda koloni olusan petrilerde sayim
yapilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Adiyaman ilindeki farkh Ureticilerden ve satis
noktalarindan temin edilen ve 1'den 17'ye kadar
numaralandirilan Adiyaman peynirlerinin pH ve asitlik
(%laktik asit) degerleri ile kurumadde, tuz, kurumaddede
tuz, yag ve kurumaddede yag igerikleri Tablo 1'de
verilmistir.

Bu calismada Adiyaman peynir o6rneklerine ait
kurumadde  degerlerinin  %46.08-61.30 arasinda
degiskenlik gosterdigi ve 17 farkh Ornegin ortalama
kurumadde degerinin  ise  %52.29£3.79  oldugu
belirlenmigtir. Yéresel Adiyaman peynirleri UGzerine
yapilan bir calismada 15 farkli peynir Ornegi igin
ortalama kurumadde degeri %52.65 olarak saptanmigtir.
Ayni calismada Orneklerin kurumadde igerikleri ise
%47.94-60.74 aralidinda tespit edilmigtir [22]. Ceylan ve
ark. [9] dretimlerini gergeklestirdikleri Adiyaman
peynirlerinin  kurumadde degerlerinin  %41.98-70.20
arasinda degistigini tespit etmislerdir. Eren Karahan ve
ark. [13], yihn 4 farkh ayinda (nisan, mayis, haziran,
temmuz) temin ettikleri 60 adet taze Adiyaman
peynirinin bazi 6zelliklerini belirledikleri ¢alismalarinda
kurumadde igeriklerinin  %43.31-70.66  arasinda
degistigini saptamuglardir. Bu g¢alismada Adiyaman
peynirlerinin ortalama kurumadde degerlerinin konu ile
ilgili diger calismalarla genel olarak uyumlu oldugu, bazi
farklilklarin  Gretimde kullanilan sdtlerin - bilesimi  ve
dretim yonteminden kaynaklanabilecegi
degerlendirilmigtir.

Arastirmada Adiyaman peynirlerinin pH degerlerinin
5.02-6.36 arasinda degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica 17 farkh 6rnegin ortalama pH degeri
ise 5.76+£0.43 olarak belirlenmistir. Yoresel Adiyaman
peynirleri Gzerine yapilan bir galismada 15 farkli peynir
Orneginin ortalama pH degeri 5.13 olarak bulunmus olup
orneklerin pH degerlerinin 4.88-5.42 arasinda degistigi
saptanmistir [22]. Ceylan ve ark. [9] tarafindan Uretimleri
gerceklestirilen calismada Adiyaman peynirlerinin pH
degerlerinin 5.62-7.07 arasinda degistigi, ortalama pH
degerinin ise 6.57 oldugu belirlenmistir. Yapilan bir
bagka ¢alismada Adiyaman peynirlerinin pH degerlerinin
5.07-7.10 arasinda degistigi tespit edilmistir [13]. Bu
calismada elde edilen sonuglar literatlirdeki bazi
calisma sonuglari ile benzerlik, bazi ¢alisma sonugclari
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ile farkhhklar géstermistir. Bu farkliliklarin da sit bilesimi
ve Uretim yontemi kaynakli olabilecedi distnulmektedir.

Bu galismada farkh érnekler igin tespit edilen laktik asit
cinsinden %asitlik degerleri %0.51-1.61 arasinda
degiskenlik gostermis ve 17 farkli Orne@in ortalama
asitlik degeri ise %1.00+£0.33 olarak belirlenmistir.
Yoresel Adiyaman peynirleri Uzerine yapilan bir
calismada 15 farkl peynir 6érneginin laktik asit cinsinden
%asitlik degerlerinin %0.12-1.70 arasinda degistigi ve
ortalama %asitlik degerinin %0.49 oldugu saptanmistir
[22]. Eren Karahan ve ark. [13] tarafindan yapilan bir
calismada Adiyaman peynirlerinin %asitlik degerlerinin
0.05-0.69 arasinda degistigi belirtilmistir.
Gergeklestirilen calismada elde edilen sonuglar, [13]'de
elde edilen sonuglardan daha yuksek bulunmustur.
Asitlik degerleri agisindan hem bu calismadaki peynir
ornekleri arasindaki bazi farkliliklarin hem de bu
calismadaki sonuglar ile diger calismalara ait sonuglar
arasindaki bazi farkhliklarin Adiyaman peynirlerinin
Uretimlerinde kullanilan sutlerin ve Uretim yontemlerinin
farkhligindan kaynaklanabilecegdi degerlendirilmigtir.

Adiyaman peynirlerinin tuz igerikleri yas ve kuru bazda
ayri ayri belirlenmigtir. Peynirlerin tuz igerikleri 2.40-
15.50 arasinda degiskenlik gostermis olup ortalama tuz
icerigi ise %8.31+3.58 olmustur. Orneklerin tuz igerikleri
kurumaddeye gore degerlendirildiginde, %4.52-25.29
olarak tespit edilmigtir. Uludag [22], yoresel Adiyaman
peynirleri Uzerine yaptigi ¢alismada 15 farkli peynir
orneginin tuz igeriklerini %3.85-6.01 araliginda ve
ortalama %4.51 olarak belirlemistir. Eren Karahan ve
ark. [13] Adiyaman peynirlerinin bazi &6zelliklerini
degerlendirdikleri galigmalarinda; peynir drneklerinin tuz
ve kurumaddede tuz degerlerinin sirasiyla %1.17-10.59
ve %2.20-19.87 arasinda oldugunu, yaz ve bahar
aylarindaki degisimin  6nemli olmadigini  (p>0.05)
bildirmislerdir. Tirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi [23] Ek
4’de 13 ayri peynir ¢esidi icin belirlenen kurumaddede
tuz miktarlart  %3.0-7.5 araligindadir. Adiyaman
peynirlerinin kurumaddede tuz miktarlari ile ilgili elde
edilen sonuglarin blyuk bir gogunlugu mevzuatta izin
verilen deg@erlerin Uzerindedir. Ayni tebligin Ek 3’Unde
peynirler kurumaddede yag miktarlarina gore 4 sinifa
(tam yagli, yarim yagl, az yagl, yagsiz) ayrimis ve
yarim yagl, az yagli ve yagsiz peynirlerde Ek 4’deki
(peynirlerin nem ve kurumaddedeki tuz icerikleri) neme
iliskin ylzde degerlere 5 birim ilave yapilmasi gerektigi
bildirilmistir. Bu durum gunlik beslenmede ylksek
miktarda tuz kullanimina bagl olarak ortaya ¢ikabilecek
cesitli saglik sorunlarinin dnlenmesi agisindan tiketim
miktarlarinin belirlenmesinde dikkate alinmaya degerdir.
Bu galismada elde edilen sonuglarin literatiirdeki bazi
g¢alisma sonuglar ile uyumlu oldugu belirlenmis, ancak
tuketici tercihleri, peynirlerin yapilis yontemleri ve farkl
oranlarda tuz uygulamalarina baglh olarak Adiyaman
peynirlerin tuz iceriklerinin genis bir aralikta degiskenlik
gOsterdigi tespit edilmistir.

Numunelerde yag icerikleri yas ve kuru bazda ayri ayri
tespit edilmistir. Peynir 6rneklerinin  yag igerikleri
%12.14-22.21 arasinda degiskenlik g0Ostermis olup
ortalama vyag icerigi ise %18.3912.65 olmustur.
Adiyaman peynirlerinin yag icerikleri kurumaddeye gére
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degerlendirildiginde %25.02-43.19 aralidinda degistigi
tespit edilmistir. Turk Gida Kodeksi Peynir Tebligi’ne
[23] gbre tim peynirlerin yarim yagli peynir sinifina (25 <
kurumaddede %yag < 45) girdigi tespit edilmistir. Uludag
[22]; yoresel Adiyaman peynirleri Uzerine yaptidi bir
calismada 15 farkh peynir 6rneginin yag iceriklerini
%16.73-28.24 araliginda ve ortalama %22.71 olarak
belirlemigtir. Ayrica ¢alismada Orneklerin kurumadde
bazinda olcimledigi yag icerigi ise %27.54-51.50
araliginda degismekle birlikte ortalama %43.30 olarak
saptanmistir [22]. Eren Karahan ve ark. [13]'nin;
Adiyaman peynirlerinin bazi ozelliklerini

Tablo 1. Adiyaman peynirlerinin bazi fizikokimyasal 6zellikleri

degerlendirdikleri ¢calismalarinda, yag ve kurumaddede
yag igerikleri sirasiyla %18.00-%37.30 ve %39.00-55.79
araliginda tespit edilmistir. Kése ve ark. [24] 25 adet
Malatya peyniri Uzerinde vyaptiklari bir calismada
ortalama yag igerigini 27.60+£1.73 olarak saptamislardir.
Peynire islenecek sutlerin bilesimlerindeki farklliklar,
peynir kalitesini ve verimini dogrudan etkilediginden
standardizasyon iglemi 6nem tasimaktadir. Peynirlerin
yag degerlerinin genis bir aralikta degisim gdstermesinin
Uretimlerde standardize olmayan ¢ig sutlerin kullaniimig
olmasindan kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir [25].

Table 1. Some physicochemical properties of Adiyaman cheeses

Ornek Kodu  %Kurumadde pH %Asitlik %Tuz %Tuz (KM) %Yag %Yag (KM)
1 53.85+0.98 5.87+0.02  0.81+0.03 7.23+0.44 13.43+1.01 19.75+£0.22  36.68+0.48

2 47.68+1.94 6.30+0.01 0.51+0.04  10.21£0.32  21.42+0.35 19.4410.19 40.83+2.09

3 53.9840.55 6.35£0.02 0.61+0.10 12.11+0.29  22.44+0.75 18.75x0.01  34.75+0.37

4 61.30+£0.42 5.65+0.04  0.97+0.01 15.50+0.53  25.29+0.83  15.90+0.58  25.95%1.01

5 48.97+1.00 6.25+0.08  0.59+0.09  11.50+0.09 23.48+0.35 17.76x0.56  36.27+0.69

6 54.21+0.61 6.36£0.03  0.550.07 9.19+0.23 16.95+0.45 20.06+0.54 37.01+1.06

7 48.64+0.67 5.68+0.16  1.03+0.00 8.1910.64 16.85+£1.45  18.69+0.42  38.44+0.78

8 48.98+0.28 5.50+0.00 1.43+0.02 11.5840.12  23.65+0.33  18.40+0.38 37.57+0.65

9 58.06+1.05 5.78+0.00 0.92+0.06 12.29+1.76  21.13+2.68 22.21+0.09 38.26+0.85

10 54.14+0.36 5.62+0.01 1.02+0.03 3.80+0.76 7.02+1.44 21.124¢0.40 39.01+0.63

11 51.43+0.27 5.65+0.01 1.18+0.09 5.67+0.06 11.03+0.07  16.33£0.29  31.74+0.44

12 50.86+0.77 5.58+0.27  1.15+0.06 6.49+1.70 12.77+£3.29  17.96+0.11  35.33+0.60

13 53.06+0.73 5.0210.16  1.39+0.06 2.40+0.12 4.52+0.21 20.81+0.36  39.21%0.70

14 54.76+0.27 5.2310.06  1.61+0.13 9.71+£1.52 17.7412.84  13.70x0.90 25.02+1.55

15 46.08+0.16 5.77+£0.00 1.16+0.04 4.50+0.29 9.78+0.67 12.14+0.02  26.33+0.06

16 51.11+0.22 5.03+0.01 1.34+0.16 5.35+0.26 10.48+0.56 21.41+0.21  41.90+0.58

17 51.8740.20 6.25+0.02  0.76+0.00 5.56+0.18 10.71+£0.35  18.254#0.31  35.18+0.65

En dusik 46.08 5.02 0.51 2.40 4.52 12.14 25.02
En yiksek 61.30 6.36 1.61 15.50 25.29 22.21 41.90

Ortalama 52.2943.79 5.76£0.43  1.00+0.33 8.31+3.58 15.81+6.37  18.39+#2.65  35.26+5.07

Adiyaman peynirlerinin L*, a* ve b* degerlerinin (Tablo
2) sirasiyla 85.93-92.86, 0.92-4.04 ve 4.52-32.89
arasinda olacak sekilde genis bir aralikta degisim
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Sekil 2’de de 1’den
17’ye kadar numaralandirilan numunelerin renkleri
belirgin baz farkliliklara gérilebilmektedir. Uretimlerinde
kullanilan sutlerin elde edildigi ineklerin beslenme
farklilklarindan kaynakli olarak peynirlerin L*, a* ve b*
degerlerinde bazi farkhliklar oldugu disinilmektedir.
Kahyaoglu ve ark. [26] farkh yad oranlarinda ve
kaynama derecelerinde Uretilen Gaziantep peynirlerinin
L* ve b* degerlerinin sirasiyla 61.54-84.40 ile 6.54-16.54
arasinda oldugunu belirlemiglerdir. Atasoy ve ark. [27]
farkli kaynama sicaklik ve slrelerine sahip Urfa
peynirlerinin L*, a* ve b* degerlerinin sirasiyla 80.32-
86.09, -1.50-(-1.11) ve 12.35-16.23 arasinda oldugunu
tespit etmiglerdir. Erbay ve ark. [28] Hellim peynirinin L*,
a* ve b* degerlerinin sirasiyla 89.1-92.2, -0.2 ile -3.6 ve
15.3-20.9 arasinda oldugunu saptamislardir. Peynirlerin
renk 6zelligi; Uretimde kullanilan site, yag fazinin kalite
Ozelliklerine, peynir Uretim teknigine ve olgunlagsma
surecindeki biyokimyasal degisikliklere bagh olarak
farkhhk gosterebilmektedir [13]. Tablo 2.’de peynirlerin
L*, a* ve b* renk analiz sonuglari gésterilmistir.

Sitte bulunan mineral maddelerin, sitin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri, besin degeri ve isleme teknolojisi
yonunden 6nemli fonksiyonlari bulunmaktadir. Kalsiyum,
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fosfor, magnezyum, sodyum ve potasyum basta olmak
Uzere her bir element beslenme fizyolojisi agisindan
blylk 6neme sahiptir. Sitteki mineral maddeler; st
proteinlerinin kimyasal yapisinin stabilize edilmesinde,
rennet enziminin kazein kompleksi Uzerindeki etkisinin
desteklenmesinde, sutln isil iglemlere karsi direncinde
ve bazi sOt drunlerinde aroma olusumunda rol
oynamaktadir. Sutiin mineral madde igerigi hayvanin
irki, tird, bireysel 6zelligi gibi genetik faktorler, laktasyon
durumu, beslenme, mevsim degisiklikleri ve meme
hastaliklarina bagl olarak degisebilmektedir [29, 30].
Tablo 3'de Adiyaman peynirlerinin  mineral madde
miktarlari gésterilmistir.

Adiyaman peynirinin  mineral madde igerigi ile ilgili
veriler bildigimiz kadari ile literatirde ilk kez bu
calismada yer almaktadir. Adiyaman peyniri ile benzer
Uretim prosediriine sahip olan Malatya peyniri Gzerine
Kdse ve ark. [24]Gn yaptiklar ¢alismada mineral madde
icerikleri sirasiyla Ca, 3237.89-7081.07 mg/kg; Mg,
548.44-806.09 mg/kg; K, 347.23-922.35 mg/kg; P,
82.24-233.65 mg/kg; Fe, 3.81-11.68 mg/kg ve Zn,
11.88-30.62 araliginda saptanmistir. Bu arastirmada
Kose ve ark. [24]0n vyaptiklari galigmada bulunan
degerler ile bazi benzerlikleri olmakla birlikte bazi
farkliliklar da oldugu tespit edilmistir. Yasar ve ark. [31]
farkl tuzlama yontemleri (kuru tuzlama ve salamura) ile
Urettikleri, farkli depolama sicakliklarinda (7 ve 20°C)
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muhafaza ettikleri (120 gin) Malatya peynirleri tGzerine
yaptiklari galismalarinda, tuzlama yonteminin, depolama
sicakligi ve suresinin peynirlerin mineral madde igerigini
onemli dizeyde etkiledigini bildirmislerdir. Adiyaman
peynir orneklerinin mineral madde igerikleri arasindaki

farkliliklarin retimlerde kullanilan ¢ig sutlerin mineral
madde igeriklerinin, peynir Uretimi sirasindaki baski
surelerinin, peyniraltt suyu miktari ve dolayisiyla
kurumadde igeriklerinin farkhihigindan kaynaklanabilecegi
degerlendirilmigtir.

Tablo 2. Adiyaman peynirlerinin bazi renk 6zellikleri
Table 2. Some color characteristics of Adiyaman cheeses

Ornek Kodu L* a* b*

1 90.64+1.80 3.31+0.12 7.52+0.15
2 87.22+1.74 3.21+£0.14 8.04+0.61
3 90.94+0.95 3.45+0.10 7.42+0.90
4 88.22+1.05 0.92+0.47 24.16+£1.48
5 92.50+£0.86 2.13+0.32 9.83+1.21
6 86.16+1.71 2.48+0.15 9.20+0.52
7 92.69+0.13 4.044£0.10 4.52+1.08
8 91.74+0.79 2.53+0.10 8.97+0.44
9 85.93+£2.03 2.3710.41 17.26+0.74
10 92.30+0.48 2.88+0.17 7.70+0.48
11 92.03+£2.04 2.83+0.13 7.65+0.74
12 92.86+1.99 2.95+0.15 7.17+0.56
13 92.67+0.31 2.36+0.20 13.62+0.70
14 91.01+2.49 2.21+0.04 10.45+0.80
15 86.83%£1.45 1.811£0.05 32.89+1.74
16 88.88+0.31 2.20+0.20 10.74+£0.72
17 89.63+3.94 3.46+0.06 6.99+0.71

En dusuk 85.93 0.92 452

En ylksek 92.86 4.04 32.89

Ortalama 90.13+2.79 2.66+0.74 11.42+7 .11

Tablo 3. Adiyaman peynirlerinin mineral madde igerikleri (mg/kg)*

Table 3. Mineral content of Adiyaman cheeses (mg/kg)*

Ornek P Mg Ca Na K Zn Fe
Kodu (A 214.91) (A: 279 nm) (A: 315.8 nm) (A 588.9) (A 766.4) (A 213.8)  (A:259.9 nm)
1 2562.00 22500 5280.00 8739.00 1132.00 7.76 2841
2304.00 225.00 5593.00 10913.00 725.30 7.15 <LOD
3 2034.00 274.00 5014.00 15953.00 755.10 6.65 17.77
4 2531.00 200.00 5391.00 24548.00 712.30 5,81 6.69
5 2516.00 220.00 5684.00 16226.00 525.80 7.91 1.81
6 2392.00 222.00 6017.00 13670.00 787.60 1.30 <LOD
7 2095.00 254.00 4696.00 8582.00 669.50 5.05 12.52
8 1925.00 179.00 4098.00 10922.00 678.10 7.79 1.06
9 2152.00 184.00 4882.00 19135.00 648.10 5.76 8.34
10 2044.00 182.00 4794.00 7494.00 841.60 472 32.34
11 1995.00 221.00 5239.00 18685.00 1273.00 5.32 7.92
12 1863.00 210.00 4551.00 9297.00 719.80 4.49 < LoD
13 2240.00 224.00 5619.00 4502.00 737.80 3.78 7.33
14 2355.00 232.00 6034.00 14887.00 643.30 4.95 <LOD
15 2276.00 211.00 4680.00 11587.00 736.60 <LOD 1.24
16 1985.00 280.00 4336.00 6497.00 715.20 7.94 <LOD
17 1986.00 246.00 4958.00 16830.00 725.40 3.23 <LOD
En dusuk 1863.00 179.00 4098.00 4502.00 525.80 1.30 1.06
En ylksek 2562.00 280.00 6034.00 24548.00 1273.00 7.94 32.34
Ortalama  2191.47£224.55  222.88:28.97  5109.763564.52  12851.00£5289.26  766.26£179.16  5.60£2.29  11.40£10.11
*: LOD: tespit limiti (limit of detection)
Konu ile ilgili literatir incelendiginde, Adiyaman kullanilan rennet enziminin kaynagi, havayla temas,
peynirlerinde yad asitleri kompozisyonu ve KLA oksidatif reaksiyonlar, lipit dagihmindaki farkhlklar,
miktarlarinin belirlendigi bir calismaya mikrobiyal cesitlilik ve hayvana ait 6zelliklerdir [16]. On

rastlanilamamistir. Hayvansal kaynakli yagda tipik bir
yag asidi ve sut urlnlerinin yararli bilesenlerinden biri
olan KLA, sit yaginin 6zel bir trans yag asididir.
Peynirdeki miktari 0.1-2.5 g/kg arasinda degigsmektedir.
KLA konjuge doymamis cift baglar igeren linoleik asit
(Cis:2) izomerlerinin karigimindan olusmaktadir. Temel
izomeri sut Urdnlerindeki toplam KLA'nin %82'den
fazlasini olugturan cis-9, trans-11 oktadekadienoik asittir
[32]. Peynirlerin KLA icerigini etkileyen faktorler ¢ig
sutlin 6zellikleri, isleme teknolojisi, olgunlastirma suresi,

yedi farkli Adiyaman peyniri Uzerinde gergeklestirilen bu
calismada peynir orneklerinin doymus yag asitleri
(SFAs) 69.74-76.75 g/100 g, tekli doymamis yag asitleri
(MUFAs) 18.29-26.10 g/100 g, ¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFAs) 0.64-4.26 g/100 g ve KLA miktarlari
0.735-10.318 mg/g yad araliginda tespit edilmigtir.
Peynirlerin ortalama KLA miktarlari 2.57 mg/g yag

olarak  hesaplanmigtir.  Peynir  6rneklerinin  KLA
iceriklerindeki farkhlklarin, Gretimde kullanilan ¢ig
sutlerin  bilesim  farkhligindan, Gretim yonteminin
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degdiskenlik gOstermesinden kaynaklanabilecegi
degerlendirilmigtir. Peynirlerin yag asitleri
kompozisyonlarinin ve KLA igeriginin gogunlukla cografi
koken, hayvanin beslenme tird, ¢ig sitin yag asitleri ve

KLA igerigi, kullanilan starter kaltir ve Uretim

ile

olgunlasma kosullarina bagh oldugu bildiriimektedir [33].
Adiyaman peynirlerin yag asidi kompozisyonu Tablo

4’'te, KLA miktarlari ise Tablo 5’'te sunulmustur.

Tablo 4. Farkh Adiyaman peynir érneklerinin yag asidi kompozisyonu (g/100 g)*
Table 4. Fatty acid composition of different Adiyaman cheese samples (g/100 g)*

Peynir Ornekleri

Bilesen Adi i 2 3 4 5 G 7 8 9 10 11
c40 052 076 068 070 051 072 055 057 055 0863 054
C6:0 0.92 0.90 0.96 0.88 1.03 0.89 0.98 0.68 0.85 1.00 0.87
C8:0 083 071 083 069 090 071 08 185 067 091 074
C9:0 002 002 003 001 002 002 002 001 001 002 0.01
c10:0 247 184 228 168 237 178 207 2866 174 250 195
Cc11:0 0.05 0.04 0.07 0.03 0.04 0.03 0.03 0.08 0.02 0.03 0.03
c12:0 3.80 2.63 3.31 2.59 3.28 2.60 2.93 1.99 2.40 3.43 2.78
c11:1 n-1 010 006 009 010 008 007 008 004 004 006 008
c14:0 1426 1079 1311 1247 1371 1173 1198 1325 1253 1381 1254
c15:0 218 159 174 197 165 157 163 183 190 155 163
C16:0 3516 3505 36.70 36.51 38.93 3467 3196 3810 39.04 3413 39.76
C16:1 n-7 0.21 0.96 0.13 0.17 0.13 0.17 0.17 0.17 0.21 0.15 0.14
c17:0 077 092 062 081 063 060 064 067 08 070 0092
c18:0 9.86 13.95 11.02 911 1067 1490 1935 818 1265 1116 9.53
c18:1 2059 2397 2295 2492 2100 2329 1971 2423 2114 21.05 19.46
c18:2n-6 169 028 068 100 009 019 018 017 053 293 223
c19:0 012 015 013 023 013 016 015 018 019 008 007
c18:3n-3 010 099 047 098 045 025 107 069 149 015 0.0
c18:3n-6 020 026 025 091 023 145 028 023 032 088 064
C20:0 032 023 021 097 017 024 025 024 021 041 023
C20:1 n-9 006 091 006 091 014 011 017 009 007 016 0.0
€20:3n-7,10,13 011 004 014 095 003 003 003 004 006 013 003
c21:.0 0.06 0.90 0.03 0.96 0.20 0.21 0.23 0.17 0.15 0.04 0.18
C20:4n-6,9,1215 024 019 020 007 006 006 029 010 050 017 010
c22:0 015 098 009 013 009 009 010 089 014 023 024
Digerleri 512 088 322 025 346 346 432 289 176 389 510
SFAs 7149 7146 7181 6974 7433 7092 737 71.35 73.88 70.63 72.02
MUFAs 20.96 25.9 23.23 26.1 21.35 2364 2013 2453 2146 2142 19.78
PUFAs 2.43 1.76 1.74 3.91 0.86 1.98 1.85 1.23 2.9 4.26 3.10
] Peynir Ornekleri
Bilegen Adi 12 13 14 15 16 17 EnDusik  EnYoksek  Oralama
c40 094 041 052 045 042 058 0.41 0.94 0.50+0.14
c6:0 082 081 094 074 093 100 0.68 1.03 0.80+0.09
ceo 203 066 087 058 117 089 0.58 2.02 0.93+0.40
coo 001 001 002 001 002 003 0.01 003 0.02+0 01
C10:0 121 167 259 157 411 248 1.21 411 2.17+0.65
c110 001 002 004 002 003 007 0,01 0.08 0.04+0.02
c12:0 266 229 354 235 249 355 1.99 3.80 2.86+0.53
C11:1 n1 007 006 008 003 005 008 0.03 0.10 0.07+0.02
c14:0 1192 1245 1468 1386 1074  12.98 1074 14.68 12.74+1.11
c15:0 152 202 175 123 140 173 1.23 2.18 1.70£0.23
C16:0 2649 3023 3428 4302 2403 3971 31.96 43.92 26.92+2.96
C16:1 n7 012 017 012 031 019 006 0.06 0.96 0.210.20
c17:0 056 076 089 078 072 059 0.56 0.02 0.72+0.11
c1e:0 1174 1246 1511 1056 1450  11.80 8.18 19.35 12.1622.76
c1e:1 2417 2084 1797 1937 2331 1853 1797 24.92 21.55+2.18
C18:2 n6 025 093 015 012 111 015 0.09 2.93 0.75:0.83
C19:0 007 046 013 011 062 061 0.07 0.62 0.210.18
c1eana 022 070 026 021 078 0.4 0.10 1.49 0.55+0.40
c1e:3n6 024 024 029 020 098 022 0.20 1.45 0.47+0.37
C20:0 005 020 020 010 061 019 0.05 0.97 0.28+0.22
C20:1 n-9 003 008 011 017 004 012 0.03 0.91 0.20+0.27
C203n-7,10,13 019 004 004 003 008 003 0.03 0,95 0.1220.22
c210 009 016 018 028 012 017 003 0,96 0244027
C20:4n-601215 071 024 007 008 006 008 0.06 0.71 0.10+0.18
c22:0 069 011 011 016 021 037 0.09 0.08 0.28+0.29
Digerleri 318 318 515 296 119 357 0.25 5.15 3.14+1.44
SFAs 7081 7372 7565 7652 7221 7675 69.74 76.75 72.76+2.12
MUFAs 2440 2095 1829 19.88 2359  18.79 18.29 26.10 22.02+2.39
PUFAs 161 215 091 064 201 080 0.64 426 2.07+1.07

*. SFAs: Doymus Yag Asitleri, MUFAs: Tekli Doymamis Yag Asitleri, PUFAs: Coklu Doymamis Yag Asitleri
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Tablo 5. Adiyaman peynirlerinin  konjuge

icerikleri (mg/g yag)

linoleik asit

Table 5. Conjugated linoleic acid content of Adiyaman

cheeses (mg/g fat)

Ornek Kodu Konjuge Linoleik Asit

1 2.298
2 0.735
3 1.355
4 2.726
5 0.992
6 1.211
7 10.318
8 0.853
9 5.667
10 1.466
11 1.050
12 1.690
13 1.172
14 1.483
15 4.652
16 4.054
17 1.950

En disik 0.735

En yuksek 10.318

Ortalama 2.57+£2.45

Bu calismada Adiyaman peynirleri igin gergeklestirilen
tekstlr profil analizleri kapsaminda orneklerin sertlik,
yapiskanlik, elastikiyet, i¢ yapiskanlik, cignenebilirlik ve

esneklik parametreleri incelenmistir. Bu parametrelere
ait sonuglar Tablo 6’da verilmigtir.

Tablo 6. Adiyaman peynirlerinin tekstir profil analizi sonuglari
Table 6. Texture profile analysis results of Adiyaman cheeses

Ornek Kodu Sertlik (g) Yapigkanlik (g.s)  Elastikiyet  Ic Yapiskanlk  Cignenebilirlik Esneklik

1 1918.72+18.37 -13.24+10.16 0.0410.01 0.06+0.01 4.49+1.82 0.04+0.00

2 1984.93+232.28 -2.23+1.39 0.20+0.16 0.06+0.00 25.20+22.06 0.04+0.00

3 2700.79+158.28 -2.3510.63 0.06+0.00 0.09+0.00 12.74£0.70 0.05+0.00

4 5043.93+0.00 -0.09+0.00 0.05+0.00 0.08+0.00 18.71+0.00 0.06+0.00

5 2271.08+294.87 -5.58+1.16 0.04+0.00 0.06+0.00 5.51+0.18 0.03+0.00

6 3767.66+277.11 -21.49+17.38 0.0410.00 0.07+0.00 11.4310.20 0.04+0.00

7 378.91£119.92 -13.67+12.41 0.0940.06 0.06+0.00 2.34+1.83 0.03+0.00

8 485.54+68.75 -2.68+1.58 0.17£0.13 0.06+0.01 4.24%3.25 0.03+0.00

9 3187.30465.64 -9.28+0.46 0.0410.00 0.06+0.00 7.50+0.18 0.03+0.00

10 1132.91+49.25 -21.29+11.47 0.03+0.00 0.05+0.00 1.82+0.22 0.03+0.00

11 3145.21+247 .45 -6.98+2.43 0.04+0.00 0.06+0.00 6.65+0.20 0.03+0.00

12 1580.33+40.39 -15.70+14.47 0.25+0.21 0.07+0.00 26.05+21.67 0.04+0.00

13 1247.35+223.95 -2.58+1.89 0.37+0.02 0.08+0.00 36.37+7.06 0.04+0.00

14 4605.83+17.15 -3.4612.71 0.0410.01 0.06+0.01 12.48+2.89 0.04+0.00

15 1420.12+83.88 -21.25+16.18 0.0410.00 0.07+0.00 3.46+0.20 0.04+0.00

16 464.351+54.60 -19.30+11.94 0.22+0.18 0.06+0.00 6.6115.57 0.03+0.00

17 1718.74+333.94 -6.51+1.31 0.04+0.00 0.06+0.00 4.25+0.91 0.04+0.00
En disik 464.35 -21.49 0.03 0.05 1.82 0.03
En yiiksek 5043.93 -0.09 0.37 0.08 36.37 0.06

Ortalama 2179.63+1373.68 -9.86+10.46 0.1040.12 0.06+0.01 11.17+£11.69 0.04+0.01

Peynir 6rneklerinin sertlik degerleri 464.35-5043.93 ¢
araliginda degiskenlik gostermistir. Eren Karahan ve
ark. [13] Adiyaman peynirleri Uzerinde gerceklestirdikleri
calismada Orneklerin sertlik degerlerinin  574.42-
29457.80 g araliginda degistigini belirlemislerdir [13]. Bu
c¢alisma sonuglari ile karsilastirildiginda, galismamizdaki
Adiyaman peynirlerinin sertlik degerlerinin daha dusik
oldugu gorulmektedir. Kdse ve ark. [24] 25 adet Malatya
peyniri ile gerceklestirdikleri c¢alismalarinda sertlik
degerlerinin  1347.82-29823.56 g olarak genis bir
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aralikta degistigini bildirmislerdir [24]. Peynirlerin sertlik
degerinin yad, nem ve mineral madde igerigi olmak
Uzere U¢ faktore bagh oldugu, yliksek su veya yag
icerigi  nedeniyle, peynirlerden ayrilan  protein
molekullerinin yumusakhg arttirdidi bildirilmektedir [34].
Bu calismada da kurumadde orani ylksek olan peynir
orneklerinin sertlik degerlerinin daha yuksek oldugu
gOrulmustur.
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Adiyaman peynirlerinin yapiskanlik (g.s) degerleri -21.49
ile —0.09, elastikiyet degerleri 0.03 ile 0.37, i¢
yapiskanhk degerleri 0.05 ile 0.08, ¢ignenebilirlik
degerleri 1.82-36.37 ve esneklik degerleri 0.03 ile 0.06
arasinda degiskenlik gostermistir. Eren Karahan ve ark.
[13] Adiyaman peynirlerinin yapigkanlik, elastikiyet, i¢
yapiskanhk, cignenebilirik ve esneklik degerlerini
siraslyla; -72.40-0.02 g.s, 0.35-0.84, 0.76-0.93, 460.36
ve 35978.12 araliginda belirlemiglerdir. Adiyaman
peyniri icin standardize bir Uretim yonteminin
olmamasina bagli olarak, tekstir profil analizini etkileyen
faktorlerin  (bilesim, yapisal o6zellikler, olgunlasma

dizeyi) cesitliliginin s6z konusu degerler arasindaki
farkliliga sebep olabilecegi dustnilmektedir.

Adiyaman peynirlerine ait minimum, maksimum ve
ortalama TAMB, laktobasil, laktokok ve maya-kuf
sayllari Tablo 7'de gésterilmigtir. Orneklerin TAMB
sayisi  7.30-9.38 log kob/g araliginda bulunmus,
ortalama TAMB sayisi ise 8.46+0.56 log kob/g olarak
tespit edilmistir. Konu ile ilgili yapilan bir galismada
Adiyaman peynirlerinin TAMB sayisinin 5.94-8.56 log
kob/g arasinda degistigi, Orneklerin ortalama TAMB
sayisinin ise 7.44 log kob/g oldugu belirtilmistir [9].

Tablo 7. Adiyaman peynirlerinin mikrobiyolojik analiz sonuglari (log kob/g)
Table 7. Microbiological analysis results of Adiyaman cheeses (log cfu/g)

Ornek Kodu Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Laktobasil Laktokok Maya-Kif

1 8.30 8.08 8.23 7.70
2 7.65 7.28 7.53 7.20
3 8.34 5.78 7.80 7.83
4 8.11 7.48 8.11 7.43
5 8.15 5.70 7.45 7.85
6 7.30 6.65 7.08 6.93
7 8.68 8.41 8.72 7.78
8 8.86 8.58 8.78 7.95
9 8.74 6.30 8.78 6.30
10 8.93 8.08 8.94 7.74
11 8.08 7.60 8.23 7.34
12 8.48 8.41 8.48 7.83
13 9.38 9.28 9.38 8.18
14 9.26 8.88 9.38 7.91
15 8.80 6.30 8.74 8.08
16 8.86 8.72 9.18 8.00
17 7.92 5.85 7.32 7.68

En disik 7.30 5.70 7.08 6.30

En ylksek 9.38 9.28 9.38 8.18

Ortalama 8.46+0.56 7.49+1.19 8.36+0.72 7.63+0.47

Adiyaman ilindeki farkli Uretici ve satis noktalarindan
temin edilen 17 adet taze Adiyaman peynirlerinde
laktobasil ve laktokok sayilari sirasiyla; 5.70-9.28 log
kob/g ile 7.08-9.38 log kob/g araliginda degiskenlik
gOstermistir. Adiyaman peynirlerinde ortalama laktobasil
ve laktokok sayilari sirasiyla 7.49+1.19 ve 8.36+0.72 log
kob/g olarak belirlenmigtir. Adiyaman peynirlerindeki

maya-kuf sayilarinin ortalama 7.63+0.47 log kob/g
oldugu ve 6.30-8.18 log kob/g arasinda degistigi
belirlenmigtir.  Ceylan ve ark. [9] Uretimlerini

gerceklestirdikleri Adiyaman peynirlerindeki maya-kaf
sayilarinin 3.84-6.86 log kob/g arasinda degistigini ve
Orneklerdeki ortalama maya-kif sayisinin 5.23 log kob/g
oldugunu tespit etmislerdir. Ozel kosullarda kiif suslari
ile Uretilen ve/veya olgunlastirilan peynirler harig peynir
kalitesinin maya-kif sayisi ile ters orantih oldugu
bilinmektedir [35]. Kiflenme, peynirin goérinds ve
kokusunda istenmeyen degisikliklere neden olmasinin
yaninda mikotoksin olusturarak saglik sorunlarina da yol
acabilmektedir [36]. Adiyaman peynirlerinde maya-kuf
sayillarinin  yiksek olmasinin peynirlerin  hijyenik
kosullarda Uretilmediginin 6énemli bir gdstergesi oldugu
disunllmektedir. Cig sltten Uretilen peynirlerde tretim
alani ve ¢ig slt, peynirdeki starter olmayan laktik asit
bakterilerinin temel kaynagidir. Pastorize sutten uretilen
bazi peynirlerde de bulunabilen starter olmayan laktik
asit bakterilerinin  kaynagi ise sl iglemin yetersiz
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uygulanmasi ya da isil islem sonrasi bulasmadir. Cig
sutten uretilen peynirlerin mikroflorasi, pastorize sutten
Uretilenlere goére daha karmasiktir [37]. Konu genel
olarak degerlendirildiginde, peynirlere ait mikrobiyolojik
analiz sonuglarindaki degigkenligin Uretim kosullari,
peynire islenen ¢ig sutlerin mikrobiyolojik kalitesi ve
Uretim sonrasi muhafaza sartlarinin  farkliigindan
kaynaklanabilecedi distnilmektedir.

SONUG

Geleneksel peynirlerin Uretim ydntemlerinin belirlenmesi
ve oOzelliklerinin incelenmesi, bu tir peynirleri buyik

Olgcekte  Uretebiimek  ve  geleneksel  gesitliligi
koruyabilmek agisindan 06nem tasimaktadir. Bu
calismada Adiyaman ilindeki farkli Uretici ve satis

noktalarindan temin edilen 17 adet Adiyaman peynirinin
fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve tekstirel &zelliklerinin
oldukga genis bir aralikta degisim goOsterdigi tespit
edilmistir. Bu durumun hammadde Ozelliklerinin
degdiskenliginden ve peynir Uretiminde uygulanan farkl
islemlerden kaynaklanabilecegi  degerlendirilmigtir.
Ayrica Adiyaman peynirlerinin - maya-kif sayisinin
yuksek olmasi Uretim kosullarinin hijyenik sartlar
acisindan iyilestiriimesi gerekliligini ortaya koymustur.
Glnlik beslenmede fazla tuz tiketimine bagl olarak
yuksek tansiyon, cesitli bébrek rahatsizliklari ve sinir



0. Gokge, D. Bayana, A. Kiigiikgetin, O Giirsoy Akademik Gida 20(4) (2022) 374-385

dokularinda fonksiyon bozukluklari gibi saglik sorunlari
ile kargilagilabilmektedir. Peynirlerin tuz analiz sonuglari
degerlendirildiginde mevzuatta izin verilen kurumaddede
tuz miktarlarindan yuksek degerler tespit edilmistir. Bu
durumun olasi saglik sorunlari meydana gelmemesi igin
glnlik beslenmede tuketilecek peynir miktarlar
acisindan dikkate alinmasinda fayda olacaktir. Bununla
birlikte bagisiklik sistemini guglendirici 6zellikleri ve
kanser ve diyabet 6nleyici etkileri gibi sagliga faydal
birgok 6zelligi bildirilen konjuge linoleik asit igerigi
acisindan geleneksel Adiyaman peynirlerinin énemli bir
kaynak olabilecedi  degerlendirilmistir.  Adiyaman
peynirleri icin cografi isaret tescili calismalarina hiz
kazandirimasi ve bir standart dahilinde Adiyaman
peyniri Uretimlerinin  gergeklestiriimesi, bu peynirin
uretim ve tudketim aginin zenginlesmesi bakimindan
Onem arz etmektedir.

TESEKKUR

Adiyaman peynirlerini sehirdeki farkli Ureticiler ve satis
noktalarindan temin ederek soguk zincir kosullarinda
laboratuvarlarimiza  ulagtirlmasini  saglayan  Ezgi
GOKCE SAHINGOZ ve Berkay SAHINGOZ ile
analizlerin gerceklestiriimesindeki yardimlarindan dolayi
Esin INCUCUK’e tesekkiir ederiz. Ayrica analizlerin
gerceklestiriimesi  sirasinda alt yapr ve diger
imkanlarindan yararlandigimiz Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi, Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi'ne tesekkur ederiz.
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Bu calismada, atik gay ekstraktindan uretilen Aspergillus niger'den kimyasal ydntemlerle kitosan 6zitlenerek, bu
kitosan oOrneklerinin belirli 6zellikleri arastinlmistir. Kurutulmus atik gaylardan %5, 10 ve 20 konsantrasyonlarda
hazirlanan karisimlar sterilize edilip stizildikten sonra A. niger asilanmis ve 25°C'de 5 giin inkibe edilmistir. Elde
edilen biyokutleden kimyasal yontem kullanilarak kitosan ekstrakte edilmistir. Elde edilen kitosanin yapisal 6zellikleri
FT-IR, FESEM ve NMR ile belirlenmistir. Uretilen kitosanin antimikrobiyal ézellikleri Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere, mayalara ve kuflere karsi disk difizyon testi kullanilarak analiz edilmistir. Sonuclar, %5, 10 ve 20
konsantrasyonlarda hazirlanan cay ekstraktlarinda dretilen A. niger misellerinin kitosan ekstraksiyon veriminin
siraslyla %13.98, 15.71 ve 17.57 oldugunu gostermistir. Elde edilen FT-IR, FESEM ve NMR spektrumlarinin benzer
¢aligsmalarda rapor edilen A. niger‘den Uretilen kitosan ve ticari kitosan ile uyumlu oldugu gértlmastir. Gram pozitif ve
negatif bakterilere kargi %1 ve 2-4 kitosan sollsyonlari sirasiyla 7 ile 8 mm inhibisyon zonu olusturmustur.
Saccharomyces cerevisiae kitosana karsi en hassas kuiltlr olarak belirlenmigtir. Ticari kitosan, fungal kitosana gore
test edilen mikroorganizmalara kargl daha fazla antimikrobiyal aktivite gostermistir. Fungal kitosanin deasetilasyon
derecesi %92 olarak bulunmustur. Arastirmada elde edilen bulgulara gore, gevre agisindan 6nem kazanan atik
maddelerin degerlendiriimesi amaciyla atik caylarda gelistirilen A. niger kifinden kitosan Uuretimi ilk defa
gerceklestirilmis olup, ¢alisma bu konudaki arastirmalar i¢in yol gdsterici niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus niger, Kitosan, Atik cay

Characteristics of Chitosan from Aspergillus niger Micelles Produced in Waste Tea Extract
ABSTRACT

This study investigated specific properties of chitosan extracted by chemical methods from the micelles of Aspergillus
niger grown in tea waste extract. Mixtures prepared from dried tea wastes at 5, 10 and 20% concentrations were
sterilized and filtered, then A. niger was inolulated and incubated at 25°C for 5 days. Chitosan was extracted from the
biomass by using a chemical method. The results of FT-IR, FESEM, and NMR analyses were used to determine the
structural properties of chitosan extracted. In addition, antimicrobial properties of chitosan against Gram positive and
Gram negative bacteria, yeasts, and molds were determined by using the disk diffusion test. Results showed that
chitosan extraction efficiencies were 13.98, 15.71 and 17.57% for A. niger micelles produced in tea extracts prepared
at 5, 10 and 20% concentrations, respectively. It was observed that FT-IR and NMR spectra were compatible with
both chitosan from A. niger reported by similar studies and commercial chitosan. It was observed that 1 and 2-4%
chitosan solution formed inhibition zones of 7 and 8 mm in diameter against Gram positive and Gram negative
bacteria, respectively. Saccharomyces cerevisiae was the most susceptible culture to chitosan. Commercial chitosan
showed better antimicrobial activity against the tested microorganisms than fungal chitosan. The deacetylation degree
of fungal chitosan was 92%. According to the results of this study, the production of chitosan from A. niger mold
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grown in waste teas was carried out for the first time in order to evaluate the waste materials that have gained
importance in terms of the environment, and this study could be used as a guide for future studies on this subject.

Keywords: Aspergillus niger, Chitosan, Tea waste

GiRIiS

Kitin, N-asetil-D-glukozamin birimlerine sahip bir yapi
olusturmaktadir.  Sulu  ¢ozlcllerde ve organik
¢ozuculerde ¢ozinmemesi nedeniyle endustriyel
kullanimi g¢ok azdir. Selllozdan sonra dogada ¢ok
yaygin bulunan, yenilenebilir ve elde edilmesi kolay bir
biyopolimerdir [1]. Bazi funguslarda, suda yasayan
kabuklu canlilarda, ve boceklerde bulunmaktadir. Kitinin

en oOnemli tdrevlerinden biri olan kitosan molekul
zincirindeki  N-asetil-D-glukozamin  birimlerinin, D-
glukozamin birimlerine dénustirulmesi yani

deasetilasyon islemiyle elde edilmektedir. Deasetilasyon
derecesi en az %60 olan kitine, kitosan denmektedir ve
kitosani kitinden ayiran temel parametre, deasetilasyon
derecesidir [2].

Kitosan dogadaki en 6nemli ve en fonksiyonel dogal
polimerlerdendir. Kullanim alaninin genis olmasi ve
tirevlenebilir olmasi onu daha cezbedici bir hale
getirmektedir. Kitosanin; dogal bir kaynak olmasi,
biyolojik olarak pargalanabilmesi ve ¢evre Kkirliligine
sebep olmamasi, bitkisel ve hayvansal dokular icin
uyumlu olmasi ve toksik bir etkisinin olmamasi, biyolojik
olarak fonksiyonel bir bilesik olmasi, molekll yapisinin
degistirilebilir olmasi nedeniyle endustriyel alanda
oldukca yaygin bir sekilde kullanim alanina sahiptir [3-
5]. Glndmuzde ticari olarak kitosanin Gretimi, genellikle
kabuklu deniz hayvanlarinin atiklarindan ekstraksiyon
islemi ile elde edilmektedir. Fakat bu kitosan kaynaginin

elde edilmesinde kabuklularin yapilarindaki
proteinlerden  kaynakl  alerji  risklerinin  olmasi,
mevsimsel  sartlarin  sinirlandirmasi gibi  bazi
dezavantajlari vardir [6]. Bu gibi dezavantajlarin
olmamasi igin, fermantasyon teknolojisiyle

mikroorganizmalarin blyuk 6lgekli gogaltiimasiyla, hiicre
duvarinda kitin ve kitosan bulunan fungal canlilarin ek
kaynak olarak kullanilmasi igin ¢aligmalar uygulanmaya
baslamistir. Kfler, ilkel besleyici ortamlarda kolaylikla
Ureyebilme ve c¢ogalma oOzellikleri sayesinde ucuz ve
sinirsiz  bir kaynak olmasi, az miktarda mineral
icermeleri sebebiyle, ekstraksiyon igleminde kabuklu
canlilarda yapilan demineralizasyona gerek
duyulmamasi gibi olumlu yonlere sahiptir [7], [8]. Ayrica
kitosanin; fermantasyon sartlarinda fizikokimyasal
Ozellikleriyle (deasetilasyon, molekul agirligi, viskosite
gibi)  bazi  degisikliklerin  yapimasiyla  kontrol
edilebilmektedir [6].

Yapilan c¢alismalarda, Aspergillus nigerin  kolay
bulunabilir olmasi ve hicre duvarindaki kitosan
miktarinin (%11) fazla olmasi nedeni ile kitosan Uretimi
icin en iyi kiiflerden birisi oldugu rapor edilmistir [6, 9]. A.
niger kufinun kitosan miktarinin 107 mg/g (%211) gibi
yuksek seviyelere ¢ikabildigi Pochanavanich ve
Suntornsuk [9] tarafindan kanitlanmistir.
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Kitosanin kif misellerinden Uretiminin  geleneksel
yonteme gore verimi ¢ok daha disuk oldugu igin son
yillarda arastirmacilar verim artirici galismalar lzerine
odaklanmigtir. Bu projede de atik cay otlan kuf
Uretiminde besiyeri olarak kullanilarak kitosan veriminin

artinimasi  ve  Uretim  maliyetinin  dusurtlmesi
hedeflenmektedir. Bu kapsamda projemizin amaci atik
cayda Uretilen  Aspergillus nigerden, kimyasal

yontemlerle kitosan Uretmek ve uretilen kitosanin belirli
Ozelliklerini belirlemektir.

MATERYAL ve YONTEM
Atik Gay Ekstraktinin Hazirlanmasi

Kitosan dretimi icin kullanilan demlenmis caylar
istanbulda bir kafeden temin edilmistir. Alinan
demlenmis siyah gaylar (900 g, Ofcay, Rize, Turkiye)
kismi olarak slzilmis ve etlivde 180°C'de 4 saat
kurutulduktan sonra gerektiginde kullaniimak Uzere
-20°C’de depolanmistir.

Kurutulan gaylar saf su ile igerisinde %5, 10 ve 20 (a/h)
(g/mL) oraninda karigsim hazirlandiktan sonra otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Daha sonra steril
gaylar oda sicakligina sogutulduktan sonra Whatman
No 1 filtre kagidi kullanilarak steril sartlarda filtre
edilmistir. Stzulmis c¢ay 4 paralelli olarak 150 mL’lik
erlenlere 100 mL olacak sekilde bolinmustir.

Kullanilan Mikroorganizmalar

Aspergillus niger, Penicillium expansum, A. sydowii, A.
wentii, A. japonicus, A. flavus, A. clavatus, Williopsis
saturnus spp. saturnus, Saccharomyces cerevisiae,
Staphylococcus aureus, Listeria  monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, S. Typhimirium
saf kiltirleri Sakarya Universitesi, Mihendislik
Fakultesi, Gida Muahendisligi Bolimu kaltar
koleksiyonundan temin edilmistir. Saf kiltirler %15
gliserol iceren Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck,
Almanya) iginde -80°C’de muhafaza edilmigtir.

Kitosan

Aspergillus Kiifiinden

Ekstraksiyonu

niger

A. niger TSB + %0.6 yeast extract (TSBYE) besiyerinde
aktiflegtirildikten sonra 5 gin 25°C’de inklibasyona
birakilmistir. Gelistirilmis olan A. niger kiltirinden 100
ML 100 mL sizilen gaylara ve kontrol olarak kullanilan
100 mL TSBYE'ye inokule edildikten sonra 25°C’'de 7
gin inkibasyona birakilmistir. Kitin ve kitosan elde
etmek icin, A. niger biyokutleleri besiyerinden No.1
Whatman filtre kagidi kullanilarak filtre edilip daha sonra
da saf su ile yikanmistir.
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Sekil 1. Farkh besiyeri ortamlarinda gelisen A. niger biyokutleleri: (a) TSBYE ortaminda ve b

) Atik gay ortaminda

gelismis
Figure 1. A. niger biomass grown in different media: (a) TSBYE and b) Waste tea medium

Kitosan  ekstraksiyon icin  Pochanavanich  ve
Suntornsuk’un  [9'un  kullandiklari  metot referans
alinmigtir. Bu metoda gore, A. niger biyokitlesi kuru
agirhgr belirlemek amaciyla etiivde 60°C’de bir gin
boyunca kurumaya birakilmigtir. Kuruyan biyokutle
(Sekil 1), santriflj tuplerine tartilarak koyulmus ve 1:30
mL oraninda, 1 N NaOH c¢ozeltisi Uzerine eklenmistir.
Biyokutle homojenizatéor (Braun MQ5220, Almanya)
yardimi ile pargalandiktan sonra 121°C’'de 15 dakika
otoklavlianmigtir. Ornekler santrifiij islemine (9000 rpm,
15 dakika, 4°C’de) tabi tutulduktan sonra pellet kismi saf
su ile yikanmistir ve %2’lik asetik asit ¢gozeltisi eklenerek
pH’nin 7 olmasi saglanmigtir. Ornekler santrifiij (9000
rpm, 15 dakika, 4°C’'de) edildikten sonra pellete %2’lik

asetik asit 1:40 (hacmen) oraninda ilave edildikten
sonra. ¢alkalamali su banyosunda, agzi kapali olarak
95°C’de 8 saat ekstraksiyona birakilmistir. Soguduktan
sonra orneklere tekrar santrif(jj islemi (9000 rpm, 15
dakika, 4°C’de) uygulanmistir. Santrifijlendikten sonra,
¢ozinmeyen kisim (kitin) ayiriip sipernatant kisminin
pH’s1 2 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak 10’a ayarlanmistir.
Tekrar uygulanan santriflj islemi (9000 rpm, 15 dakika,
4°C’de) sonunda pelet kismi 100 pL, %Z2’lik asetik asit
ve distile su ile yikanmistir. Elde edilen karigima steril
petrilerde liyofilizasyon iglemi uygulanmig, 2 gin-
42°C’de kurutulmus ve son agirliklari belirlenmistir. Elde
edilen kitosan (Sekil 2) -20°C sicaklikta depolanmistir.

Sekil 2. Liyofilizasyon ile elde edilen kitosanlar
Figure 2. Chitosans obtained by lyophilization

Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi

Kitosan deasetilasyonunun derecesi titrasyon islemiyle
belirlenmigtir [11]. Kitosan 20 cm™, 0,01 M HCI asit ve
50 cm™ deiyonize suda c¢o6zunduruldikten sonra 30
dakika karistinimigtir. Daha sonra kitosan g¢ozeltisi 0.01
M NaOH ile titre edilmistir. Renk dénlisimii olunca islem
durdurulmustur.  Asetil ylzdesi ve deasetilasyon

Deasetilasyon Derecesi (%) = 100 — % Asetil

derecesi asagidaki Denklem (1) ve (2) kullanilarak
hesaplanmistir:

% Asetil =V x0,04305 ~w Denklem (1)
Burada V, NaOH 'in titrasyonda kullanilan hacmi (ml) ve

w, numunenin agirhididir (g). Asetilasyon derecesi
asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmigtir.

Denklem (2)
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Vizkozite

Olciim icin, %1’lik oraninda kitosan érnedi elde etmek
icin A. niger'den elde edilen kitosan (ANK) veya kontrol
icin ticari kitosanin (TK) %Z2'lik asetik asit igerisinde
kanstinlmigtir.  Karsimin  vizkozitesi, vizkozimetre
(Fungilab Ubbelohde Spin R-5, ispanya) kullanilarak
Olgulmastar [9].

Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR)
Olgimii

FT-IR analizleri; Sakarya Universitesi Fen Edebiyat
Fakultesi Kimya Bolimu laboratuvarinda bulunan FT-IR
spektroskopisi (Shimadzu IR, Prestige 21, Japonya)
kullanilmistir. ANK veya TK igin 400-4000 cm™ bolgesi
igin spektrumlar elde edilmigtir.

Alan Emilsiyon Taramali Elektron Mikroskobu
(FESEM) Olgumii

ANK ve TK yapisinin yiizey morfolojisi FESEM (Jeol
JSM 6060 LV, Japonya), kullanilarak gergeklestirilmistir.
Orneklerden daha iyi gérinti alabilmek igin ¢ekimden
Once altin kaplama cihazi ile 6rneklerin ylzeyi altinla
kaplanmigtir. Ornekler 500x, 1000x, 5000x ve 10000x
olmak U(zere dort farkh blylUtme oranlarinda gorinti
alinmistir.

NMR Analizi

Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Kimya
Bolimi NMR arastirmalari  laboratuarinda bulunan
Varian Mercury 300 MHz H-NMR spektroskopisi
kullanilarak yapilmistir. Coézici olarak 10 mg D,O
(deteryum oksit) (Sigma Aldrich, ABD) ve Dg (DMSO)
(Sigma Aldrich) kullaniimigtir.

Disk Difiizyon Testi

Kitosanlarin antimikrobiyal o6zelligini test etmek igin
difizyon testi kullaniimistir [10]. Bu testte kullanilacak
kilturler; P. expansum, A. sydowii, A. wentii, A.
japonicus, A. flavus, A. clavatus, W. saturns spp.
saturns, S. cerevisiae, E. coli O157:H7, S. aureus, L.
monocytogenes, S. Enterititis, S. Typhimirium kaltarleri
10 mL TSBYE’de mayalar ve kifler icin 25°C 3 gin,
bakteriler icin ise 35°C’de 24 saat inkUbasyona

birakilarak aktiflestiriimistir. Kitosan solisyonu (5
mg/mL) 1% (v/v) asetik asit soliisyonunda hazirlanmig
ve 121°C'de 20 dakika sterilize edilmistir. Sterilize
edilmis olan TSAYE her bir petride 20 mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Her bir petriye 200 pL ayr olarak
mikroorganizmalar inoklle edilmistir. Daha sonra
mikroorganizma inoklle edilmis petrilere yerlestirilen
steril disklere %1 asetik asit ¢ozeltisi icerisinde farkli
konsantrasyonlarda (%0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8)
hazirlanan 10 yL ANK veya TK 6rnekleri emdirilmigtir.
Negatif kontrol olarak %1 asetik asit kullanilmistir.
Bakteriler 35°C’de 24 saat, mayalar 30°C’de 36 saat ve
kifler 25°C'de 5 gun inkibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonunda ise zon olusma durumuna gére (+)
ve (-) sonuglar degerlendirilmistir.

istatistiksel Analizler

istatistik analizler igin IBM SPSS 28.0 Istatistik programi
kullanilmistir. Duncan testi kullaniimis olup degerler
arasl fark, bagimsiz degiskenler igin p < 0,05 anlamlilik
diizeyinde 4 paralel 6rnek incelenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Aspergillus niger’den Ekstrakte Edilen Kitosan
Verimi

Yapilan galismadan alinan sonuglarda, besiyeri amagli
kullanilan cay ekstraktinda ekstrakt orani arttikga kif
misel gelisiminin de dnemli derecede arttigi goéralmuastir
(p<0.05) (Tablo 1) (Sekil 3). Ornegin, %20 cay ekstrakt
iceren besiyerinde gelisen A. niger kuft kuru misel
agirhdr 3.30 g iken %5 ekstrakt igeren besiyerinde
gelisen kifun 1.68 g kuru misel agirligi oldugu
gOzlenmistir. Kuru kuf misellerinden elde edilen
kitosanin verimi ise besiyerindeki gay ekstrakt miktari
%5'ten %20’ye arttiginda %13.98’den %17.57’ye ¢iktigi
rapor edilmistir (p<0.05). Cay ekstraktinin %5 ve %10
oldugu besiyerlerinden elde edilen kif misellerinden
ekstrakte edilen kitosan verimi arasinda 6nemli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Cay ekstraktindan elde edilen
besiyerinde gelistirilen kiflerin kitosan verimleri TSBYE
besiyerinde gelisen A. niger'e goére de 6nemli dlgtde
fazla bulunmustur. Buna goére, bu g¢alismada
besiyerindeki c¢ay ekstrakt miktarinin %20 civarinda
kullaniimasinin kitosan igerigi ylksek A. niger Uretimini
saglayabilecegdi gorulmusgtar.

Tablo 1. Farkh konsantrasyonlardaki ¢ay ekstraktinda Uretilen A. niger'in kuru misel ve kitosan

miktarlari

Table 1. Amounts of dry micellar and chitosan produced by A. niger in tea extracts at different

concentrations

Besiyeri

Kuru Misel Agirhigi (g)

Kitosan Miktari (g) Kitosan Verimi (%)

Cay ekstrakti, %20’lik* 3.30+0.287
Cay ekstrakti, %10’luk 1.00+0.30¢
Cay ekstrakti, %5’lik 1.68+0.43b
TSBYE 2.16+0.59p

0.58+0.092 17.57+0.41b
0.16+0.04¢ 15.71+0.74a
0.24+0.08b 13.98+0.31a
0.15+0.08¢ 7.63+0.13¢

*Cay ekstrakti kurutulmus atik gay otunun su igerisinde 121°C’de 15 dakika isitiimasi ve filtre kadidindan
stizllmesi ile elde edilmigtir. a-b-c: Cizgiyle ayrilmig ayni situnda farkli kiiglik harfle gdsterilen ortalamalar

arasindaki fark, istatistiki agidan énemlidir (p<0.05).
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Sekil 3. Farkh konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ay ekstraktinda uretilen A. niger’in kuru misel ve kitosan miktarlari
Figure 3. Amounts of dry mycelium and chitosan of A. niger produced in tea extract at different concentrations

Atik cayda; %20-30 polifenol, %4-5 kafein, %2-4 amino
asit, %2-4 seker, %2,5 organik asit, %4-8 yagd, %5
mineral, %0.8 pigment, %16 protein bulundugu rapor
edilmistir[12]. Atk c¢ayda bulunan besin icerigi,
mikroorganizmalarin gelismesi igin uygun bir ortam
olusturdugu gorulmektedir [13]. A. niger de bu ortamda
kolaylikga gelisme imkani bulmus ve atik gay ortami
hicre duvarindaki kitosan miktarina da destekleyici
etkide bulunmustur.

Birgok calisma besiyeri ortamindaki besin igeriklerinin
kif misellerindeki kitosan miktarina etkisini incelemistir
[14, 15]. Kitosan veriminde bir artis ya biyokutle verimini
artirarak ya da kitosanin hicre duvari igerigindeki
artisiyla elde edilebilmektedir. Ornegin, kitosan nitrojen
iceren bir biyopolimer oldugundan, fungus hiicre
duvarlari igin kitin/kitosan Uretmek igin besin olarak
inorganik veya organik nitrojen kaynagina ihtiyag
duydugu raporlanmistir  [14], Farkh olarak, besin
ortamina manganez ve demir gibi minerallerin takviyesi
kiflerin hiicre duvarlarindaki kitosan igerik artisindan
ziyade biyokitle Uretimindeki artis yoluyla kitosan
verimini artirdigi  gézlenmistir [16,17]. Benzer bir
calismada, Rane ve Hoover [17], besiyerinin Absidia
coerulea'dan kitosan uretimi Uzerindeki etkisini incelemis
ve daha fazla miktarda glikoz ve protein ile takviye
edilmis besiyerinin, kitosan verimi Uzerine olumlu etkisini
gOstermistir. Cayda bulunan manganez, demir, azot,
glikoz ve nitrojen kitosan verimine etkisi olan besinlerin
cay ekstrakt miktarinin artmasiyla paralel artisi kif
biyokultlesi dolayisiyla kuru misel agirligi ve kitosan
verimi artigina neden oldugu distnulmektedir.

Benzer galismalarda da, birgok kifiin kitosan verimleri
gdzlenmistir [9, 18-20]. Ornegin, A. niger ve Rhizopus
oryzae’'nin sirasiyla 107 ve 138 mg/g kuru agirlikta
kitosan Uretimi ve %11 ve 14 kitosan verimi verdigi
gosterilirken, L. edodes'in kitosan verimi %3.3,
Zygosaccharomyces rouxii’nin kitosan verimi  %3.6

Tablo 2. Kitosanlarin viskozite degerleri

Table 2. Viscosity values of chitosans

olarak raporlanmistir [9]. Bu calismada ise, Ug¢ ayri
konsantrasyona sahip besiyeri ortamlarindan en yiksek
kitosan igeridi %20’lik cay ekstraktinda gelistirilen A.
niger misellerinden elde edilen %17.57 kitosan ile diger
calismalarla kiyaslandiginda daha fazla verim alindigi
gOrulmektedir.

Kitosan Orneklerinin Deasetilasyon Derecesi

TK’'nin deasetilasyon degeri %89 olarak O&lgilirken
ANK’nin deasetilasyon degeri ise %92 bulunmustur.
Deasetilasyon  derecesi  kitosanin fizikokimyasal
ozelliklerini etkileyen 6nemli bir parametredir. Yiksek
derecede deasetilasyona sahip kitosan, yiksek pozitif
yuklere sahiptir ve pihtilastirici veya selatlayici ajan,
berraklagtirici ajan veya antimikrobiyal ajan olarak gida
uygulamalari igin daha uygundur [20]. Pochanavanich
ve Suntornsuk’un [9] yaptiklari ¢alismada ticari kitosanin

deasetilasyon degeri %98 ve fungal kitosanin
deasetilasyon degeri %90 olarak raporlamistir.
Sonuglarin  birbirine  yakin  oldugu goérilmektedir.

Deasitilasyon derecesinin belirlenmesi icin FTIR ve
alkali metot gibi farkli analiz metotlari kullaniimaktadir.
Bu calismada kullanilan alkali metodu tirrasyon teknigi
ile yapildidi icin hassasiyeti diger metoda gére dusuktir.
Deasitalasyon derecesinin diger calismalarda
raporlanan  sonuglara gbére yiksek g¢ikmasinin
nedenlerinden birisinin bu oldugu disunutlmektedir.

Kitosan Orneklerinin Viskozitesi

ANK’nin viskozitesi 0.5-0.8 centipoises (cP) ve TK'nin
viskozitesi 3.1-3.5 cP olarak bulunmustur.
Pochanavanich ve Suntornsuk [9] yaptigi calismada
fungal kitosanin viskozitesi 3.1-6.2, centipoises (cP)
olup, yenge¢ kitosaninin viskozitesinden olduk¢a
disuktur (Tablo 2). Bu c¢alismada ANK'nin ve TK’nin
viskozitesi Pochanavanich ve Suntornsuk [9] tarafindan
bildirilenlerden dusik ¢ikmigstir.

Sicaklik (°C) TK (rpm)  Viskozite  ANK (rpm)  Viskozite (cP)
20°C 3.1 4 0.4 0.5
25°C 3.5 4.3 0.6 0.8
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Kitosan Orneklerinin Fourier Transform infrared

Spektroskopisi Olgiimii

Atik gayda Uretilen A. nigerden ekstraksiyon yoluyla
uretilen kitosandan ve TK'dan elde edilen FT-IR pikleri
Sekil 4'te verilmistir. Sirasiyla; ANK’nin 3415 cm™ bandi
ve TK'da 3288 cm™ bandi, —-NH, ve —OH grubunun
gerilme titresiminden kaynakli olustugu sdylenebilir [21],

1007

85 3415.29cm-1, 87.04%T

%T

[22]. ANK’'nin 1637 cm™ bandi ve TK'nin 1648 cm™
bandi ise karbonil geriime -NH amid baglanti
proteininden kaynakli oldugu dusinulmektedir. Ayrica
ANK 1637 cm™, 1690 cm™ ve 1547 cm™, 1542 cm™
bantlarinin  karbonil (C=0O-NHR) ve amin (-NH,)
oldugu

grubunun ana karakteristik bantlarina ait
disundlmektedir [23, 24].
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Sekil 4. Elde edilen ANK (a) ve TK’nin (b) FT-IR spektrumlari ve tepe degerleri, (T:Transmittance)
Figure 4. FT-IR spectra and peak values of (a) ANK and (b) TK (T: Transmittance)

ANK'’nin 1407 cm™ bandi -NH ikincil aminleri, 1019 cm™
bandi C=0 germe ve 1407 cm™, 1338 cm™deki bantlari
kitosanin sakkarit yapisina atfedilmektedir [25]. Ticari
kitosanin 1569 cm™ ve 1375 cm™ bantlari yine ANK’dan
elde edilen spektrumdaki bantlari ile benzerdir. ANK’a ait
spektrumun 798 cm™deki bandi -NH birincil ve ikincil
aminleri, 1637 cm™, 1547 cm™ ve 1407 cm™ bantlar
proteinin kitosana baglandigini gOstermektedir.
Kitosanin spektrumu, amid (1697 cm™) ve amino
gruplarinin  karakteristik bantlarini gostermistir [26].
Ancak, bu absorpsiyon bandinin amino deformasyon
modunun Kkarakteristigi oldugu raporlanmaktadir [27].
TK’ya ait spektrumda bahsedilen birincil ve ikincil amin
bandlari gérilmemistir.

ANK’a ait spektrumda goézlemlenen 1407 cm™"deki keskin
pik CHs gruplarindaki simetrik egilmeyi gostermektedir.
Sekil 5 incelendiginde ANK 6rneginin 3415 cm™ bandi,
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87.04 %T ve TK ile benzer sekilde 3288 cm™ bandi,
87.30 %T benzer iki pik goértulmektedir. ANK’nin daha
genis bir pike donustigu TK ile kiyaslandiginda 3288,30
cm™ bandi, 94.90 %T oldugu, TK'nin spektrumunda ise
daha az oldugu gorulmektedir. Kitinden kitosana
donldsim sonrasinda, sekonder amid gruplariyla iligkili
olan 3415-3280-3168-1697-1407 ve 1019 cm™ dalga
sayilarindaki ve C-H baglariyla ilgili 1407 cm™de primer
amidle iligkili pik ortaya ¢iktigi dustntlmektedir [28].

Elde edilen TK'nin degerleri ANK ile kiyaslandiginda;
3288 cm™, 1648 cm™, 1569 cm™, 1027 cm™ ve 555
cm™ bantlarinin  uyumlu oldugu gérulmektedir. TK
spektrumunun 500 cm™ bolgesinde ANK’ye gore farklilik
gOrulmustur. Bunun sebebinin, TK'nin kabuklulardan
ekstraksiyonu isleminden kalan kalinti maddelerinden
kaynakli olabilecegi digltndlmustir. Koger [29]in A.
nigerden Uretilen kitosanin FT-IR sonuclari ile
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kiyaslandiginda atik cayda gelistirdigimiz ANK’nin FT-IR
analizi ile uyumlu oldugu goérilmustur.

Kitosan Orneklerinin Alan Emiilsiyon Taramali
Elektron Mikroskobu (FESEM) Sonuglar

ANK'’nin yizey morfolojisi incelendiginde hem porlu hem
de nanofiber yapilarinin oldugu gézlenmistir (Sekil 5a).
TK’'nin ytzey morfolojisinin de yine zayif ve ¢ok net
olarak goriulemeyen fiberlerden olustugu ve mikro

porlarin oldugu goézlenmistir (Sekil 5b). Mevcut
calismadakine benzer sekilde krill, Gammarus argaeus
ve pembe karides gibi Crustacea grubuna ait canlilardan
elde edilen kitin ve kitosan yapilarinin ylzeyleri porlu ve
fiber yapilardan olustugu diger calismalarda da tespit
edilmistir [36-38]. Funguslardan elde edilen bazi kitin ve
kitosanlarin ise porlu ya da fiber yapilarinin bulunmadigi
tespit edilirken [39], diger bazi funguslardan elde edilen
kitin ve kitosanin sadece fiber yapilardan olustugu
raporlanmigtir [40-42].

E

—
Toom

1SkU  Xi@, age 14 49 1R

Sekil 5. ANK (a) veTK’nin (b) FESEM gorintileri

Figure 5. FESEM images of (a) ANK and (b)TK

ANK’'nin  mineral yapisini gdsteren kompozisyon
spektrumunda, TK’'ya gore karbon konsantrasyonun
disik oldugu dolayisiyla daha kisa zincire sahip oldugu

soylenebilir (Sekil 6). ANK'da sodyum miktarinin TK’dan
¢ok daha fazla oldugu, ANK'da ticari kitosandan farkli
olarak kalsiyumun olmadigi goértlmektedir.
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(a) TTa
Element Sira Yougunluk Hata Konsantrasyon Birim
(cls) 2-sig
C Ka 43.34 4.16 18.26 Yowt.
(0] Ka 152.42 7.81 37.48 Yowt.
Na Ka 371.24 12.19 44.26 Yowt.
100.00 %wt. Toplam
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(b) Element  Sira Yougunluk Hata Konsantrasyon Birim
(c/s) 2-sig
C Ka 226.82 9.52 39.25 Yowt.
o Ka 19145 8.75 58.08 Yowt.
Na Ka 13.00 2.28 1.89 Yowt.
Ca Ka 6.02 1.55 0.78 Yowt.
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Sekil 6. ANK (a) ve TK’'nin (b) mineral dagilim spektrumlari
Figure 6. Mineral distribution spectra of (a) ANK and (b)TK
NMR goruntulenmistir. ANK’'nin D¢ (DMSO) ile ¢6zindurulmuas

kitosan spektrumda ise dort pik elde edilmistir (Sekil 7b).
ANK’ya ait NMR spektrumunda (Sekil 7a) D,O ile Bunlar; 0.1 ppm NMR’dan kaynakh pik, 1.5-2 ppm arasi
¢ozundirulmus kitosan spektrumunda iki Grin elde kitosan numunesi, 2.5 ppm H,O, 3.5 ppm’de de D
edilmigtir. Elde edilen piklerde; 1.5-2 ppm arasinda (DMSO) goruntilenmistir. Bu sonug yapi ile uyumludur.
kitosan numunesi ve 4.5-5 ppm arasinda D,0 c¢Ozeltisi

z

4 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 1 ) 0.0 9.0 8.0 7.0 6'%hemic5;105hm (4.?“) 3.0 2.0 1.0 0.0
Chemical Shift (ppm) pp

(a) (b)
Sekil 7. ANK’nin D,0 ile goziinmis H-NMR spektrumu (a) Dg ile ¢ozinmus spektrumu (b
Figure 7. H-NMR spectrum of ANK dissolved in (a) D,O and (b) D,

Kitosanin tipik bir H NMR spektrumu S$ekil 8'da ppm olarak raporlanmistir [43]. Polimerin her birim
gosterilmistir. Bu spektrumda kitosanin pikleri 2-3-2.4 kalintisinda alti karbon ve yedi hidrojen atomu bulunur
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ve bu atomlar C-H baglari uretir. Ek olarak, polimer
kalintisinin  her bir birimi, doért oksijen atomu ile
baglanmis ve O-H gruplar olusturan dort hidrojen
atomuna sahiptir. Birim kalintidaki bu baglarin her biri
kendi karakteristik ortamina sahiptir ve dolayisiyla kendi
kimyasal kaymasina sahiptir. Polimerin H-NMR
spektrumu, birbirlerine olan baglantilari nedeniyle
hafifce degistiriimis olan bireysel birim kalintilarinin
spektrumlarinin Ust Uste binmesidir. 2.0-2.1 ppm'deki
tepe noktasi, U¢ N-asetil glukozamin (GIcNAc)
protonunu temsil eder ve 3.1-3.2 ppm'deki tepe,

GlcN H-1

Y

GicN H-2

glukozamin (GIcN) kalintisinin H-2 protonunu temsil
eder. Molekilin spektrumunda, anomerik olmayan
protonlarin sinyalleri kismen ortlsur ve spektrumun
ortasinda genis bir sinyal zarfi olugturur. H NMR
spektrumunun gesitli bantlari arasinda 2.0-2.1 ppm metil
protonlari en yiksek ¢ozinlrlige sahiptir. Sonraki
protonlarin  sinyalleri, 4.05 ppm'de ¢6zicunin
(D,0O/CD;COO0OD) HOD sinyalleriyle ortligir. Coziculerin
kalinti protonlari i¢in kimyasal kaymalarin D,0 (d = 4.7
ppm) oldugu caligmalarca bildirilmistir [44].

Acetone
GleNAC-CH; H

|

L

=

4.0 35

5.0 4,
Sekil 8. 65°C’de D,0 iginde kitosanin H-N

= —
3.0

MR spektrumu (600 MHz). Referans olarak aseton kullaniimigtir (2.2 ppm)

[45]

T

25 20 1.5 ppm

Figure 8. H-NMR spectrum of chitosan in D0 at 65°C (600 MHz). Acetone was used as a reference (2.2 ppm) [45]

NMR spekrumlarinda kitosanin  molekiler agirlk
dagilimi ve ortalama molekiler agirhgin yani sira igsel
viskozite de oOnemli bir rol oynamaktadir. Kitosan
cOzeltisi agregat icermemelidir, bu nedenle kitosan igin
¢ozucu dikkatli segilmelidir [46]. Yapilan calismalar ile
kiyaslandiginda elde ettigimiz sonu¢ degerlere yakin
bulunmustur. Kitosanin pikinin biraz disuk olmasinin
nedeninin elde edilen kitosanin viskozitesinin diguk
olmasina baglanabilir.

Kitosanlarin Antimikrobiyal Ozellikleri

ANK test edilen mikroorganizmalarin Uremelerine karsi
olusturdugu inhibisyon zonu 8 ile 11 mm arasinda
Olgilmastir (Tablo 3). ANK’nin minimum inhibisyon
konsantrasyonu S. cerevisiae’'ye karsi %0.25 olarak
gézlemlenirken, S. Enteriditis, S. Typhimirium ve A.
syndowii'ye kargl %4 olarak rapor edilmistir. TK'da ise
minimum inhibisyon konsantrasyonu S. aureus’a karsi
%0.125’'de gbzlemlenirken, en dusuk antimikrobiyal etki
ise %2 konsatrasyonla P. expansum’a karsi gorilmustir
(Tablo 4). Bu c¢alismada Uretlen ANK %1
konsantrasyonlarda L. monocytogenes ve S. aureus,
%2 konsantrasyonlarda E. coli ve %1 konstrasyonlarda
da S.Typhimirium ve S. Enteriditis’e karsi inhibisyon
zonu olusturmustur (Sekil 9). Genel olarak bu
calismada, TK, ANK'ye gore daha dislk
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konsatrasyonlarda test edilen mikroorganizmalara karsi
inhibisyon zonu gézlenmistir.

Son yillarda yapilan calismalarda kitosanin bakteriler
Uzerindeki inhibitdr etkisinin daha c¢ok bakteriyostatik
oldugu gorilmustir Kitosanin  antifungal  aktivite
gOsterdigi mayalardan bazilari C. albicans, C. lambica,
S. cerevisiae'dir [32], Yaptigimiz galismamizda da
fungal kitosanin en fazla antimikrobiyal etki gosterdigi
mikroorganizma S. cerevisiae’dir.

Khalaf [30] yaptigi benzer bir galismada R. oryzae
tarafindan Uretilen kitosanin, yengeg¢ kabuklarindan elde
edilen kitosan ile karsilastirildiginda, B. cereus, P.
aeruginosa, Salmonella spp. ve E. coli gibi cesitli
patojenik  bakteri suslarina karsi daha ylksek
antibakteriyel aktivite sergiledigi bulunmustur. A. niger
misellerinden ticari kitosana kiyasla E. coli ve
Salmonella spp.’ye daha az antimikrobiyal aktivite
gbsterdigi gozlenmigtir. Yine benzer bir calismada, No
ve ark., [31] farkl vizkoziteye sahip kitosan ¢ozeltilerinin
L. monocytogenes, V. parahaemolyticus ve S. aureus'un
gelisimi  6énemli oranda engelledigini, E. coli'nin
gelisiminde ise 4-5 log'luk bir azals sagladigini
raporlamiglardir [32]. Bu galismada da benzer olarak
kitosan L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli'eye karsi
inhibisyon zonu olusturmustur.
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Tablo 3. ANK'nin farkli mikroorganizmalarin Gremelerine karsi olusturduklari inhibisyon zon ¢api (mm)
Table 3. Inhibition zone diameter for ANK against the growth of different microorganisms (mm)

Konsantrasyon (%)

Mikroorganizmalar 0 0125 025 0.5 1 2 4 6
Aspergillus japonicus - - - + + + + ++
A. flavus - - - - - + + +
A. clavatus - - - + + + ++ ++
A. syndowii - - - - - - + +
A. wentii - - - - - + + +
Pennicillium expansum - - - - + + + ++
Williopsis saturnus spp. saturnus - - - + + + ++ ++
Saccharomycess cerevisiae - - + + + ++ ++ +++
L. monocytogenes - - - - + + ++ ++
Staphylococcus aureus - - - - + + + ++
Escherichia coli O157:H7 - - - - - + + +
Salmonella Enteritidis - - - - - - + +
S. Typhimirium - - - - - - + +

inhibisyon zon gaplari: 7-8 mm (+) 9-10 mm (++) 11-12 mm (+++), Zone yok (-)

Tablo 4. TK’'nin farkli mikroorganizmalarin biyimelerine karsi olusturduklari inhibisyon zonlari (mm)
Table 4. Inhibition zones for TK against the growth of different microorganisms (mm)

Konsantrasyon (%)

Mikroorganizma 0 0125 025 0.5 1 2 4 6

A. japonicus - - + + + ++ ++ T+
A. flavus - - - + + + o
A. clavatus - - + + + ++ ++ 4+
A. syndowii - - - - + + ++ ++
A. wentii - - - + + ++ O
P. expansum - - - - - + + ++
W. saturns - - - - + + ++ ++
S. cerevisiae - - + + ++ ++ +++
L. monocytogenes - - - + + + ++ ++
S. aureus - + + + ++ ++ ++ +++
E. coli O157:H7 - - - - + + ++ ++
S. Enteritidis - - - - + + ++ ++
S. Typhimirium - - - - + + ++ ++

inhibisyon zon caplari: 7-8 mm (+) 9-10 mm (++) 11-12 mm (+++), Zone yok (-)

Sekil 9. S. aureus’un disk difiizyon petrisinin gérintisu
Figure 9. Image of disk diffusion petri dish of S. aureus

SONUG

Besiyeri amagh kullanilan %Z20’lik c¢ay ekstraktinda
uretilen A. niger misellerinden %17.57 gibi yulksek
verimle kitosan Uretimi gergeklestirilmistir. Kitosan verimi
cay ekstrakt miktarinin %5'den %Z20'ye artmasiyla
paralel artis gostermistir. Elde edilen kitosan miktari
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literatlirde yer alan calismalarda A. niger fungusundan
elde edilen degerlerin tzerinde oldugu gorilmektedir [8].
Elde edilen ANK FT-IR spektrumlari birbirleri ve TK ile
uyumlu olmakla birlikte, TK’da 3100 cm™de kaybolan
absorbans bandinin, bu c¢alismada dretilen ABK
spektrumlarinda gorulmesi agisindan farklihk
gostermektedir.  Ancak  ANK’nin  dider  benzer
calismalarda FT-IR spektrumlari ile uyumlu oldugu
gorulmustir [29]. ANK, TK'ya gore test edilen
mikroorganizma turlerine karsi daha dusuk
antimikrobiyal aktivite gOstermistir. Bu aktivite, artan
kitosan konsantrasyonuyla dogru orantih olarak
artmakla birlikte artis orani bakteri, maya ve kuf turiine
gore farklihk gostermektedir. ANK en ylksek
antimikrobiyal aktiviteyi S. cerevisiae’ye karsi, en dusuk
antimikrobiyal aktiviteyi ise A. syndowii'ye Kkargl
gOstermistir. A. niger kifinin hicre duvarindan elde
edilen kitosanin deasetilasyon derecesi %92 olarak
bulunurken, ticari kitosanin deasetilasyon derecesi ise
%89 olarak bulunmustur. Literattrle kiyaslandiginda bu
degderin yiksek oldugu gortlmuistir. Daha 6nce yapilan
bircok galismada yiksek deasetilasyon derecesi sahip
olan kitosanlarin diiglik olanlara nazaran daha ylksek
antimikrobiyal aktivite gésterdigi bildirilmistir [47]. Fungal
kitosanin viskozitesi literatlirde verilen degerlere gore
disuk cikmigtir. Viskozite, kitosan molekdl agirliginin
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belirlenmesinde ve dolayisiyla enddstriyel
uygulamalarinin belirlenmesinde onemli bir
parametredir. Daha ylksek molekdl agirlik iceren

kitosan, genellikle endustriyel uygulamalar igin arzu
edilmeyen yiksek viskoziteli ¢dzimler sunar. Bu
bakimdan daha dusik viskoziteli kitosanlar tercih edilir.
Kitosanin ¢oOzelti viskozitesi, molekiler boyutuna,
katyonik karakterine ve konsantrasyonunun yani sira
¢ozucunun pH ve iyonik guctne de baghdir [46]. Atik
maddeler kullanilarak yuksek miktarlarda Uretilebilen
kiuften elde edilen kitosan biyopolimeri, cevre ve canliya
karsi toksik olmayan 6zelliginin olmasi, biyolojik olarak
bozunabilir olmasi, yiksek biyo-uyumlulugu, bazi fiziksel
ve kimyasal Ozellikleri bakimindan diger polimerlere
kiyasla daha avantajli olmaktadir. Bu 6zelliklerinden
dolayi farkl disiplinlerde genis kullanim alanlarina sahip
olabilecektir. A. niger ’in diinya genelinde yaygin olarak
bulunmasi, kolay kultire edilebilir olmasi nedeniyle iyi
bir alternatif kitosan kaynagi olarak degerlendirilmesi
dnerilmektedir. ilave olarak bu galisma, Tirkiye'de gok
fazla tuketilen cay atigina da degerlendirilebilecek bir
alan kazandirmig olup bu konudaki arastirmalar icin yol
gOsterici olacaktir.
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Bu ¢alismada farkh il (Antalya, Konya, Isparta) ve ilgelerden (Kulu, Sarkikaraagag, Atabey) toplanan farkl habitatlara
ait 28 toprak 6rneginden 19 miksobakteri susu izole edilmistir. izole edilen 19 miksobakteri arasinda Myxococcus sp
KK2'nin en yiiksek a-amilaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Protein ¢oktirilmesi ile ilk uygulamada %40, 65 ve
80 amonyum siilfat konsantrasyonlari, ikinci uygulamada ise %20, 40 ve 65 konsantrasyonlari kullanilarak enzim safligi
artinlmigtir. Diyaliz ve jel filtrasyon yontemleri kullanilarak ilk uygulamada elde edilen enzimin aktivitesi 883.27 U’'ya
ulasirken enzim safligi 28.35 kat artmistir. ikinci uygulama ile ise enzim aktivitesi 1754.99 U olarak saptanmis ve enzim
saflig1 810.24 kat artmistir.

Anahtar Kelimeler: Miksobakteriler, Myxococcus, Enzim saflastirma

Alpha-Amylase Production and Purification from Myxobacteria Isolates of Soil Origin
ABSTRACT

In this study, 19 myxobacteria strains were isolated from 28 soil samples in the different habitats. They were collected
from different provinces (Antalya, Konya and Isparta) and their districts (Kulu, Sarkikaraagag¢ and Atabey). Among the
19 myxobacteria isolated, Myxococcus sp KK2 was determined to have the highest a-amylase activity. With protein
precipitation, enzyme purity was increased by using 40, 65 and 80% ammonium sulfate concentrations in the first
application, then 20, 40 and 65% concentrations in the second application. By using dialysis and gel filtration methods,
the activity of the enzyme obtained in the first application reached 883.27 U while enzyme purity increased 28.35 times,
and enzyme activity was 1754.99 U after the second application while enzyme purity increased 810.24 times.

Keywords: Myxobacteria, Myxococcus, Enzyme purification

GIRIS nisastanin pargalanmasi gerekmektedir. Bu amagcla a-

amilaz (EC 3.2.1.1), glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ve gliko-n-
Nisasta diinyada dogal olarak bulunan en yaygin asetiltransferaz  (EC  2.4.1.19) en c¢ok kullanilan
polisakkarit olup misir, patates, piring veya bugdaydan enzimlerdir [4]. Alfa-amilaz, nisasta ve diger
izole edilebilmektedir [1]. Nisasta; biyo-etanol donisimu polsakkaritlerin i¢ kisimlarindaki a-1,4 glikosidik baglarini
[2], ispirto Uretimi [3], tekstil, yapi ve kagit Grlnlerinin parcaladigi icin bunlara endoamilaz da denir [4]. Alfa-
dayaniklihgini artrma gibi pek ¢ok ticari alanda amilaz enzimi gida endustrisinde; glukoz ve fruktoz
kullanilmaktadir [4]. Nisastanin veya nisastadan elde surubu Uretimi [1, 5], firncihk drdnleri [6], meyve suyu
edilen son urlndn istenilen 6zellikleri kazanabilmesi igin Uretimi ve cgesitli modifikasyon urinleri gibi pek ¢ok gida
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prosesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [7]. Alfa-
amilazlar ayrica deterjan Uretiminde [8], gida atiklarinin
biyo-degradasyonunda [9] ve eczacilik alaninda [10]
kullanilmasinin yani sira, tip ve gida sektori gibi birgok
alanda sorun teskil eden biyofilm yapisinin 6nlenmesinde
de anti-biyofilm ajani olarak dikkat cekmektedir [11,12].

Alfa-amilazlar bitkiler ve hayvanlar tarafindan da
sentezlenmesine ragmen [13] yuksek gelisim ve
proliferasyon yeteneg@i g6z onine alindiginda endistiyel
a-amilaz Uretimi igin en iyi kaynak mikroorganizmalardir
[4]. Mikroorganizmalar igerisinde; Aspergillus niger, A.
oryzae, A. candidus gibi bazi funguslar ile Pseudomonas,
Saccharophila, bazi Clostridium ve Bacillus cinslerine ait
tirler ve bunlarin alt turleri gelmektedir. Fungal o-
amilazlar, sicakliga bakteriyel a-amilazlara gore daha ¢ok
duyarh oldugundan Uzerinde calisilan asil enzim
kaynagini daha cok bakteriyel a-amilazlar
olusturmaktadir [14].

Miksobakteriler Gram negatif, kayarak hareket eden [15-
18], kurumaya direnc¢li meyvemsi yapi olusturan gubuk
sekilli bakterilerdir [18, 19]. Tim miksobakteriler zorunlu
aeroptur [20, 21]. Miksobakteriler, dodada cesitli toprak
katmani, kompost, ¢lrimis agag¢ ve otgul hayvanlarin
digkisinda bulunmaktadir. Bircogu gelistikleri ortamlarda
renkli pigmentler meydana getirir. Bazi tlrleri ise
selulozun yani sira, agar ve Kkitin gibi kompleks
substratlari da pargalama yetenegindedir. Cogunlukla pH
5-8 arasindaki topraklarda bulunurlar. Kum ve tasl
yuzeylerde de geligebilirler [16, 17]. Prokaryotlar
arasinda essiz olarak kabul edilen miksobakteriler,
bakterilerin cok ilging bir grubu olup hayat dénguleri [15,
17, 22] ve Urettikleri ikincil metabolitleri [23] bir hayli dikkat
cekmektedir. Miksobakterilerin iyi birer enzim Ureticisi
oldugu bilinmesine ragmen a-amilaz Uretimleri ile ilgili
sinirl sayida galisma bulunmaktadir. Bazi miksobakteri
cinsleri ve Cystobacter fuscus, Stigmatella aurantiaca
tarlerinin amilaz Grettigi ile ilgili kaynaklar mevcuttur [24].
Ancak bu konudaki ilk kapsamli c¢alisma [25,26]
tarafindan yapilmis olup Myxococcus coralloides D nin
a-amilaz enzimi Uretimini ve Uretilen enzimin 6zelliklerini
incelemiglerdir. Fan ve ark. [35] ise Archangium sp. strain
AC19’den amilaz uretimden sorumlu geni E. coli’ ye
aktarilarak elde edilen genetik modifiye enzim ile yeni
malto-oligosakkarit  Uretimi  Gzerinde c¢alismiglardir.
Nisasta parcalayici bir miksobakteri susu olan
Sandaracinus amylolyticus DSM 53556’'nin ise tim
genomu arastiniimigtir [27].

Bu galismada Turkiye’deki habitatlardaki varligi hakkinda
¢ok az literatlr bilgisi bulunan miksobakterilerin
Ulkemizdeki bazi habitatlardaki mevcut durumu
arastinlmigtir. Ayrica izole edilen 19 adet miksobakteri
arasinda en yuksek enzim aktivitesine sahip olan izolat
olarak belirlenen Myxococcus sp KK2'den elde edilen
a-amilaz enziminin cesitli basamaklarda saflastiriimasi
amaclanmigtir.
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MATERYAL ve METOT
Materyal

Bu calismada kullanilan miksobakteriler Antalya, Konya
ve lIsparta illeri ile Kulu, Sarkikaraaga¢ ve Atabey
ilcelerinden alinan 28 adet toprak 6rnegi materyal olarak
kullanilmistir. Topraklar, yerlesim yerlerinin yani sira
ormanlik alanlar, ciftlikler ve kiumesler gibi 6zellikle
kompost, ¢lrimis aga¢ ve otcul hayvanlarin (tavsan,
tavuk, inek vb.) digkisinin bol oldugu yerlerden rastgele
secilmistir.

izolasyon ve Tanimlama

izolasyon yapmak amaciyla Casitone-Mg** agar, E. coli
agar, Dunk Pellet agar, Su agar, Modifiye Dunk Pellet
agar (MgS04.7H20, 0.25 g; K:HPO4, 0.125 g; Agar, 7.5
g; Sigir gubresi, 5.0 g; Damitik su, 500 mL) ve Nutrient
agar besiyerleri kullaniimigtir [16].

Taninin gerceklestirimesi amaciyla segilen izolatlarin
koloni  morfolojisi  incelenmis, Gram reaksiyonu,
mikroskopta gortindmda, gesitli antibiyotiklere duyarlilik
durumlari, bakteriyolitik veya selllitik olma o6zellikleri,
jelatini ve kazitonu hidrolize etme yetenekleri ve Kongo
red ile boyanma 6zellikleri belirlenmistir [16].

izolatlarin Uretimi

izolatlarin gelistiriimesi igin modifiye CT sivi besiyeri
(Trypticase pepton [BBL], 5 g; ¢ozunebilir nisasta, 10 g;
MgS04.7H20, 1 g; potasyum-fosfat tampon ¢ozeltisi, 1 L
,[0.01 mmol/L pH 6.5]); [25] ve Sarikaya’nin modifiye
besiyeri (pepton, 5 g; ¢o6zunebilir nisasta, 10
g;MgS0.4.7H20, 1 g; (NH4)2SOs4, 4 g, sodyum sitrat, 3 g;
damitik su, 1 L, pH 7) [14] kullanilmigtir. Sivi besiyerine
asllanan  orneklerin  inkibe edilmesi amaciyla
Gallenkamp (10x40.xx2.C) marka calkalamali inkubator
kullanilmistir.  Bakteriler 200 rpm/dakika hizla
calkalanarak 28°C’de 24-36 saat inkiibe edilmistir [26].

Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Protein tayininde Lowry yontemi kullaniimistir [28]. Bu
amagla saf kiltlrler 28°C’de 24-36 saat inklibe edilerek
iki kez aktiflestirildikten sonra 3 mL o6rnek alinip, 15
dakika sire ile 0-4°C’de santrifij (Braun-Biotech)
edilmigtir (5000 rpm). Bu islemle bakteri hicreleri ile
enzim iceren kisim birbirinden ayrilmistir. Enzim aktivitesi
tayininde, substrat olarak %1'lik nigsasta ¢ozeltisi
kullaniimistir.

Ornek tiipline 0.5 mL bakteri siipernatanti, kontrol tiipiine
ise 0.5 mL enzim Uretim besiyeri sUpernatanti ilave
edilmigtir. Tlpler 25°C’lik su banyosunda 3-4 dakika
inkiibe edilerek reaksiyon sicakliina ulagmasi
saglanmigtir. Daha sonra oOrnek igeren tipe 25°C’deki
nisasta ¢ozeltisinden 0.5 mL ilave edilerek, her iki tip 3
dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda her iki tipe de 1’er mL 3.5-Dinitro salisilik asit
cozeltisi eklenmis ve 5 dakika kaynatilarak enzimatik
reaksiyon durdurulmustur. Uzerlerine 10 mL saf su
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eklenen orneklerin 540 nm de absorbans olgtimleri
gercgeklestirilmistir (Shimadzu UV 1601, Tokyo, Japonya).

Bir birim alfa-amilaz aktivitesi (IU) 25°C'de ve pH 7’de 1
mL enzim ¢ozeltisinin 3 dakika igerisinde %1’lik nisasta
¢ozeltisindeki 1 mg nisastay! hidrolize ederek 1 umol
maltoz acgiga c¢ikmasini gergeklestiren enzim miktari
olarak tanimlanmgtir [28].

Enzim Saflagtiriimasi ve Karakterize Edilmesi

Enzim saflastirma ve izolasyonu igin en ylksek a—amilaz
aktivitesine sahip olan izolat segilerek kullaniimigtir.
Saflastirma amaciyla kullanilacak olan enzim ¢ozeltisinin
hazirlanmasi amaciyla izolat 36 saat slre ile
gelistirildikten sonra 0-4°C'de 17000 rpm’de santrifij
edilerek ayrilmistir.  Saf enzim ¢o6zeltisinin  elde
edilmesinde Ug tekrar yapilmistir. Enzim ¢ozeltisi once
amonyum sdlfatla ¢okeltilerek diyaliz edilmistir ve en
sonunda kolondan gegirilerek saflastiriimistir.

Enzim ¢dzeltisi Gzerine ilk uygulamada %20, 40, 65 ve 80
doygunluk derisimlerinde, ikinci uygulamada ise %20, 40,
65 doygunluk derigsimlerinde amonyum sllfat ilave
edilmistir. Amonyum silfat toz haline getirilmis ve 0-
4°C’de yavas yavas ilave edilerek manyetik karistirici ile
¢ozunmesi saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan karigimlar
+4°C’de bir gece bekletilmis ve daha sonra karigimlarin
pH’si 2 N NaOH ile 7.0'ye ayarlanmigtir. Daha sonra
sogutmali santrifijde (Sigma) 0-1°C’de 21000 rpm’de 45
dakika santrif(j edilmistir [26]. SUpernatant ayriimis ve
pelet 50 mL saf su ile stispanse hale getirilmigtir. Bitln
calismalar cift paralel olarak yapilmistir. Elde edilen
supernatant ve pelet kisimlarinda protein ve enzim
aktivite tayinleri yapiimistir.

Amonyum sulfat ¢oktirmesi ile elde edilen pelet saf su ile
¢ozindurildikten sonra 12000 Da ve Ustindeki molekil
agirhgindaki maddeleri tutan sellloz diyaliz tlptne
aktariimistir. Diyaliz islemi ile, ¢ozeltiden (NH4)2SO4’in
giderilip  giderilmedigi  doygun  baryum  klorir
(BaCl..2H20) ¢ozeltisi ile test edilmistir [14]. Elde edilen
diyalizatta protein ve enzim aktivite tayinleri yapiimistir.

Saflastirma asamasinda 40 cm uzunlugunda, 2.5 cm
¢apinda Sephacryl S-200 kolon kullanilarak kolon
kromatografi yonteminden faydalaniimistir.
Kromatografik sabit faz igin ise Sephadex A-25 (Sigma)
kolon dolgu maddesi kullaniimistir [26]. Jel filtrasyon
isleminde hareketli faz olarak MgCl..6H20 igeren 0.01 M
tris-HCI tamponu (pH 8.0) kullanilmigtir. 1 mL diyalizat
ornegi kolon yuzeyine homojen sekilde uygulanmigtir.
Kolondan g¢ikan oérnekler 3’er mL’lik fraksiyonlar halinde
toplanmigtir. Toplanan tim &rneklerin protein ve enzim
aktivite tayinleri yapilmistir. En ylksek aktivitenin
saptandigi tip +4°C’de saklanmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Tdm miksobakteri izolatlarinin  o—amilaz aktiviteleri
belirlenmistir. Sakkarolitik aktivitenin belirlenmesi igin
glukoz veya maltoz cinsinden indirgen sekerlerin tayini
kullanilmaktadir [14]. ki farkl besiyerinde gelistirilen 19
izolat iginde Myxococcus sp KK2 izolatinin en yuksek a-
amilaz aktivitesine (3.82 U.mg™) sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 1). Bu nedenle enzim saflastirma
¢alismalarinda Myxococcus sp KK2 kullanilmigtir.

Tablo 1. Miksobakteri izolatlarinin iki farkli besiyerinde a-amilaz Uretiminin karsilastiriimasi
Table 1. Comparison of a-amylase production of myxobacteria isolates on two different media

Isolate

Modifiye CT Sivi Besiyeri

Sarikaya’nin [14] Modifiye Besiyeri

(U.mg™) (U.mg™)
S1 1.55 2.65
S2 1.94 2.68
MED1 1.56 2.65
MED2 1.74 2.68
MED3 1.54 2.63
MED4 1.72 2.69
MED5 1.83 1.91
ANT1 1.78 2.39
ANT2 1.82 3.33
UNI1 2.98 3.62
UNI2 1.77 2.49
UNI3 1.79 2.37
KK1 1.81 3.13
KK2 1.34 3.82
KK3 1.34 2.83
KK4 2.02 2.29
KK5 1.56 2.23
KK6 2.01 2.19
KK7 0.12 0.18
Enzim aktivitesinin en ylksek oldugu besiyerini Myxococcus sp KK2'nin her 2 besiyerinde 76 saatlik sure
beliremek amaciyla modifiye CT sivi besiyeri ve sonunda enzim aktiviteleri 7, 21, 29, 36, 42 ve 76.

Sarikaya’nin  [14] Onerdigi ortamlar kiyaslanmistir.
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saatlerde sakkarolitik yontem ile belirlenmistir (Sekil 1).
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Her iki besiyerinde 29 saate kadar yapilan inkiibasyon
sonuglarl ile 42 ve 76. saatlerde yapilan inkiibasyon
sonuglarl arasinda enzim aktivitesi acisindan her iki
besiyerinde farklihk yoktur. Ancak 36. saat sonunda
Sarikaya’nin [14] Onerdigi modifiye besiyerinde enzim

3,200

2,400

1,600

Enzim Aktivitesi (U/mL)

,800

14 21 28

35

aktivitesinin modifiye CTY besiyerinden 2.85 kat daha
yuksek oldugu belirlenmigtir. Enzim aktivitesinde
belirlenen bu fazlalik nedeniyle enzim Uretim ortami
olarak Sarikaya’nin [14] modifiye besiyeri kullaniimistir.

42 49 56 63 70 77 84

inkiibasyon Siiresi (Saat)
Modifiye Ortam

CTY Medium

Sekil 1. iki farkli besiyeri ortaminda Myxococcus sp. KK2'nin a-amilaz tiretiminin kargilastiriimasi
Figure 1. Comparison of a-amylase production of Myxococcus sp. KK2 in two different media

Myxococcus coralloides D’nin a—amilaz aktivitesini
belirlemeye yoénelik yapilan bir galismada da karbon
kaynag! olarak nisasta kullaniimigtir ve benzer sekilde 34
saat inkiibasyon sonunda en yuksek amilaz aktivitesine
ulasilmistir. Ancak enzim aktivite tayininde yararlanilan
yontemler arasindaki farklliklar diger sonuglar tzerinde

kiyaslama yapmay! glglestirmektedir [25]. Farkh
calismalarda ise maksimum enzim aktivitesinin
belirlendigi  inkibasyon  periyotlari  da  farklilik

gOstermektedir. Farkh Bacillus turleri maksimum enzim
aktivitesine 40-72 saatte ulagsmaktadir [14]. Siklo dekstrin
Uretimi i¢in yapilan bir ¢alismada kullanilan a-amilaz 24
saatlik inkibasyonda maksimum Uretim gerceklestirirken
[29], Gibberella fujikuroi ile yapilan bir galismada ise 120
saatlik inklibasyon periyodundan sonra maksimum enzim
Uretimini gergeklestirmistir [30].

Elde edilen bilgiler i1siginda oa—amilazin saflastiriimasi
amaciyla Myxococcus sp. KK2, Sarikaya'nin [14]
modifiye sivi besiyerinde 28°C’de 200 rpm hizla
calkalanarak 36 saatte Uretilmistir.

Myxococcus  sp.  KK2nin  drettigi  o—amilazin
saflastinimasi amaciyla, amonyum silfat ¢oktlirmesi,
diyaliz ve Sephadex A-25 jel filtrasyonu islemleri
uygulanmistir. Myxococcus sp. KK2 farkli zamanlarda 2
kez degisik miktarlarda Uretilmigtir. Bakteri besiyerinden
santrifijlenerek aynimigtir. Stpernatant ilk uygulamada
%40, 65 ve 80, ikinci uygulamada ise %20, 40, 65 ve 80
amonyum sulfat doygunluklarina getirilerek amonyum
sulfatile baglanan enzim santrifiijle ¢okturilmugstar.
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Her iki uygulama sonucunda da en yiksek aktivitenin
%65 amonyum siilfat ile yapilan ¢oktliirme sonucunda
saglandigi saptanmistir. Enzim ¢ozeltisinden amonyum
sulfati uzaklastirmak amaciyla diyaliz islemi yapilmistir.
Diyaliz igsleminden sonra enzim g¢ozeltisinin protein igerigi
ve enzim aktivitesi tayin edilmigtir. Analiz sonuglarina
gore ilk uygulamada toplam aktivite iki kattan fazla
artarken spesifik aktivite 31.55 U.mgVden 26.58
U.mg"ye azalmistir. Ikinci uygulamada ise hem toplam
aktivite hem de spesifik aktivitede de bir miktar artis
belirlenmistir.

Diyaliz islemi sonucunda elde edilen diyalizat, daha sonra
jel filtrasyonu Sephadex A-25 kolonuna uygulanarak
enzimin daha fazla saflastirilmasina galisiimistir. Kolon
ciktilari toplanarak her bir tlpteki protein miktarlari,
toplam ve spesifik enzim aktiviteleri saptanmistir.

ilk uygulamada Sephadex A-25 filtrasyonu sonunda tiim
fraksiyonlarda yapilan protein ve enzim aktivite
tayinlerine gore enzimin kolondan c¢ikisi 4. fraksiyonda
olmustur. Saflagtirmanin gesitli basamaklarinda spesifik
aktivite ve saflik gittikgce artmistir. Amonyum siilfat
¢oktirmesinden sonra enzim, ilk denemede 5.45 kez
saflagtirilabildigi halde, diyaliz islemi sonucunda bu oran
0.85’e dismisgtir. Protein miktarindaki artisin aktivite
digstsunde o6nemli etkisi bulunmaktadir. Jel filtrasyon
islemi ile toplam aktivite baglangica gore ¢ok az bir artis
gOsterdigi halde, enzim proteininin olduk¢a saf elde
edilmesi nedeniyle spesifik aktivite artis gostermistir. Bu
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denemede enzim 28.35 kat

saflastirimigstir.

baslangica gore

ikinci uygulamada ise enzim saflagtinlma katsayisi
810.24 gibi oldukga yiiksek bir degere ulasmistir. Ancak
bu uygulamada da diyaliz islemiyle toplam aktivite ¢cok az
artarken spesifik aktivite ilk denemenin aksine bir miktar
artis gostermistir Jel filtrasyonu ile enzim proteini oldukga
iyi saflastiriimig, toplam protein 0.05 pg, spesifik aktivite
ise 1754.99 U.mg™ olarak belirlenmistir. Baglangicta
0.193 U.mg™? olan toplam aktivite de 0.281 U.mg'e
ulasmistir. Bu fraksiyonda spesifik enzim aktivitesinin 18.
fraksiyondan daha dusuk ¢ikmistir ve bu durum protein
miktarinin yiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Miksobakterilerin  a—amilaz Uretimine yoénelik sinirli
sayida c¢alisma bulunmaktadir. Myxococcus coralloides
D’nin drettigi o—amilazin  6zellikleri ve 6neminin
incelendigi  calismada; enzim  saflastirimasinda
amonyum sulfat ¢oktirmesi ve jel filtrasyonu
yontemlerinden  yararlaniimistir.  Maksimum enzim
aktivitesine %65 amonyum silfat ¢oktlirmesi ile
ulasiimistir.  Amonyum silfat ¢oktirmesinden sonra
Sephacyrl S-200 ve DEAE-Sephadex A-25 jel filtrasyonu
uygulanmistir.  Uygulanan bu 3 basamakli islem
sonucunda enzim 262.6 kat saflastirilarak aktivite 15.3
U.mg™¥den 4016.7 U.mg™'e vyilkselmistir [26].Cesitli
calismalarda uygulanan farkh saflastirma yontemleri
enzim safligi Gzerinde etkili olmaktadir. Ultrafiltrasyon ve
jel filtrasyon uygulamalarini igeren islemleri ile enzim
safligi daha fazla artirilabilmektedir. Diger bir calismada
B. subtilis a—amilaz enzimini saflastirmak icin dncelikle
%80 amonyum sulfat kullanmis, bunu takiben Sephade
G-150 uygulamasi yaparak baslangica gore 53 kez saflik
elde etmistir [31]. Bacillus amyloliquefaciens ile yapilan
bir sicaklik uygulama, iyon degisim ve jel filtrasyon
kromotografisi uygulanarak safllk %62 oraninda
artinlmigtir [32]. Yoshigi vd. ise Bacillus cereus NY-14'ten
ekstraseliler o—amilaz elde etmistir. Bu enzim amonyum
sulfat ¢oktlirmesi ve Sephade G-100 jel filtrasyonu ile
baslangica gore 1101 kez saflastiriimistir [33].

Amilazlar endustriyel enzimlerin toplan pazar payinin
%30’unu olusturmaktadir ve mevcut amilazlar endustriyel
intiyaclarin hepsine karsilik verememektedir [46]. O
yuzden Ozellikle farkli  endustriyel alanlar igin
bakterilerden yeni amilaz uUretici suglarin eldesi ile ilgili
calismalar devam etmektedir [50].

SONUG

Bu galismada kullanilan 19 adet miksobakteri arasindan
en yuksek enzim aktivitesine sahip susun Myxococcus
sp. KK2'den elde edilen o-amilaz enzimi oldugu
saptanmistir. Saflastirma amaci ile iki uygulama
yapilmistir. ilk uygulamada enzim safli§i baglangica gére
28.35 kat artarak 883.27 7 U.mg e ulasirken ve ikinci
uygulamada ise 810.24 kat artarak 1754.997 U.mg'e
ulasmistir.

Ulkemizde miksobakteriler ile ilgili sinirli sayida calisma
bulunmakla beraber, yapilan kaynak arastirmasina gére
miksobakterilerin a-amilaz Uretimleri ile ilgili galisma
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mevcut degildir. Bu calismada elde edilen veriler 1s1ginda
miksobakterilerin endustriyel enzim Gretimi icin dnemli bir
potansiyel kaynak oldugu goérilmektedir.
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Siyah sarimsak 45-90°C sicaklik, %50-90 bagil nemdeki kontrolli ortamlarda beyaz sarimsagdin siyah renk alana
kadar bekletilmesi ile Gretilir. Uretim sirasinda, Maillard ve enzimatik reaksiyonlarin gergeklesmesiyle sarimsagin
Ozellikle renk, pH degeri, kuru madde, indirgen seker icerigi gibi fizikokimyasal 6zelliklerinde ve besin degerinde
Onemli deg@isimler olugsmaktadir. Antioksidan aktivitesinin beyaz sarimsaga kiyasla artmasi bu trinG saglik agisindan
daha tercih edilir kilmaktadir. Siyah sarimsak uretilmesi igin gerekli stirenin 30-90 glin olmasi yutksek oranda enerji ve
zaman kaybina neden olmaktadir. Bu derleme kapsaminda, siyah sarimsak Uretimi sirasinda gergeklesen
fizikokimyasal degisimler, Gretim teknolojisi ve Gretim verimliligini artirmak i¢in kullanilan uygulamalar Gzerine yapilmig
bilimsel arastirmalar 6zetlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Siyah sarimsak, Siyah sarimsak uretimi, Maillard reaksiyonu
Black Garlic (Allium sativum) Production: Physical and Chemical Changes During Production
ABSTRACT

Black garlic is obtained by keeping white garlic under controlled environment at 45-90°C temperature and 50-90%
relative humidity until black color is obtained. During production, significant changes occur in physicochemical
properties such as color, pH value, dry matter, reducing sugar content and nutritional value due to Maillard and
enzymatic reactions. An increase in its antioxidant activity in comparison to white garlic makes it more preferable for
health. Time required for producing black garlic, which is between 30 and 90 days, causes high energy consumption
and time loss. In this review, scientific studies on physicochemical changes, production technology and applications
used to increase production efficiency during black garlic production are summarized.

Keywords: Black garlic, Black garlic production, Maillard reaction

GIRIS kuru sarimsak Uretimi gerceklestirilmistir [3]. Tiirk yemek

kultirinde 6nemli bir yeri olan sarimsagin alliin ve allisin
Sarimsak (Allium sativum L.), icerigindeki allisin, alliin ve iceriginden kaynakli yogun kokusu ve tadindan dolayi
ajoen sulfir bilesenlerinden o6tird  antimikrobiyel, kullanimi kisitlanabilmektedir. Bu sorunu ¢6ézmek ve

antifungal, anti-inflamatuar vb ozelliklere sahip saglik sarimsagin faydalarindan mahrum kalmamak igin
Uzerine birgok faydalari olan bir bitkidir. Sarimsak bu alkoloit, flavonoit, fenolik bilesikler gibi biyoaktif
Ozelliklerinden dolayi bazi hastaliklara karsi tedavi edici bilesenler bakimindan daha zengin, yogun kétl kokuya
olarak kullaniimaktadir [1, 2]. Tirkiye Istatistik Kurumu sahip olmayan siyah sarimsak Uretiimektedir. Siyah
verilerine gore 2019 yilinda 46454 ton taze, 132617 ton sarimsak beyaz sarimsagin 45-90°C sicakliga, %50-90
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bagil neme sahip kontrolli ortamda baska bir islem
uygulanmadan ya da katki maddesi kullaniimadan siyah
renk alana kadar bekletiimesi ile elde edilir ve bu islem
olgunlastirma olarak adlandirilir [4, 5]. Proses
esnasinda sarimsagin Ozellikle renk, pH degeri, kuru
madde, indirgen seker igerigi gibi fizikokimyasal
Ozelliklerinde ve besin degerinde Onemli degisimler
olusmaktadir [6]. Antioksidan aktivitesinin beyaz
sarimsaga oranla artmasi bu urind saglik agisindan
tercih edilir hale getirmektedir [7].

Yiksek antioksidan aktiviteye sahip biyoaktif bilesenleri
iceriginde barindiran siyah sarimsagin sagliga faydal
etkilere sahiptir. Bu 06zelligi sebebiyle siyah sarimsak
tiketimi sosyal agidan tuketimi kisitlanan beyaz
sarimsaga nazaran daha tercih edilir olmustur. Yasa
bagh hastaliklarin onleyici tedavisinde
kullanilabilmektedir [8]. Hem beyaz sarimsadin hem de
siyah sarimsagin anti-obez, hepatoprotektif,
nefroprotektif [9], bagisiklik sistemini glgclendirici, anti-
timor [10], néroprotektif [4], anti-inflamatuar [11], anti-
kanserojen, anti-alerjik [6], kardiyovaskuler hastaliklari
baskilama [5, 12] gibi sagliga faydal birgok etkisi
bulunmaktadir. Siyah sarimsaktaki ana antioksidan
bilesen olan S-allil sisteninin (SAC), beyaz sarimsak
icerigindeki diger suilfir bilesenlerine (allisin, diallil
disulfit) gore toksisitesinin az olmasi, hastaliklari 6nleyici
etkisi, kolay emilimi, hizli biyoyararlanimi siyah
sarimsagi degerli kilmaktadir [4]. Tip 1 ve Tip 2
diyabetik fareler Uzerinde vyapilan deneyde siyah
sarimsak suyunun hiperglisemiyi azalttigi ve B hicre
fonksiyonunu gelistirdigi gézlemlenmistir [13]. Beyaz ve
siyah sarimsagin toksisitesinin incelendigi in vivo bir
calismaya gore beyaz ve siyah sarimsagin toksik
olmadigi, sadece ylksek dozda beyaz sarimsagin
genotoksik etki gosterdigi bulgular arasindadir [14].

Bu derlemenin amaci son yillarda fonksiyonel ozellikleri
ve insan saghgina olumlu etkilere sahip olan siyah
sarimsagin besin igeriginin paylasgiimasi, tUretim yontemi
ve Uretim slrecinde siyah sarimsagin yapisinda ve
fizikokimyasal ozelliklerinde meydana gelen
degisikliklerin arastiriimasidir. Bununla birlikte uzun
islem slresine sahip siyah sarimsak uretim isleminin
kisaltiimasi icin kullanilabilecek alternatif on islem ve
teknolojilerin de derlenmesi amaglanmistir.

BESIN IGERIGI

Taze sarimsagin iceriginde %63-65 su, %26-30
karbonhidrat (fruktan), %1.1-3.5 organostilfir bilesikleri,
%1.5-2.0 protein (allinaz), %1.5 lif, %1.2 serbest amino
asit (arginin), %0.1-0.2 lipit bulunmaktadir [6,15]. Bu
bilesikler serin ortam kosullarinda depolama sirasinda
dogal olarak alliin olusumuna neden olur. Mikrobiyal
bozulma, fermentasyon, kesme, ezme, cigneme gibi
islemler sonucu sarimsak hasar aldiginda kofulda
bulunan allinaz enzimi tarafindan hizla alliin (sistein
sulfoksit) allisin  (sitotoksik alkil alkan-tiyosulfinata)
pargalanir [6, 16, 17].

Beyaz sarimsakta bulunan alliin kararsiz silfoksit bagi
nedeniyle olgunlagsma islemi boyunca daha stabil bir
bilesik olan S-allil sisteine, S-alliimerkaptosisteine ya da
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diallil sulfit, diallil disulfit, diallil tristlfite, dithiin ve ajoene
dondsir [14,18]. SAC siyah sarimsakta en ylksek
oranda bulunan sulfar iceren amino asit
bilesiklerindendir. y-glutamil-S-allil sisteinin (GSAC), y-
glutamil transpeptidaz enzimi ile hidrolizi sonucu SAC
olusur [7]. Yapilan bir calismada 90°C sicaklkta
olgunlastirlan sarimsaklarin 80, 70 ve 60°C’ye gore
alliin miktarinin daha hizli azaldigi gézlemlenmistir [19].
SAC’In serbest radikalleri inhibe edici etki gosterdigi
belirtiimektedir. SAC olusumunu saglayan y-glutamil
transpeptidaz enzimi aktivitesi sicaklik ve drindeki
nemden etkilenmektedir [7].

Siyah sarimsak olgunlastirma islemi boyunca indirgen
seker icerigi ve toplam polifenol igerigi artmaktadir.
Antioksidan maddeler, fenolik bilesikler ile birlikte
flavonoitler ve sulfur bilesikleridir [7]. Siyah sarimsaktaki
baslica fenolik asitler, hidroksi sinnamik asit tlrevleri ve
gallik asit; baglica flavonoitler de katesin, epikatesin,
epigallokatesin  gallat gibi flavanollerdir. Fenolik
bilesikler, olgunlagsma slresince yaklasik 10 kat
artmaktadir [20]. Ozaydin ve ark. [21] tarafindan yapilan
bir galismada siyah sarimsagin metanolik ekstraksiyonu
iceriginde fenolik asit sinifindan p-hidroksi benzoik asit,
klorojenik asit, vanillin ve p-kumarik asit olup, flavonol
grubundan ise kuersetin bulunmustur.

Polisakkaritlerin  pargalanmasi asidik ve yiksek
sicakliklarda gergeklesir. ilerleyen siyah sarimsak retim
surecinde azalan pH degeri ve isil islem nedeni ile
sukrozun fruktoz ve glikoza parcalanmasi
beklenmektedir. Beyaz sarimsagin polisakkarit iceriginin
%90’dan fazlasi indirgen olmayan sakkarit olan fruktan
ve galaktan oldugu rapor edilmistir [22]. Fruktan
sarimsakta ozmotik basing denetimi, disik sicakhgda
adaptasyon, fotosentez ve donma stresine karsi
korumayi saglar [23]. Siyah sarimsak prosesi siresince,
fruktan sil iglemin glikosidik baglari koparmasiyla
monomerlerine pargalanir, olusan bu indirgen sekerler
Maillard reaksiyonlarinda (MR) kullanililar [23-25].
Yuan ve ark. [25] yaptiklar ¢aligmada siyah sarimsak
uretimi  (55°C, %80 bagll nem ve 90 gin)
gergeklestirmislerdir. Uriinde ilk 60 giin 5 giin ara ile son
30 gun 10’ar glin ara ile analizler yaptiklari ¢calismada
fruktan orani %84.79 azalmis, fruktoz %508.11 artmis
ve glikoz oraninda 6nemli bir degisim olmamistir.
Proses suresince fruktoz/glikoz ve aminoasitler
arasindaki reaksiyon sonucu olusan MR ara Urinler ilk
70 gune kadar artmis ve sonra azalmaya baslamistir.
Glikoz fruktoza gore daha yiliksek kimyasal reaksiyon
aktivitesine sahip oldugu ic¢in siyah sarimsak olusum
islemi boyunca miktari sabit kalmis ve fruktoz orani
artmistir.

Beyaz sarimsagin igerigindeki proteinler baslica arjinin
(636-1036 mg/100 g), glutamik asit (52.92-805 mg/100
g), aspartik asit (15.57-489 mg/100 g) ve Iosindir (78.57-
308 mg/100 g) [26]. Siyah sarimsak iceriginde bulunan
en yuksek orandaki proteinler fenil alanin (42.03-143,07
mg/100 g), glutamik asit (18.36-128.87 mg/ 100 g) ve
tirosindir (77.31-109.13 mg/100 g) [27]. Siyah sarimsak
olusumu sonrasinda tirosin (yaklasik %83 oraninda),
arjinin  (yaklasik %90 oraninda) ve glutamik asit
(yaklagsik %80 oraninda) azalirken fenilalanin ve



N. Erol, S. Ersus Akademik Gida 20(4) (2022) 404-411

metiyonin (beyaz sarimsaga gore 2,5 kattan ylUksek
oranda) artmaktadir [28, 29]. Amino asitlerin bir kismi ilk
etapta urlndeki protein ve peptitlerin enzimatik hidrolizi
ya da piroliz gibi enzimatik olmayan hidrolizi sonucu
olusmus olup devam eden isil iglem surecinde indirgen
sekerler ile reaksiyona girerek azalmaya baslamistir
[22].

Maillard reaksiyonlari ile pentozun degradasyona
ugramasi ile furfural olusur [30]. Siyah sarimsaktaki
antioksidan aktiviteye sahip olan bilesiklerden biri dnemli
bir ~ Maillard reaksiyon ara UrGni olan 5-
hidroksimetilfurfuraldir (5-HMF) [19]. 5-HMF ylksek
oranda alindidinda toksik etkilere sahip olmasina
ragmen, gunlik ahm miktari 80-100 mg/kg vicut
agirhginda herhangi bir toksik etki gézlemlenmemistir
[31,32]. Literatirde siyah sarimsakta bulunan 5-HMF
miktari en fazla 6000 upg/g civarinda oldugu
distndldigunde  toksik  6zelliklerinin gorulmesi
beklenmemektedir [33, 34]. Buna ragmen bir galismada,
siyah sarimsagin antioksidan aktivitesini saglayan
bilegenlerden biri olan 5-HMF’nin ylksek dozdaki toksik
etkilerinden dolayl siyah sarimsak numunelerine %5
epigallokatesin eklenerek 5-HMF miktari %50 oraninda
son urinde azaltiimis olup igerigindeki epigallokatesin
sayesinde siyah sarimsagin antioksidan aktivitesi artis
gOstermistir [35].

Martinez-Casas ve ark. [30], yurattigu bir calisma
sonucuna goére siyah sarimsaktaki toplam polifenol
miktari (820.41215.90 mg GAE/100 g kuru maddede;
GAE: gallik asit esdegeri) mor kabuklu taze sarimsagin
(77.86+37.33 mg GAE/100 g kuru maddede) 10 kati
olarak odlgumlenmigtir. Bununla dogru orantili olarak
siyah sarimsagin antioksidan aktivitesi kuru maddede
449.77£115.39 puM  Trolox®/100 g degerinden
2089.6+£236.48 uM Trolox®/100 g degerine ylUkselmistir.

SiYAH SARIMSAK URETIMi

Siyah sarimsak Uretiminde son uriin kalite Ozelliklerini
etkileyen Uretim parametreleri sicaklik, ortam bagil nemi
ve suredir. Sicaklik arttikga siyah sarimsagin olusum
suresi kisalmaktadir. Ancak yuksek sicakliklarda uriinde
yanik tadi, eksi tat gibi istenmeyen duyusal 6zellikler
gelismektedir [19, 34]. Ayrica siyah sarimsak Uretiminin
yuksek maliyetli olmasi katma degeri yuksek, tiketici
beklentisini karsilayacak bir Griin eldesi igin en uygun
Uretim kosullarinin belirlenmesinin onemini
gOstermektedir.

Bircok kaynakta siyah sarimsak olusumu fermantasyon
islemi olarak tanimlanmistir. Ancak siyah sarimsak
olusumunda meydana gelen c¢ogunlukla Maillard
reaksiyonlart olan enzimatik olmayan kararma
reaksiyonlaridir [7, 36]. Bahsedilen mayalanma iglemi
mikroorganizmalar vasitasiyla ya da spontan olarak
gerceklesen anaerobik kosullarda gerceklesen
fermantasyondan farkhdir [14, 23].

Ancak siyah sarimsak on isleminde fermantasyon
uygulanilarak yapilan ¢alismalar mevcuttur. Jung ve ark.
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[9] siyah sarimsagin biyoaktivitesinin maya
fermantasyonu (Saccharomyces cerevisiae) ile daha da
arttigini tespit etmislerdir. Bu calismaya gdre maya
fermantasyonu ile elde edilen siyah sarimsak
ekstraktinin  olgunlastirlmis siyah sarimsaga gore
obezite, hiperlipidemi, bébrek ve karaciger hastaliklarina
karsi daha etkili oldugu belirlenmistir.

SiYAH_SA_RIMSAK URETiMi SIRASINDA OLUSAN
DEGISIKLIKLER

Fizikokimyasal Degisimler

Siyah sarimsak prosesinde fiziksel ve kimyasal
ozellikleri etkileyen unsurlar genel olarak
karbonhidratlar, ugucu stilfir bilesikleri, serbest amino
asitler, polifenoller ve diger antioksidan bilesikleri
arasinda gergeklesen degisim ya da interaksiyonlari
kapsar [23]. Bu degisimin buyukligl g¢ogunlukla Uretim
parametreleri ile yakindan iligkilidir [7]. Son urinde renk
beyazdan siyaha donerken, suda ¢ozinebilen kuru
madde miktar (Brix), esmerlesme dlzeyi, asitlik, tatlilik
artmakta pH dederi ve su aktivitesi azalmaktadir [37].
Uygulanan farkli proses parametrelerinde siyah
sarimsakta olusan fizikokimyasal degisimler Tablo 1'de
Ozetlenmistir.

Olgunlastirma islemi boyunca sert ve sulu yapidaki
sarimsak elastik, jelatinimsi ve yumusak bir tekstur
kazanir. Nem orani %40-50 arasina geldiginde siyah
sarimsagin tlketiimesi daha uygundur. Nem degeri
%35’in altina dustiuglinde kurulugundan dolayi daha sert
ve zayif bir elastisiteye sahip oldugu igin gignenmesi
daha zordur [19].Tat profilinde gerceklesen degisimler
incelendiginde beyaz sarimsakta yodun olarak sulfir
ucucu bilesenleri (diallil tristlfit %21.3, diallil disulfit
%21.0) ve acilik veren butenal tirevleri bulunurken
siyah sarimsakta tatlilk ve Maillard reaksiyon
Urtinlerinden kaynaklanan kavrulmus tatlar, o6zellikle
furfural (%17.3) daha ylUksek oranda bulunmustur [39].
Kavrulmus tatlar haricinde, siyah sarimsak eksi, sulfir,
meyvemsi, sekerli (fruktoz, glikoz) tatlar da icermektedir
[40]. Maillard reaksiyonlari sonucu olusan ara Urunler
sebebi ile beyazdan kahverengiye ve siyaha dogru renk
degisimi gergeklesmektedir. Siyah sarimsakta renk
degisimi L degeri 0 (siyah) ve 100 (beyaz) arasindaki
renk  degeri ile veya esmerlesme  duzeyi
(spektrofotometre, 420 nm) ile gosterilmektedir. Siyah
sarimsagin olusma prosesinde gergeklestigi gibi L renk
degerinin azalmasi rengin beyazdan siyaha degistigi
anlamina gelmektedir. Rengin koyulasmasinin ana
sebebi olgunlastirma islemi ile Urinde olusan
melanoidin pigmentidir. Olgunlasma islemi siresince
siyah sarimsagin renginde meydana gelen degisim
Sekil.1’de gosterilmistir. Renkteki degisime ek olarak
Maillard reaksiyonlarinin  sonuna dogru Urtnde
melanoidinin olugsmaya baglamasi ile siyah sarimsakta
acimsi, yanigimsi, istenmeyen bir tat olusmaya baslar
[25].
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Tablo 1. Siyah sarimsakta beyaz sarimsaga goére gergeklesen fizikokimyasal degisimler*
Table 1. Physicochemical changes in black garlic compared to white garlic*

Proses parametresi Brix Nem pH AE L Referans
40°C, 70% RH (RH: bagil nem), 45 glin 19% | %8861 71
85°C, 70% RH, 45 glin 31% | %2 828 t

90°C, 100% RH, 34 saat %6 | %16 | %207 1

60°C, 60% RH, 6 saat %11 | %22 | %336 1

75°C, 70% RH, 48 saat %14 | %30 | %464 1 [16]
70°C, 60% RH, 60 saat %37 | %36 | %914 1

65°C, 50% RH, 192 saat %31 | %32 | %1279 1

55°C, 80% RH, 90 glin %35 | [25]
72°C, 90% RH, 33 glin %22 1 %41 | %65 |

75°C, 90% RH, 21 glin %12 1 %40 | %65 | [37]
78°C, 90% RH, 14 glin %9 1 %36 | %63 |

72°C, 90% RH, 35 glin %13-30 1 %40-47 | [8]
60°C, 70-90% RH, 45 glin %147 1 %23 | %58 | [38]

*: AE: Esmerlesme Dizeyi, L: Renk (Hunterlab). Tablodaki oklar siyah sarimsaktaki parametrelerin beyaz sarimsaga

nazaran azaligini veya artisini belirtmektedir.

*: AE: Browning Level, L: Color (Hunterlab). The arrows in the table indicate the decrease or increase of the parameters

in black garlic compared to white garlic.

Siyah sarimsak olusumu sirasinda son Uriinde fruktan
ve galaktan gibi polisakkaritlerin suda ¢6zlnebilen
formdaki monomerlerine pargalanmasi sonucu brix
degerinde artis gobzlenmektedir. Beyaz sarimsakta
33.83-43.5 (°Brix) olan suda ¢ozinebilen kuru madde

miktari, uygulanan ortam sicakligi, bagil nem ve sureye
bagh olarak, siyah sarimsakta 38.28-55.75 (°Brix)
seviyelerine ylkselmektedir [8, 37].

Sekil 1 Olgunlagsma islemi boyunca siyah sarimsak renginde olusan degisimler [28]
Figure 1. Changes in the color of black garlic during ripening process [28]

Olgunlastirma  slresince pH degerinde azalma
gorilmektedir. Bunun nedeni Maillard reaksiyonlari
sonucunda aldoheksozdaki aldehit grubunun

Yapilan bir ¢alismada siyah sarimsakta askorbik asit
miktarinin mor kabuklu taze sarimsak tiriinden 4.65 kat
daha distUk oldugu bulgulanmigtir. Bunun baglica
sebebinin siyah sarimsak Uretiminde uygulanan sicaklik
ve depolama sitiresinin askorbik asidin stabilitesine etki
etmesi oldugu belirtilmistir [30].

Antioksidan Ozelliklerinde Olugan Degisimler

Siyah sarimsagin, beyaz sarimsaktan daha ylksek
polifenol igerigine sahip oldugu ve antioksidan kapasite

gosterdigi  bilinmektedir [14]. Siyah sarimsak lipit
peroksidasyonunu ve serbest radikal Gretimini
engelleme, slperoksit dismutaz benzeri aktivite
gosterme ve serbest oksijen tirleri sipuricl

Ozelliklerine sahiptir [7, 41-43]. Literatlrde farkli siyah
sarimsak Uretim islem parametrelerinin son urindn

oksidasyonu ile olusan karboksilik asitlerdir [7].
Karboksilik asit icerisinden belirlenen en yiksek artis
asetik  asit miktarinda gOzlemlenmistir [21].
antioksidan o6zelliklerinde olusan degisimler Tablo 2'de
Ozetlenmistir.

Siyah sarimsagin yuksek antioksidan 6zelliginden
sorumlu olan bilesikler baglica SAC, THBC (tetrahidro-3-
karbolin) ve 5-HMF’dir [19,21]. Kloroform ve methanol
cozeltileri (4:1 ve 2:1) ile ekstraksiyonu gerceklestirilen
siyah sarimsak ekstraktlarinda HPLC analizinde 5-HMF
ve 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro- B-karbolin-3-karboksilik asit
digsinda adenozin, Uuridin ve 2-asetilpirol bilegikleri
bulunmustur [33].

Bir calismada siyah sarimsaktaki L-triptofan miktarinin
aldehit ya da pirlGivik asit ile kimyasal reaksiyonu sonucu
azalarak THRC igeriginin yukseldigi bulgular arasindadir.
THRC’nin askorbik asitten daha ylksek hidrojen peroksit
giderme aktivitesi gosterdigi in-vitro galismalarda
Olguimlenmistir [44].
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Tablo 2. Siyah sarimsakta beyaz sarimsaga goOre biyoaktif bilesen ve antioksidan o6zelliklerinde gergeklesen

degisimler*

Table 2. Changes in bioactive components and antioxidant properties of black garlic compared to white garlic*
Proses parametreleri Jgﬁ:ﬂgl Akr;tl:)oakssi;gzr f;(\)/gl:é? d SAC igerigi Referans
40°C, 70% RH, 45 giin - 3.6 x1 2 - 6.4 x1

55°C, 70% RH, 45 gln - 4.9 x1 2 - 58x1 7]
70°C, 70% RH, 45 giin - 5.5x1 2 - 5.8x1

85°C, 70% RH, 45 gin - 7.2x1°2 - 4.4 x1

72°C, 90% RH, 33 glin 29x1 6.8 x11;4.8x13 - -

75°C, 90% RH, 21 gln 3.2x7 6.1 x11;3.9x73 - - [37]
78°C, 90% RH, 14 glin 3.0x71 6.3 x1%;3.5x73 - -

70°C, 90% RH, 35 gln 3.5x7 2.7 x1% 16.0-13.6 x12 49x1 - [28]
90°C, 100% RH, 34 saat 39x1 - 1.1x1 -

60°C, 60% RH, 6 saat 48 x 1 - 1.1x1 -

75°C, 70% RH, 48 saat 6.6 x 1 - 1.2x1 - [20]
70°C, 60% RH, 60 saat 8.7x1 - 1.4x71 -

65°C, 50% RH, 192 saat 9.3x7 - 1.5x1 -

60°C, 70-90% RH, 45 gin 1.1x1 3.5x14 - - [38]

*: Antioksidan kapasitesi 1) ABTS (2,2-azinobis(3-etilbenzothiazollin-6-sulfonik asit)), 2) DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), 3) TEAC
(Trolox® esiti antioksidan kapasite), 4) FRAP (demir iyonu indirgeyici antioksidan gul¢) yontemi ile belirlenmistir. Tablodaki oklar
siyah sarimsaktaki parametrelerin beyaz sarimsaga nazaran kag kat artis oldugunu belirtmektedir.

*. Antioxidant capacity was determined by 1) ABTS (2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazollin-6-sulfonic acid)), 2) DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil), 3) TEAC (Trolox® equivalent antioxidant capacity), 4) the FRAP (ferric ion reducing antioxidant power) methods. The
arrows in the table indicate how many times increase the parameters in black garlic compared to white garlic.

Siyah sarimsagin antioksidan kapasitesi hammadde
kalitesine, orijinine, beyaz sarimsagin hasat sonrasi
depolama kosullari gibi etmenlere bagh olarak
degdiskenlik gosterebilmektedir. Medina ve ark. [8] bir
onceki yil hasat edilen ve -2°C dondurucuda depolanan
lig farkl sarimsak gesidi (Cin, Ispanya, Kaliforniya) ile
ayni ylil icinde hasat edilen gesitlerden elde edilen siyah
sarimsaklarin Urin kalitesine etkilerini belirlemislerdir.
Buna gore bir yil 6nce hasat edilen antioksidan
kapasitesi ve polifenol miktarinda genel olarak azalma
gorilmustir.  Ancak iglerinde Cin  sarimsaginin
depolanmadan 6nemli derecede etkilenmemesi, ceside
baghh  olarak  depolamadaki  degisimlerin  farkli
olabilecegini ortaya koymaktadir.

URETIM SURESINi AZALTMAK IGIN YAPILAN
UYGULAMALAR

Siyah sarimsak Uretim surecinin en az 20 ginden fazla
surmesi yuksek enerji tiketimine ve sire kaybina neden
olmaktadir. Bu durum drindn biyoaktif maddeleri kayba
ugratmadan, istenen kalite 6zelliklerinde Urin Uretmek
icin arastirmacilari yenilikgi teknolojiler, farkli 6n igleme
teknikleri kullanmanin yollarini aramaya yoénlendirmistir.
Yapilan 6n islemler sarimsagin hicre duvarinin
parcalanmasi ile agida ¢ikan bilesiklerin reaksiyon hizini
arttirmak ve bu sekilde Uretim slresini azaltmak

hedeflenmistir. Yuksek hidrostatik basing, wvurgulu
elektrik alan, mikrodalga gibi innovatif uygulamalar
kullanilarak siyah sarimsak Uretiminde verimlilik

saglanmasi konusunda galismalar mevcuttur [45].

Siyah sarimsagin depolama suresini uzatmak amaciyla
on islemde geleneksel kurutma ve ohmik isitma yontemi
kullanilmig ve ardindan 70°C, %94 bagil neme sahip
ortamda 12 gun sure ile olgunlastirma iglemine tabi
tutulmustur. Islem siirecinde 6lgiilen ve Maillard
reaksiyonu gOstergesi olan furoil-metil amino asit
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miktarinin daha dusik olarak o6lgildiga (42 mg/100 g
protein) ohmik Isitma  isleminin  uygunlugunu
gOstermektedir [46].

Pektinaz, selllaz gibi hiicre duvarini hidrolize eden
enzimlerin  kullanimi hidcre  duvari  gegirgenligini
arttirarak  biyoaktif  bilesenlerin  ekstraksiyonunu
kolaylastirmaktadir. Bu bilgiden faydalanarak Kim ve
ark. [13] sarimsak suyunun enzim karigimi ile karigtirilip
ylksek hidrostatik basing altinda (100 MPa, 55°C, 24 h)
isleme tabi tutulmasinin ardindan siyah sarimsak
Uretimini (55°C, %70 bagl nem ve 15 gin)
gerceklestirilmistir. Bu islem sonucunda 0On igleme tabi
tutulmamis siyah sarimsaga gore olusan S-allil sistein
miktari 3 kat, beyaz sarimsaga goére 10 kat artis
gostermistir.  YUksek hidrostatik basing uygulamasi
uygun degerlerde enzim ile substratin temasini
hizlandirarak enzim aktivitesini arttirmasina yardimci
olmaktadir. Chen ve ark. [47], sarimsaga uygulanan
ylksek basing (300 MPa, 15 dk.) 6n uygulamasinin y-
glutamiltransferaz (y-GTP) aktivitesini arttirarak son
urindeki SAC oraninin 8 kat arttirdigini tespit
etmislerdir.

Yuksek hidrostatik basin¢ (500 MPa, 10 dk.) ve ylksek
basingli  karbondioksit (7MPa, 3dk., 45°C) 06n
uygulamasi ile siyah sarimsak olugsum suresi 60-90
ginden 15 gline kisalmis ve duyusal ve fizikokimyasal
kalite 6zellikleri bakimindan tiketiciler tarafindan tercih
edilebilirligi  ylksek bir Grin Uretimi saglanmigtir.
Antioksidan etkinligini saglayan SAC, 5-HMF, fenolik
icerigi ticari Urlne gore yuksek basing 6n isleminde
siraslyla yaklasik %25, 70, 23 oraninda; yuksek basingli
karbondioksit 6n isleminde ise %19, 66, 2 oraninda
daha dusUk bulunmustur [45]. Ancak olgunlastirma
suresinin en az 4 kat azaltimasi optimum proses
kosullarinin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismanin
yapilmasini tesvik etmelidir. Bir baska calismada da
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siyah sarimsak melanoidin Uretiminde kullanilan yiksek
hidrostatik basing uygulamasinin siyah sarimsak
melanoidinin termal stabilitesini arttirdigi saptanmistir
[48].

Siyah sarimsak Uretimi ©6ncesi 0On islem olarak
hammadde dondurucuda belli bir sire bekletilip
olgunlastirma suresi kisaltilabilmektedir. Bu amagla
Kandemirli ve ark. [49] 6n islem olarak beyaz
sarimsaklari -16°C dondurucuda 30 h bekletmis ve
donma sonrasi elde edilen siyah sarimsaklarin
antioksidan aktivitesi, toplam fenolik, toplam flavanoit ve
HMF oranlarinin daha yuksek oldugunu ve olgunlasma
stresinin 35 ginden 25-30 gune azaldigini
belirlenmistir. Siyah sarimsak elde etmede dondurarak
bekletme 6n igleminin etkilerinin arastinldigi bir baska
calismada ise 22 gun islem suresi sonunda 6n islem
uygulanmayan kontrol numunesine gére indirgen seker
orani %51.88, toplam fenol miktar %58.54, 5-HMF
miktar1 %25 oraninda artis gostermistir [50].

SONUG

Siyah sarimsak Uretimi esnasinda renk koyulasmakta,
su aktivitesi ve pH degeri azalmakta, kuru madde,
indirgen seker igerigi ise artis gostermektedir.
Antioksidan etkiye sahip olan fenolikler, baslica S-allil
sistein gibi sulfir bilesikleri, Maillard reaksiyon urlnleri
beyaz sarimsaga kiyasla artmaktadir. Temel olarak
uriinde renk degisimine sebep olan kimyasal degisimler
Maillard reaksiyonlari ve enzimatik reaksiyonlar sonucu
gerceklesmektedir. Uzun bir olgunlagma periyoduna
sahip siyah sarimsak uretiminin verimliligini artirmak igin
kullanilan dondurarak saklama, ylksek hidrostatik
basing uygulamasi, enzim ile muamele gibi innovatif
uygulamalarin avantajlari bu alanlardaki c¢alismalara
yogunlasilmasinin ve gelistiriimesi gerekliliginin énemini
gOstermektedir.
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Ekzopolisakaritler, tekrarlanan seker birimlerinin glikozidik bag ile bir araya gelmesi ile olusmus polimerler olup ¢ok
cesitli mikroorganizma, bitki ve hayvan tarafindan Uretilebilmektedir. En 6nemli Ureticilerinden biri laktik asit
bakterileridir (LAB). Bu polimerler sentezlendikleri hiicreye kovalent baglarla bagli bulunabilecegi gibi, ortama
salgilanarak htiicreye elektrostatik kuvvetle zayif bir bicimde de bagli olabilir. Bulunduklari hiicreyi disik su aktivitesi,
ozmotik stres, bakteriyofajlar, toksik bilesikler vb. durumlara karsi korumaktadirlar. Sentez mekanizmasi da dahil
olmak Uzere ekzopolisakkaritler arasinda igerdikleri seker biriminin ¢esit ve sayisi, molekil agirligi, yan zincirlerin
varligi, yuku gibi 6zelliklerle ¢ok gesitli farkliliklar gézlemlenir ve bu durum gesitli fonksiyonel 6zellikte benzersiz
yapida ekzopolisakkaritlerin olusumunu saglar. LAB tarafindan Uretilen ekzopolisakkaritler toksik olmayisi ve biyo-
bozunur Ozelligi basta olmak Uzere tekstirel yapi ve organoleptik kaliteyi olumlu ydnde etkilediginden gida
sistemlerinde ¢ok yaygin bir kullanim alani bulmustur. Ginimuzde ekzopolisakkaritlerin teknolojik 6zelliklerinin yani
sira gesitli galigmalar 1s1ginda antioksidan, anti-timor, prebiyotik, yara iyilestirici, anti diyabetik ve kolesterol seviyesini
dizenleyici gibi bircok biyolojik fonksiyonu ortaya ¢ikariimistir. Bu derlemede literatirde yer alan ¢alismalar esliginde
ekzopolisakaritlerin yapisi ve saglik Gzerine bazi etkileri incelenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, Ekzopolisakkarit, Saglk

Exopolysaccharides Produced by Lactic Acid Bacteria and Their Therapeutic Effects
ABSTRACT

Exopolysaccharides are polymers formed by the combination of repeated sugar units with glycosidic bonds and can
be produced by a wide variety of microorganisms, plants and animals. One of the most important producers is lactic
acid bacteria (LAB). These polymers can be covalently bound to the cell in which they are synthesized, or they can be
secreted into the environment and be weakly bound to the cell by electrostatic force. They may protect the cell that
they are in against factors such as low water activity, osmotic stress, bacteriophages and toxic compounds. Including
their synthesis mechanism, a wide variety of differences in the properties of exopolysaccharides such as the type and
number of sugar units they contain, molecular weight, the presence of side chains and charge have been reported,
and these differences lead to the formation of exopolysaccharides with various functional properties and unique
structures. Exopolysaccharides produced by LAB have found a very common uses in food systems because they
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influence the textural structure and organoleptic quality, especially with their non-toxicity and biodegradable feature. In
addition to the technological properties of exopolysaccharides, many biological functions such as antioxidant, anti-
tumor, prebiotic, wound-healing, antidiabetic and cholesterol level regulation have been revealed in the light of various
studies. In this review, the structure of exopolysaccharides and some of their beneficial effects on human health are
presented by means of the relevant studies in the literature.

Keywords: Lactic acid bacteria, Exopolysaccharide, Health

GiRIiS

Geleneksel aliskanliklara bagli olarak dretilen
fermente gidalarin gerek olgunlastirma asamasinda
gerek tat, aroma ve kendine 06zgin teksturinin
olusturulmasinda starter kultir olarak kullanilan laktik
asit bakterileri (LAB), gidadaki karbohidratlari
fermente ederek son urin olarak temelde laktik asit
uretirler [1]. Bunun yaninda LAB besin bakimindan
zengin ortamlarda bulundugunda cgesitli organik asitler,
hidrojen peroksit, bakteriyosin veya ekzopolisakkarit
(EPS) gibi ¢ok cesitli metabolitleri de Ureterek
fonksiyonel 6zellik gosterebilirler. LAB’ler Urettikleri
metabolitler ile gidanin yapisal ve tekstlrel 6zelliklerini
iyilestirmelerinin yani sira tiketici sagligi Uzerinde
olumlu etkilerinden dolay! da dikkat gekmis ve bakteri
gruplar arasinda GRAS (genel olarak guvenli kabul
edilen) statlistine sahip olduklarindan endustride
kullanimlari yaygin hale gelmistir [1, 2]. Son yillarda
LAB tarafindan sentezlenen EPS’nin hem sagligi
olumlu yénde etkilemesi hem de gidalarin yapisal ve
teksturel o6zelliklerini iyilestiren dogal biyopolimerler
olmas! oldukga dikkat ¢cekmigtir. Ayni zamanda séz
konusu o6zelliklerinden dolayi gok yonli fonksiyonel bir
mikrobiyal metabolit olan EPS, gida, ilag, kozmetik,
tekstil gibi birgok alanda kullaniimaya baglanmistir [3,
4]. Bu durum mikrobiyal kaynakli EPS’lere olan ilginin
artmasini saglamigtir.

Mikrobiyal polisakkaritler bitki ve hayvan kaynakl
polisakkaritlere kiyasla tekrarlanabilir uretim
parametreleri, daha kisa slrede elde edilmeleri,
kalitesi ve nihai Grantn ylksek verimi gibi bircok
avantaja sahiptir. EPS’ler mikrobiyal polisakkaritlerin
bir ¢esididir. Mantarlar ve bakteriler tarafindan hicre
ici ya da hicre disi sentezlenebilirler. LAB’lerin ¢esit
ve miktar bakimindan en iyi EPS dreticileri oldugu
bilinmektedir [5, 6, 7].

LAB tarafindan Uretilen EPS'lerin bazilari, canlilarda
immudno-modulatér,  anti-timoér,  anti-biyofilm  ve
antioksidan aktiviteleri gibi saglik Uzerine faydalari
bulunmaktadir. Bununla birlikte, saglik tGzerine etkileri
genel olarak konakgi-bakteri iliskisine dayanir ve
karakteristigine bagh olarak bagisiklik sistemi Uzerine
etkisi  olabilmektedir. EPS’lerin  birgogu  uzun
karbohidrat zincirlerinden olustugundan kisa zincirlere
kiyasla daha yavas metabolize edilerek, kolon
bolgelerinde daha uzun sure kalmaktadir. Kolondaki
bir ya da sinirh sayidaki bakterinin buyime ve
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gelismesini saglayarak prebiyotik olarak fonksiyon
gOsterdigi ve bagirsak mikrobiyotasini modifiye ederek
saglhgi olumlu yénde etkiledigi bilinmektedir [6, 8].

EKZOPOLISAKKARITLER

Polisakkaritler ~ dinyadaki en oOnemli  biyolojik
polimerlerdendir [9, 10] ve dogada olduk¢a yaygin
sekilde bulunurlar. Bu polimerlerin canlilar igin baslica
enerji depo materyali (6rnegin glikojen) olmasinin yani
sira Ozellikle bakteri hiicre duvari bilesenleri olan
peptidoglikan, lipopolisakkarit, lipooligosakkarit, teikoik
asit, lipoteikoik asit ve EPS’lerin yapisinda yer almasi
gibi birgok hayati fonksiyonu bulunmaktadir. Ornegin
teikoik asit, teikuronik asit, lipopolisakkarit ve
peptidoglikan gibi bakteri hiicre duvari bilesenleri
polisakkaritlerden olugsmaktadir [11-13]

EPS’ler diz veya dallanmis tekrarli seker ve seker
turevlerini igeren uzun zincirli, yuksek molekdl
agirhgina sahip ve temel olarak hicre ¢eperi disinda
bulunacak sekilde Uretilen polimerlerdir. Bu seker
birimleri farkli oranlarda agirlikli olarak ya glukoz,

galaktoz, fruktoz ve ramnozdan ya da bunlarin
kombinasyonlarindan olugsmaktadir [14-16]. Birgok
prokaryotik ve Okaryotik mikroorganizma hicre

duvarlarinin bilesiminde bulunmayan hicre disi EPS
olarak adlandirilan polisakkaritler Uretme
kabiliyetindedirler [14]. Bitkiler, algler, mantarlar ve
bakteriler tarafindan da EPS uretilmektedir. GRAS
statlisiine sahip gida sinifi LAB tarafindan Uretilen
EPS, bitki ve hayvan kaynakli EPS’nin bir alternatifi
olarak kullanilabilir [17]. Bakteriler teknolojik ve
endustriyel uygulamalar igin EPS Uretiminden sorumlu

temel organizmalardir [4,5]. Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc  ve
Weissella  cinslerinin EPS reticisi  olduklan

bilinmektedir [3,18].

LAB’ler tarafindan Uuretilen EPS’ler, hicreyi ozmotik
stres, dusuk su aktivitesi, fagositoz, bakteriyofajlar,
toksik bilesikler ve makrofajlara karsi koruyucu
islevlere sahiptir [8]. Diger yandan, EPS’ler hiicre
tanimada, yuzeylere tutunma ve probiyotikler gibi
mikrobiyal  ekosistemlerin  bagirsak  florasinda
kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilmlerin
olusmasinda kilit 6neme sahiptir. Ayrica Uretilen
EPS’ler, Ureticisi LAB tarafindan enerji kaynagi olarak
da kullanilabilmektedir [12, 13, 19, 20]. Bu
biyopolimerler hiicrede kovalent baglarla siki bir
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sekilde baglanmis hicre etrafinda kapsul olusturan
kapsiler EPS (CPS) veya hiicreye gevsek sekilde
bagl olarak hicre ylzeyi ile elektrostatik etkilesimler
vasitasiyla iligkili olan ve ¢ogunlukla ortama salinarak
yapiskan bir 6zellik kazandiran (slime) EPS (SPS)
olarak iki formda bulunabilir. CPS ve SPS, hiicre

yluzeyine baglanma sekillerinde farklilik olan
ekzoselller polisakkaritlerdir. EPS Ureticisi LAB tlrleri
EPS  dUretimlerini  ¢ogunlukla SPS  formunda

gerceklestirirken, bazi tirler ise hem CPS hem de
SPS formunda Uretebilmektedir. CPS, SPS’den daha
iyi su tutma kapasitesine sahip iken, salgi formunda
olmasindan dolayr SPS’nin daha yiksek viskoziteye
sahip oldugu bilinmektedir [13, 16, 21-23]. Yang ve
ark. [22] tarafindan yapilan bir calismada; Cin lahana
tursusu olan kimchi'den iki EPS formunu da Uretebilen
L. rhamnosus JAASS susu izole edilmistir. S6z konusu
sus tarafindan dretilen hiicre yizeyini cevreleyen

mevcut kapstler polisakkarit (CPS) ve yapiskan
polisakkaritin ~ (SPS)  biyosentezleri ayri  ayri
incelenmistir. Sonug olarak; gelisme ortaminda

bulunan SPS biyosentezinin logaritmik biyime
safhasi boyunca arttigi, sonrasinda s6z konusu artisin
duragan safhada azaldigi ve sonunda viskozite
etkisinde belirli oranda azalma oldugu tespit edilmistir.

Bu durumun fermantasyon ortaminda yer alan
glikohidrolazlarin  EPS'yi  monomerlere  hidrolize
etmesinden kaynaklandigi  belirtiimistir.  Bununla
birlikte  Uretilen CPS’nin  etkilenmedigi  aksine

fermantasyon islemi sirasinda veriminin sirekli arttigi
belirlenmigtir. Besin maddelerinin tikenmesi, asitligin
artmasi, tuz varligi gibi olumsuz gevre kosullarinin
CPS olusumunu tesvik ettigi gorilmustir. S6z konusu
bu durum hucresel koruma ile iliskilendirilmig, koruma
ve direng Ozelliklerinden dolayr saglk agisindan
probiyotik olarak kullaniminin 6n kosulunu olusturdugu
gorulmustur. Bu calismadan elde edilen sonuca
benzer olarak; L. helveticus, L. delbrueckii ve S.
thermophilus gibi diger birgok EPS Ureten LAB’nin
duragan safhada EPS veriminde benzer azalmalar
oldugu bulunmustur.

LAB tarafindan uretilen EPS’ler; yapisal olarak tek tip
monosakkaritlerin  tekrarlanan birimlerinden olusan
homopolisakkaritler (HoPS) ve iki veya daha fazla
monosakkaritten  olusan  bir  Unitenin  duzenli
tekrarlayan birimlerinden olusan heteropolisakkaritler
(HePS) olmak Uzere iki alt sinifa ayrilmaktadir [18, 19,
24.]. HoPS, glukoz, fruktoz gibi tek tip monosakkarit
icerir ve a-D-glukanlar (deskranlar, mutanlar,
alternanlar), B-D-glukanlar, fruktanlar (levan, indlin) ve
poligalaktan olmak Ulzere doért gruba ayrihr [18].
HoPS’lar arasindaki temel farkhlik esas olarak ana
zincirdeki baglar, molekul agdirliklari ve dallanma
yapilarinin 6zellikleri nedeniyle ortaya g¢ikmaktadir
[16]. Genellikle molekil agirliklart 10* ile 10° Da
araliginda degismektedir. Leuconostoc ve Weisella
suslari baslica ve énemli miktarda HoPs Ureticileridir
[12, 25, 26].
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HoPS’larin Uretilmesi i¢cin fermentasyon ortaminda
sukroz substrat olarak kullaniir ve monosakkarit
Uniteleri  bakteri  hicresi  duvarinda  bulunan
glikoziltransferaz tarafindan olusturulduktan sonra
biyosentez gerceklestirilir. Alfa-glukanlar, a-(1-6) ve a-
(1-3) bagh glikozidik birimlerinden olugmaktadir. L.
mesenteroides subsp. mesenteroides, L.
mesenteroides  subsp.  dextranicum  tarafindan
dekstransiikraz enziminin aktivitesi ile sikrozdan

Uretilen dekstranlar a-(1-6) ve a-(1-3) glikozidik
baglarini igerir. Dekstran c¢ozeltilerinin viskozitesi
konsantrasyon, sicaklik ve molekuler agirlk

fonksiyonlarina bagl olarak degisir, sahip olduklari
glikozidik baglarin serbest donlisimi sayesinde esnek
bir yapiya sahiptir ve suda oldukga iyi ¢ozunurler
[27,28]

LAB'LER TARAFINDAN OURETILEN EPS'NIN
SAGLIKLA iLiSKisi

LAB tarafindan duretilen dogal biyopolimerler olan
EPS’lerin insan saglidi acisindan da son derece
onemli oldugu bilinmektedir. Antioksidan, prebiyotik,
anti-timoér,  immuno-modulasyon,  antiinflamatuar,
proinflamatuar ve kolestrol dusuricli aktiviteler gibi
saglik Gzerine olumlu etkilere sahip olduklarindan gida
endustrisinde degerli bilesenler olarak kabul edilirler
[29-34]. LAB’nin EPS’lerinin saglik Uzerine etkileri
takip eden bolumlerde incelenip Sekil 1'de kisaca
Ozetlenmistir ve c¢alismada yeralan EPS’lerin
bazilarinin saglik Gzerine etki mekanizmalari Tablo
1’de listelenmistir.

EPS’lerin Prebiyotik Etkileri

Probiyotikler, belirli miktarlarda alindiklarinda
konakgisina bir saglik vyarari saglayabilen canlh
mikroorganizmalardir.  Prebiyotikler ise bagirsak
mikrobiyotasinda bulunan yararli mikroorganizmalarin
gelisimini ve stabilitesini saglayarak konakgi saghgini
olumlu yénde etkileyen ve sindirilemeyen maddelerdir.
Bunlar genellikle polimerizasyon dereceleri 2 ile 20
monomer arasinda degisen oligosakkaritlerdir. So6z
konusu prebiyotikler probiyotikler tarafindan
metabolize edilerek patojen mikroorganizmalara kargi
bagisiklik geligtirirler. Prebiyotiklerin temeli
oligosakkaritlere  dayanir.  Galaktooligosakkaritler
(GOS) ve fruktooligosakkaritler (FOS) 6nemli
prebiyotikler olarak bilinmektedir. LAB tarafindan
uretilen poli ve heterooligosakkaritler potansiyel
prebiyotiklerdir. Uzun karbohidrat zincirlerine sahip
olan EPS’ler kisa zincirli olanlardan daha yavas
metabolize edileceginden gastrointestinal sistemde
daha uzun sure kalarak prebiyotik etki yapabildigi
distnllmektedir.  Ayrica EPS’lerin probiyotik
mikroorganizmalar tarafindan uretilen kisa zincirli yag
asitleri ile birlikte sindirim sisteminde iyi bir prebiyotik
etki gosterdigi de bildirilmistir [12, 16, 24, 35, 36].
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Tablo 1. LAB’leri tarafindan uretilen EPS’lerin saglik Uzerine etki mekanizmasi
Table 1. The mechanism of action of EPS produced by LABs on health

EPS Ureticisi Bakteri EPS YAPISI Saglik Uzerine Etki Mekanizmasi Referans
L. plantarum RJF4 HePS (Glukoz, Mannoz) Antioksidan — Kolesterol Uzerine [17]
Diyabet Uzerine(Alfa-amilaz
inhibitérii)
Lactococcus lactis subsp. lactis HePS (Fruktoz, Ramnoz) Antioksidan [64]
Weisella cibaria HePS (Glukoz, Ramnoz) Siiperoksit Anyon Sipirme- [79]
Hidroksil Radikali Siipirme
L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3  (HePSManoz, Glukoz, Siperoksit Anyon Siplrme [80]
Sikroz+Maltoz, Fruktoz, N-
asetil glukozamin)
L. acidophilus DSMZ 20079 HePS (Glukoz, Fruktoz, immiin Modiilasyonu [96]
Glukuronik asit) (MCF7 ve Caco-2 hiicrelerinin
canhhk inhibisyonu-hiicresel
proliferasyon inhibisyonu)
L. plantarum BR2 (HePS Glukoz, Mannoz) Kolesterole Uzerine [118]
L. paracasei JY062 - Diyabet Uzerine [132]
(Alfa-amilaz inhibitorii)
Lactobacillus sp.Cas HoPS (Glukoz) Yara lyilestirici [138]
Lactobacillus gasseri FR4 HePS (Glukoz, Mannoz, Antimikrobiyal Etki (Escherichia coli, [140]
Galaktoz, Ramnoz, Fukoz) Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus ‘a karsi)
Streptococcus thermophilus HePS (Glukoz, Galaktoz) Antililser [144]
CRL 1190 FM
S6z konusu EPS’ler vicuda yeterli miktarlarda 42]. Prebiyotik karbohidratlari fermente edebilme

alindiginda canli mikroorganizmalar olarak tanimlanan
probiyotik  mikroorganizmalarin  buylmesini  tesvik
ederek, konakgi saghgi tzerinde olumlu etkiler yaratir ve
bagirsak mikrobiyotasini pozitif yonde modile eder [39,
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yetenedi hem tir hem de substrata 6zgu bir 6zellik
oldugundan prebiyotik ve probiyotikleri bir arada
bulunduran sinbiyotik Grtnlerin insan saghg! Uzerinde
daha fazla olumlu etkileri oldugu 6ne surilmektedir [39,
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43-46]. Sinbiyotik drunler, probiyotik
mikroorganizmalarin  prebiyotik  iceren  Urlnlerde
gelismelerinin  tesvik edildigi, saglik ve beslenme

metabolizmasini duzenleyici ve iyilestirici potansiyeli
yuksek fonksiyonel gidalardir [40]. LAB tarafindan
uretilen EPS’lerin  prebiyotik  olarak  kullanildigi
uygulamalar sinirh oldugundan, EPS ureten bir LAB
susunun fermente gidalarda dogrudan starter olarak
kullanilmasi, sinbiyotik drlnlerin gelismesine katkida
bulunabilir ~ [35]. EPS’lerin  prebiyotik  &zellikler
gOstermesinin yani sira bagirsak florasinda LAB
turlerinin kolonizasyonunu kolaylagtirmasi, zorlu sindirim
kosullarina direng goOstermesi ve konak bagisiklk
sistemini glclendirmesi gibi probiyotik acgidan énemli
fonksiyonlari vardir [47-50]. Yapilan bir ¢alismada L.
sanfranciscensis tarafindan Uretilen levan tipi EPS’nin
prebiyotik ozellikleri incelenmistir. Sonug olarak; saglikli
insanlarin  digki  drneklerinden  alinan  bakteriler
tarafindan tek karbon kaynagi olarak kullanilan levanin
fermantasyonu sonucunda bifidobakterlerin sayisi artmig
ancak laktobasillerin sayisinda azalma gd6zlenmistir.
Bifidojenik etki in vitro olarak tespit edilmis ancak model
sistemde prebiyotik etki degerlendiriiememistir [12].
Probiyotik bakterilerin bagirsak florasinda tutunabilme
ve kumelesebilme yetenekleri s6z konusu ortamlarda
kolonize olabilmeleri agisindan oldukga onemlidir. Bu
durum konakgi-bakteri iligkisi ile dogrudan alakali olup
EPS’nin saglik Uzerinde yararlar gosterebilmesini de
etkilemektedir. EPS’nin s6z konusu iligkideki anahtar
roli, kimyasal yapi ve karakteristigine bagl olarak
bagisiklik sistemi Uzerinde farkli etkilerde bulunmasidir
[50]. Ornegin yapilan bir galismada yiiksek molekiler
agirhda sahip EPS dreten L. casei subsp. shirota ile
daha az EPS Ureten EPS mutant suslar fare makrofaj
hicrelerindeki sitokin Uretimleri agisindan karsilastiriimig
ve dogal tirin sitokin olusumundaki uyarisi mutant
tirlere nazaran daha az bulunmustur. Bu sonug EPS’nin
immun sistemi etkileyici 6zellikte oldugunu gostermistir
[51]. Benzer olarak bu etki EPS Ureten ve lretmeyen L.
plantarum ve L. rhamnosus RW-9595M suslarinda da
tespit edilmistir [52, 53].

EPS’nin prebiyotik 6zelligi araciligiyla gastrointestinal
sistemde duzenleyici olarak islev sergileyebilecegi
yapilan g¢alisma ile desteklenmistir [54]. Bilindigi tzere
irritabl bagirsak sendromu (IBS), genel popiilasyonun
%7 ila %21'ini etkileyen; yasam kalitesini ve is
verimliligini  6nemli Olglide azaltabilen kronik bir
rahatsizliktir [55]. Halen daha etkili bir tedavisi olmasa
da semptomlarin azaltiimasinda ilk basamak o6zellikle
suda ¢ozulur diyet lif alimini arttirmak gibi beslenmede
yapilacak degisimlerden olugsmaktadir [56, 57]. Zhou ve
ark. [54] tarafindan yapilan ¢alismada L.plantarum
NCU116 tarafindan Uretilip ardindan saflastirilan EPS
(EPS116) degisen oranlarda (0. 80 ve 160 mg/kg
EPS116) dekstran sodyum sulfat (DSS) ile birlikte erkek
farelerin beslenmesinde 7 giin boyunca kullaniimistir.
Calisma sonunda DSS+EPS grubu farelerin DSS grubu
farelere gbre hastalik aktivite indeksinin daha dusuk
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oldugu ayrica kolite yatkinhgin gostergesi olan CD11b+
hicrelerin sayisinin da EPS igeren gruplarda dislk
oldugu bulunmustur. Yine ayni c¢alismada kolon
fonksiyonunun devami igin gerekli olan epitel
rejenerasyon incelendiginde hticre proliferasyonunun
EPS iceren gruplarda arttigi gorilmistir. Kolit
semptomlarini iyilestirdigi bildirilen
Bifidobacteriaceae'nin saglikli kontrol grubunda ve DSS
+ 160 mg/kg EPS116 grubunda artisinin yani sira
bagirsak  rejenerasyonunu  dizenleyen ve IBD
semptomlarini hafifleten Lactobacillaceae familyasinin
DSS grubu ile karsilastirildiginda DSS + 160 mg/kg
EPS116 grubunda dikkate deger atisi gdzlemlenmistir.
Bu calisma ile EPS116'nin bagirsak epitel
rejenerasyonu ve mikrobiyota moduilasyonu yoluyla
bagirsak homeostazini kolaylastirdigi ortaya konmustur.

EPS’lerin Antioksidan Aktiviteleri

Son yoringesinde bir ya da daha fazla eslenmemis
elektron bulunduran atom veya molekuller serbest
(reaktif) radikaller olarak tanimlanmaktadir. Serbest
radikaller eslenmemis elektron bulundurduklarindan
dolayi kararsiz yapida olup diger maddelerle reaksiyona
girerek kararli duruma ge¢me egilimindedirler. Reaktif
oksijen tirleri (ROS) arasinda; siiperoksit anyonu (O2),
hidrojen peroksit (H20z2), hidroksil (-OH), peroksil (ROO),
lipit peroksil ve alkoksil (RO-) radikalleri bulunmaktadir
[58-60]. Hidroksil ve superoksit anyon radikalleri oksijen
metabolizmasindan elde edilen yiiksek oranda reaktif
molekillerdir. Bunlar genellikle biyolojik reaksiyonlarin
yan dranleridir. Endojen ya da ekzojen kaynakl
olabilirler. Endojen kaynakli olarak en énemli Gretim yeri
mitokondri iken; ekzojen kaynakli Uretimi ise UV iginlar
ve cesitli kimyasal maddelerdir. ROS’lerin  dusuk
yogunluklarda bulunmalari halinde hiicre fizyolojisinde
yararli etkilerinden s6z edilebilir ancak yogunluklar
arttigr  durumlarda lipidlere, hicre membranlarina,
karbohidratlara, proteinlere, DNA ve nukleotid
koenzimler (zerinde yapisal bozukluklara neden olarak
zararli etkilere yol acgabilirler [60-63]. S6z konusu
zararlarin baginda yaslanmanin hizlanmasinda etkisi
oldugu gibi kanser, diyabet, kardiyovaskuler hastaliklar,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, bagisiklik
sisteminde zayiflama ve gastrointestinal hastaliklar
basta olmak Uzere bir¢gok hastaliklara sebep olmaktadir
[64-66]. Serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonlari dnleyen, serbest radikalleri yakalama ve
kararh hale getirme yetenegine sahip maddelere
“antioksidan” adi verilir. Antioksidan maddeler mevcut
radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararli
formlara donGsmelerini  ve yeni serbest radikal
olusumunu 6nleyerek ya da oksijen radikalini yakalayan
ve radikal zincir reaksiyonlarini kirarak etki gdsterirler
[67, 68]. Antioksidanlar da reaktif oksijen turleri gibi
endojen veya ekzojen kaynaklidirlar. Serbest radikallerin
artmasiyla, endojen antioksidanlar yetersiz kalabilmekte
ve bu durum ekzojen antioksidanlarin disaridan
alinmasini gerektirmektedir [69].
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Hemen hemen tim organizmalar antioksidan savunma
ve onarim sistemlerine sahip olsalar da bu sistemler
ROS’nin  neden oldugu hasari Onlemekte yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle, ROS’lerin olusturabilecegi
hasarlardan korunmak amaciyla gidalara siklikla
ekzojen kaynakli butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve
batillendirilmis hidroksianizol (BHA) gibi birgok sentetik
antioksidan ilave edilmektedir. Sentetik antioksidanlarin
oksidasyon silrecini yavaslatmada olduk¢a basarili
oldugu kanittanmis olsa da saglk acisindan
yaratabilecegi olumsuz yan etkileri ve toksisiteleri buyuk
endigse kaynagi olusturmaktadir. Nitekim s6z konusu
sentetik antioksidanlarin bazi llkelerde gidalarda
kullanimi kanserojenik etkisi olabilecegi suphesinden
dolayi yasaklanmis veya sinirlandiriimistir. Bu nedenle,
insan vicudunu serbest radikallerden korumak ve birgok
kronik hastaligin ilerlemesini geciktirmek amaciyla
dogal, toksik olmayan antioksidanlara daha fazla 6nem
verilerek kullanimlari yayginlasmaya baslamistir [64, 65,
70, 71]. Son yillarda yapilan arastirmalar mikrobiyal
kaynaklardan izole edilen bazi polisakkaritlerin
antioksidan aktivite o6zelliklerinin beraberinde dusuk
sitotoksisiteye sahip oldugunu gostermistir. LAB
tarafindan Uretilen EPS’lerin s6z konusu sentetik
antioksidanlarin yerine kullanilabilecegi fikri son yillarda
yapilan birgok ¢alismanin odagini olusturmustur [72-74].

Dilna ve ark. [17] probiyotik 6zelligi olan L. plantarum
RJF4 tarafindan dUretilen, glukoz ve mannoz
sekerlerinden olusan bir HePS EPS'nin antioksidan
Ozelliklerini incelemislerdir. Kontrol olarak kullanilan
askorbik aside nazaran s6z konusu EPS’nin daha iyi
antioksidan &zelliklere sahip oldugunu ve ayrica bu
durumun yani sira kolesterol seviyesini disirme ve a-
amilaz enzimini inhibe etme Kkabiliyetine de sahip
oldugunu rapor etmislerdir. Seo ve ark. [66] yaptiklari bir
calismada probiyotik L. plantarum YMLOQ09 tarafindan
uretilen EPS’nin gida katki maddesi olarak veya
dogrudan ila¢g olarak kullanimini arastirmiglar, s6z
konusu susun antioksidan aktivitesi incelendiginde
onemli dlgide yuksek antioksidan kapasiteleri oldugunu
tespit etmislerdir. Elde ettikleri sonuglar, L. plantarum
YMLO09'dan Uretilen EPS'nin var olan veya biriken
ROS’lerinin temizlenmesinde ve antioksidan aktivitesinin

pozitif yonde regulasyonununda etkili oldugunu
gOstermistir.  Ayrica sadece ROS birikimi  riskini
azaltmakla kalmayip, ayni zamanda superoksit

anyonunu ve hidrojen peroksiti de indirgemesinden
dolayi dogal bir antioksidan oldugu, serbest radikallerin
neden oldugu oksidatif hasara ve hastaliklara karsi
Onemli bir rol oynayabilecegi bildirilmistir. Pan ve Mei
[64] tarafindan fermente bir trGn olan kimchi’den izole
edilmis Lactococcus lactis subsp. lactis 12 susunun
urettigi fruktoz ve ramnoz sekerlerinden olusmus HePS
EPS'nin hem in vitro hem de in vivo ortamda antioksidan
aktiviteleri incelenmistir. Arastirma sonucuna goére in
vitro sartlarda ylksek degderde antioksidan aktivitesi
gosterdigi, EPS konsantrasyonu arttik¢ca s6z konusu bu
antioksidan aktivitesinin de fark edilir oranda arttig
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rapor edilmistir. /n vivo ortamda ise farelere yapilan EPS
uygulamasi, lipid peroksidasyonu seviyesini 6nemli
Olgude inhibe etmis, CAT (H:20: ayrismasina bagh
olarak absorbans azalisi) ve SOD (ksantin oksidaz
sistemi ile oksidasyonunu inhibe etme kabiliyeti) da dabhil
olmak Uzere antioksidan aktivitelerini artirmigtir. Nitekim,
arastirmacilar galismalarindan elde ettikleri verilere gére
EPS’nin lipid peroksidasyon riskini azalttigini ve toplam
antioksidan  aktivitesini  pozitif yonde etkiledigini
Onermistir. Zhang ve ark. [65] geleneksel fermente Cin
tofusundan izole edilmis L. plantarum C88 tarafindan
Uretilen galaktoz ve glukoz sekerlerinden olusan bir
HePS'nin, in vitro ortamda kolon adenokarsinoma
hiucresi olan Caco-2 doku hicrelerinde H20:2
yaralanmalarina karsi belirgin bir antioksidan aktivite
gosterdigini rapor etmistir. Ayrica malondialdehit (MDA)
olusumunu inhibe ettigi, EPS konsantrasyonuna paralel
olarak SOD ve toplam antioksidan aktivitesini artirdigini
da ortaya koyan s6z konusu calismada EPS'nin,
ROS’lerin hicre ortamindan uzaklastiriimasi,
antioksidan  aktivitelerin  regllasyonu ve lipid
peroksidasyonu o6nlenmesinde 6nemli etkilere sahip
oldugu ortaya konulmustur. Ayni galismada kullanilan
EPS'nin, dogal bir ajan olarak fonksiyonel gidalarda
kullanilabilecegdi 6nerilmektedir.

EPS’lerin Suiperoksit Anyon Siipiirme Aktiviteleri

Siperoksit anyon radikali biyolojik makromolekillerle
reaksiyona giren ve doku hasarina neden olan aktif
serbest radikallerin onculerindendir. Hidrojen peroksit,
hidroksil radikali ve singlet oksijeni gibi diger ROS’lerin
olusumunda da 6nemli rol oynamaktadir. Dahil olduklari
reaksiyonlarda indirgen veya yukseltgen olarak
davranabilirler.  Slperoksit anyon radikal Uretimi
enzimatik veya enzimatik olmayan elektron transferleri
sonucunda gergeklesebilmektedir [58, 71, 75]. EPS’nin
super oksit anyon supurme aktivite mekanizmasi;
ortamda bulunan siperoksit radikal iyonlari ile birleserek
kararli radikaller olusturmasi ve bdylece serbest radikal
zincir reaksiyonunu sona erdirmesi ile gergeklesmektedir
[76-78].

Dahunsi ve ark. (2018) tarafindan yuratilen calismada
Nijerya geleneksel kasava plresinden Weisella cibaria
izole edilmistir. Bu bakteri tarafindan sentezlenen EPS
saflastirimis ve antioksidan 6zellikleri dederlendirilmigtir.
Konsantrasyon artisi ile birlikte stperoksit anyonu
stpurme aktivitesi tipki kontrol 6rneg@i askorbik asitte
oldugu gibi artis sergilemistir ve 4 mg/mL
konsantrasyonda EPS igin %77.1 iken askorbik asit igin
%83,1 olarak tespit edilmigtir [79 ].

L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 ve L.plantarum GD2
dan elde edilen EPS’lerin superoksit anyonu siplrme
aktivitesinin incelendigi bir baska calismada aktivitenin
konsantrasyona bagh olarak degistigi ve 1250 mg/mL
EPS varliginda %48 ve 36 oldugu tespit edilmistir.
Slperoksit anyon temizleme aktivitesinin, OH baginin
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ayrisma enerjisi yoluyla meydana gelebilecegi o6ne
surulmustar [80].

EPS’lerin Hidroksil Radikali Siipiirme Aktiviteleri

ROS’ler arasinda hidroksil radikali, en reaktif tir
olmasindan dolayr seri bir gekilde lipid radikalleri
olusturarak lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini
baglatir. Hidroksi radikalleri komsu hicreler veya
biyolojik molekiller ile kolayca reaksiyona girerek
hicrelerde veya biyolojik molekillerde ciddi oksidatif
hasara neden olarak yaslanma ve kanser gibi
hastaliklara yol agar [81 ]. S6z konusu bu durum gida
sistemlerinde veya hucrelerde antioksidan etkinliginin
saglanabilmesi igin ortamlardan hidroksil radikallerinin
uzaklastinimasini gerektirmektedir. Hidroksil radikali,
gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu ve
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten
olusmaktadir  [82-86]. Son zamanlarda, cesitli
laktobasillerden izole edilen bazi EPS'nin iyi hidroksil
radikali stipurme aktivitelerine sahip oldugu bulunmustur
[44, 58, 59]. Min ve ark. tarafindan gergeklestirilen
¢alismada Lactobacillus plantarum JLAU103 tarafindan
uretilen asidik karakterdeki heteropolimerik EPS 103’lin
hidroksil radikali suplirme aktiviteleri 10 mg/mL
konsantrasyonda %80.4 oranla ayni konsantrasyondaki
askorbik aside (%97,2) yaklagsmistir [81]. Yine Xu ve ark.
(2022) tarafindan gergeklestirilen calismada L. casei
NA-2'den izole edilen EPS 1,2 mg/mL konsantrasyonda
%42 oraninda hidroksi radikali sUpirme aktivitesi
gOstermistir [87]. Dahunsi ve ark. (2018) ise W.cibaria
EPS’si icin 4 mg/mL konsantrasyonunda siplrme
aktivitesini %88, askorbik asit i¢cin %83 olarak tespit
etmistir. Boylece bu EPS’nin standart antioksidana goére
daha yuksek radikal slUpurme aktivitesi sergiledigini
gOsterilmektedir [88].

Cesitli dogal polisakkaritlerin hidroksil radikali siplrme
aktivitesi ile ilgili yapilan c¢alismalarda, s6z konusu
polisakkaritlerin Fe*? ve Cu*? gibi selatlama iyonlari ile
birleserek hidroksil radikallerinin olusumunu engelledigi
ve buna bagh olarak gerceklesecek hidrojen veya
elektron ayrilma mekanizmalarini inhibe ettigi 6ne
surdlmustar [59, 64, 89].

Jiang ve ark. (2021) tarafindan yuritilen ¢alismada L.
plantarum 1.0665 susundan ekstrakte edilen EPS’nin
konsantrasyonu 0.15ten 5.0 mg/mlL'ye cikartildiginda
radikal stplrme aktivitesi %5.95+1.77'den
%91.22+1.48'e ylkselmistir. Bu durum dusuk molekiler
agirhkli ve orta molekiler agirlikh polisakkaritlerin gugli
antioksidan aktiviteye sahip olabilecegini gostermistir
[90].

EPS’lerin Serbest Radikal Siipiirme Aktiviteleri
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali,

antioksidanlarin serbest radikal slpirict aktivitelerini
degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilan stabil
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formda serbest nitrojen radikaldir [65, 91]. Zhang ve ark.
[65] geleneksel fermente bir Uriin olan Cin tofusundan
izole edilen L. plantarum C88 tarafindan Uretilmis
galaktoz ve glukoz sekerlerinden olusan bir HePS
EPS'nin in vitro ortamda 4 mg/mL EPS konsantrasyonda
%52.23 DPPH serbest radikal slUpurme aktivitesinin
oldugunu tespit etmislerdir. Xu ve ark. [92]
Bifidobacterium animalis'den elde edilen EPS ile
yaptiklari bir galismada, DPPH serbest radikal sipirme
aktivitesinin kontrol grubu olan askorbik asit ile esdeger
oranda oldugunu ve s6z konusu EPS’nin
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak DPPH radikal
supurme aktivitesinin de arttgini  bildirmiglerdir.
Muhtemel aktivitenin EPS igindeki diger antioksidan
bilesenlerin varligina bagh olabilecegi ve s6z konusu
bilesiklerle etkilesime girerek sinerjik olarak gucli
antioksidan aktivite sergilediklerini disinmuslerdir. Bu
calismada Bifidobacterium animalis EPS'sinin dogal bir
ajan  olarak  fonksiyonel gidalarda  potansiyel
uygulamaya katkida bulunabilecegi Onerilmigtir. Ayrica
polisakkarit yapisindaki karbon atomlarindaki artan yik
yogunluguna bagh olarak radikalleri  sUplrme
aktivitesinin artabildigi calismalarda belirtiimistir [66, 93].

EPS’lerin immiin Modiilasyon Ozellikleri

Kanser hastaliginin gittikgce yayginlastigi gunimuz
kosullarinda o6zellikle kolorektal kanser tim dinyada
kansere bagl olumlerin 6nde gelen baglica nedenidir.
EPS’ler dogal anti timor aktivitesi ile gesitli kolon
kanseri hiicre hatlarinin proliferasyonu Uzerindeki
inhibitér etkilerinden dolayr hastaligin énlenmesine
yardimci olabileceginden son yillarda yapilan birgok
g¢alismanin odagini olusturmustur [94-96].

Kanser, bazi etkilerle degisime ugramis hicrelerin
kontrolsiz hlicre proliferasyonu ile olusarak timor adi
verilen kitle olusumuna yol agan ve vicut icerisinde
gerek lokal gerek uzak noktalara yayilabilen kompleks
hastaliklar grubudur [97].TUmé&rlerin bazilari iyi huylu
olup, hizli blylimelerine ragmen sadece bulunduklari
yerde kalirlar. Bunlarin cerrahi iglemlerle alinmasi
sonucu s6z konusu problem ortadan kalkar. Bazi
tumorler ise kotl huylu olup, hicreleri bulunduklari
yerden ayrilarak kan yoluyla vicudun diger bolgelerine
tasinir ve buralara yerleserek ¢ogalirlar. Normal sartlar
altinda hicreler belli bir kontrol altinda ihtiyaca gore
bolinerek g¢ogalirlar. Hucreler bir taraftan programli
Olim (apoptoz) ile yok olurken, diger taraftan da bliyiime
faktorlerinin  etkisiyle cogalirlar. Blyume faktorleri
normalde DNA'daki c¢esitli genlerin aktivitesi sonucu
olugan proteinlerdir. Bahsedilen genler mutasyona
ugrayarak htcrelerin agiri buylmesine sebep olurlarsa
dokularda kanser olugsur [98, 99]. Tumoér hucreleri,
normal hiicrelerde bulunmayan asiri biyime hizi, lokal
invazyon, diferansiasyon, kalici anjiyogenez, anaplazi
ve metastaz gibi bir takim farkh 6zellikler gosterirler [96].
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Cerrahi ve radyoterapi lokal tedavi yontemleri olup,
onlarin arkasindan kemoterapi ve immunoterapi gibi
sistemik tedaviler uygulanmaktadir. Kemoterapi ¢ogu
kanser hastaliklarinda temel tedaviyi temsil eder.
Kemoterapi uygulamasinda kullanilan anti timor
ajanlarin gugli bir aktiviteye sahip olmasina ragmen,
sitotoksik ilaglarla yapildigindan dolay birgok yan etkileri
(bulanti, kusma, yorgunluk, hematopoetik baskilama ve
immunotoksisite gibi) bulunmaktadir [100]. Ayrica
uygulanan kemoterapoétik ajanlarin ¢odu aktif bdliinen
hicreleri hedef aldigindan saglikli hiicre kanserli hicre
ayrimi yapamaz ve saglikli hicre hasarina yol agar.
Bunlarin yani sira uygulanan ilaca 6zgu kazaniimis
direngler, lokal niks ve uzak metastaz riski kolon
kanseri kemoterapisinde uygulamalarini
sinirlandirmistir. Normal saglikh hucreleri etkilemeden
segici olarak kanser hucrelerini o6ldurebilen veya en
azindan terapdtik dozlari dusurmek ve geleneksel anti
timor ilaglarinin - verimliligini  arttirmak igin adjuvan
(destekleyici, tamamlayici) olarak gorev yapabilen
hedefe yonelik terapilere ihtiyag vardir. Bu nedenle LAB
gibi givenli dogal kaynaklardan Uretilen EPS’nin saglik
Uzerine olumlu etkileri, kolon kanserinin 6nlenmesi ve
tedavisi icin sentetik anti tUmor ajanlari yerine alternatif
olarak kullanilabilecegi birgok ¢alismada 6n gorilmustur
[95-97, 101, 102].

Polisakkaritlerin anti timor aktivitesi, monosakkarit
kompozisyonu, molekiler agirlik, polimerik omurganin
yapisi, yan zincirler ve hatta dallanma noktalarinin
sayisi gibi birgok faktdrden etkilenmektedir. Ayrica
mannoz ve glukoz kalintilarinin varhgi ve tekrarlama
Unitesinde dallanma noktalarinin mevcut olmasi gibi
diger yapisal 6zellikler anti timor aktivitelerini arttirmada
etkilidir [103].
LAB’nin kanser Uuzerine Onleyici ve tedavi edici
mekanizmasi; apoptoz indiksiyonu, proliferasyonu
Onleme, segici sitotoksisite, hicre dénglsinin
baskilanmasi, antimutajen, antioksidan, anti-
anjiyogenez, antiinflamasyon veya sinyal yolak
modulasyonunu igerir [97].

Wang ve ark. [100] geleneksel fermente bir Griin olan
Cin Pao Cai’den izole edilmis L. plantarum 70810 susu
tarafindan Uretilen CPS’nin HepG-2 (karaciger kanseri
hicresi), BGC-823 (mide kanseri hicresi) ve HT-29
(kolon kanseri hiicresi) hiicrelerine karsi in vitro ortamda
anti tumor aktivitelerini konsantrasyona ve zamana kargi
incelemistir. in vitro ortamda yapilan anti timdr aktivitesi
analizleri sonucunda CPS'nin HepG-2, BGC-823 ve
Ozellikle HT-29 timor hicreleri Uzerinde kullanilan EPS
konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak 6nemli bir
anti tumor aktivitesi gosterdigi rapor edilmistir. Elde
edilen veriler L. plantarum 70810 tarafindan Uretilen
CPS'nin kanser hastalarinda dogal kaynakli anti timor
ilac takviyesi olarak kullaniilmaya uygun olabilecegini
ortaya koymustur.
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Zhang ve ark. [78] tarafindan yapilan bir baska
g¢alismada ise Finlandiya’ya ait geleneksel fermente bir
sut arind olan viil'den izole edilmis L. plantarum
ZDY2013 susu tarafindan hem normal EPS hem de
sulfatlanmis bir gruba sahip olan EPS Uretilerek
saflastinimistir. Calismanin devaminda Uretilen iki farkh
turdeki EPS grubunun antioksidan aktiviteleri ve Caco-2
hiicreleri UGzerinde Bacillus cereus enterotoksinlerin
neden oldugu sitotoksisitesi incelenmigstir. Nitekim;
sulfatlanmig EPS’nin normal EPS'ye nazaran daha
yuksek radikal supirme aktivitesine sahip oldugu ve
mevcut  sitotoksisitenin  6nlenmesinde  silfatlanmis
EPS'nin  patojenik B. cereus toksinlerine Kkarsi
antagonistik etkisinin daha gugli oldugu belirlenmigtir.
Sulfatlanmis EPS’nin  B. cereus toksinlerine Kkarsi
gosterdigi etki mekanizmasinin oksidatif hasari azaltma
kabiliyeti ile iligkili olabilecegi distnilmustir. Elde edilen
sonuglar ile L. plantarum ZDY2013 susundan Uretilen
EPS'nin terapotik amagh kullanimlar igin umut verici bir
aday olabilecegini ve EPS'nin biyolojik aktivitelerini
iyilestirmek igin sulfonasyonun etkili bir strateji oldugu
sonucuna ulagiimigtir.

Choi ve ark. [104] yaptiklar galismada L. acidophilus
606'dan uretilen polisakkaritlerin HT-29 hicrelerinde
etkili anti tUmor aktivitesi ve uyarilmis apoptoz etkisi
gOsterdigini ortaya koymustur. Ewaschuk ve ark. [105] L.
acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. plantarum, B.
breve, B. infantis, B. longum ve Streptococcus
thermophilus'un HT-29 ve Caco-2 hicrelerinin canhhgini
azalttigini ve apoptozisi uyardigi bildirmiglerdir. Bu
bilimsel veriler 1s1dinda yapilan bir baska ¢alismada ise
EPS’nin HT-29 apoptozisini uyardigi ve dolayisiyla
insan kanser hucrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
rapor edilmistir [63]. L. plantarum 17C susunun
kolorektal kanser hilcresi HT-29'a karsi gUglu bir anti
tumor etkisine sahip oldugu bulunmustur [106]. Bebek
digkilarindan izole edilmis 138 adet Lactobacillaceae
takimi tirine ait susun igerisinden 10 tanesinin HT-29
hicrelerine karsi anti-proliferatif etkinlige sahip oldugu
belirlenmistir. S6z konusu galismada Lactobacillaceae
suslarinda  hucre  duvarinin  bilegiminin ~ HT-29
hlcrelerinde apoptozisi tegvik eden baslica faktor
oldugu anlasilmistir [107].

EPS’nin anti timor aktivite 6zelliginin yani sira bagisiklik
sistemini duzenleyici etkileri de gesitli galismalarda
gOsterilmistir [24, 100, 108]. Bu ¢alismalarda arastirilan
en o6nemli parametreler arasinda IL-6, IL-10, IL-12 ve
TNF-a gibi sitokinler Gzerinde EPS’nin  etkisi
sayllabilmektedir. S6z konusu parametreler EPS
kimyasal yapisina baglh olarak EPS diren¢ sistemi
Uzerinde baskilayici veya uyaricl etkiler
gOsterebilmektedir [42, 50]. EPS'nin immin sistemi
Uzerindeki moddle edici aktivitesi, esas olarak IL-6, IL-10
IL-1B ve TNF-a Uretimini indiklemesi ve vyarattigi
fagositoz etkisi ile ortaya g¢ikmaktadir. Ozellikle
vicudumuzda ROS gibi ylksek seviyedeki serbest
radikallerin zararli hale gelmesi aninda s6z konusu etki
olugsmaktadir [63, 109].
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El-Deeb ve ark. [96] L. acidophilus DSMZ 20079'dan
saflastirdiklari EPS’nin, farkli kanser hicre hatlari
Uzerindeki anti-timor ve imminomodulator etkilerini,
Ozellikle Caco-2 hiicre hattina selektif sitotoksite etkisini
degerlendirmiglerdir. S6z konusu c¢alismada EPS
uygulamasindan sonra MCF7 (meme kanseri hiicresi)
ve Caco-2 hucrelerinin canlilik inhibisyonu sirasiyla
%71.86 ve 80.65 olarak bulunurken; hucresel
proliferasyon inhibisyonu da sirasiyla %78.95 ve 87.27
bulunmustur. Bu oranlarin tedavi edilmeyen hucrelerden
onemli 6lgude farkh oldugu gorulmastir. Arastirmacilar
ayni c¢alismada EPS tarafindan hicrelerde immin
cevabin uyarildigini ve tim hucre tiplerinde bulunan bir
transkripsiyon faktori olan NF-«kB inflamatuar yolunun
inaktive edildigini rapor etmislerdir. Kanser hiicrelerinin
mevcut terapdtik uygulamalarina yeni yontemler
saglamasinin yani sira apoptotik mekanizmalarla timor
hicreleri Uzerinde dogrudan sitotoksik etki uyguladigi
ortaya koyulan bu galismada, L. acidophilus’dan uretilen
EPS'nin kolon kanseri lzerindeki etkilerinin ¢gok umut
verici  oldugu disunilmektedir. Ancak in vivo
calismalarda EPS ve konakgl bagisiklik sistemi
arasindaki olasi etkilesimleri tanimlamanin da gerekli
oldugu belirtilmigtir.

Liu ve ark. [63] tarafindan yapilan bir c¢alismada
probiyotik olan L. paracasei subsp. paracasei NTU101
ve L. plantarum NTU102 suslarindan elde edilen

EPS’lerin in vitro ortamda antioksidan ve immin
modulasyon aktiviteleri incelenmigti. S6z konusu
suglardan Uretilen EPS’lerin konsantrasyona bagli

olarak Raw 264.7 hucre hattinda (IL-6, TNF-a ve IL-1
dahil) sitokin Uretimini indikledigi ve immin modulator
aktivitesi mekanizmasinda aktif rol alan Toll benzeri
antijen Onleyici hicreleri uyararak sitokin olusumunu
indlkledigi belirlenmistir. Ayrica ayni ¢alismadan elde
edilen veriler, EPS’lerin makrofajlarin Gretimini artirarak
fagositoz uyarilmasina aracilik etmede anahtar faktorler
olabilecegdini de dusundurmustur. Probiyotik bakterilerin
immin duzenleyici etkileri, hilcre igerisinde sitokin
uretimini indikleme veya gelistrme kapasiteleri ile
ilgilidir. Liu ve ark. [63] L. casei shirota susunun yararli
aktivitesinin bir kisminin IL-12 ve TNF-a Uretimini
uyarma yeteneginden kaynaklandigini ifade etmigtir.

EPS’lerin Kolesterol Seviyesi Azaltma Uzerine
Etkileri

Kolesterol insan vicudunda hayati 6neme sahip olup,
tim hdcre zarlarinin bileseni, safra tuzlarn ve steroid
hormonlarinin éncili olarak gérev alir. Ancak kandaki
kolesterol seviyesinin  ylkselmesi kardiyovaskiler
hastaliklarin  (KVH) olusmasinda en o&nemli risk
faktoridar. WHO tarafindan KVH'lerin diinya gapinda
Olimlerin %31’inden sorumlu oldugunu ve 2015 yilinda
dinyada 17.7 milyon insanin 6lim nedeninin KVH
oldugu aciklanmigtir. Oniimiizdeki yirmi yil iginde énde
gelen 6lim nedenleri arasinda olmaya devam edecegini
bildirilmistir ve 2030 yilina kadar, KVH'ler diinya ¢apinda
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yaklasik 23.3 milyon insani etkileyecedi tahmin
edilmektedir. Ayrica WHO 40 ve Uzeri yaslarda olan
insanlarin kan serumunda bulunan kolesteroliin %10'luk
bir azalmanin kalp hastaligi olusma ihtimalini %50
oraninda azaltabilecegini bildirmistir [110]. Bu nedenle
kan serumundaki kolesterol seviyesinin dusurilmesi
hastaliklarin  dnlenmesi bakimindan blylk 6nem
tagimaktadir. ilag tedavisi, diyet diizenlemesi ve mevcut
yasam tarzinda alinan o6nlemler kan kolesterol
seviyelerini disurmede etkili ama yetersiz kalmaktadir
[111, 112]. Bunun uzerine son yillarda, kandaki yuksek
kolesterol seviyelerinin dugtrilmesinde yeni yaklagimlar
s6z konusu olmus ve probiyotik bakterilerin kullanimina
yonelinmistir. Konu Uzerinde birgok in vitro ve in vivo
calisma yapilmis ve 6zellikle belirli Lactobacillus turlerini
iceren probiyotik Urtnlerin kandaki yiksek kolesterol
seviyelerini azalttigr bildirilmigtir [113]. Probiyotiklerin
hipokolesterolemik etkileri Uzerine yapilan ¢alismalardan
birinde, uygun sus(lar) ile fermente edilen sut
ardnlerinin, kan dolagimindaki kolesterol seviyesinde
azalmaya neden olabilece@i sonucuna variimistir [114].
Laktobasillerin  6nemli bir metaboliti olan EPS’lerin
ozellikle kolesterol dusurici potansiyelleri arastiriimistir
[112, 115, 1186].

Nakajima ve ark. [117]'nin yaptiklari bir galismada EPS
Uretimi olan ve olmayan iki L. lactis subsp. cremoris
susunun kolesteroli baglama yetenekleri arastiriimistir.
EPS diretebilen susun, tretemeyen susa kiyasla daha
fazla kolesterolli baglayabildigi sonucuna variimig, bu
durum polisakkaritlerin diyet lifi etkisi godstermesi ile
iliskilendirilmis ve fazla kolesterolin uretiimis EPS’ye
baglanarak diski yolu ile atildig1 dugtnalmustdr. Dilna ve
ark. [17]nin vyaptiklari ¢alismada ¢urimias Jack
meyvesinden izole edilmis L. plantarum RJF4 tarafindan
Uretilen, glukoz ve mannoz birimlerinden olusan bir
HePS EPS’nin kolesterol seviyesini digslrebilme
yetenegini incelemislerdir. Yapilan analizler sonucunda
L. plantarum RJF4’ den elde edilen EPS ilavesiyle
serum  kolesterol seviyesinin  %42.24  oraninda
azaltilabildigi ve bu azalmanin adsorpsiyon yoluyla
gerceklestirildigi  vurgulanmistir.  Ayni g¢alismada
dekstranlardan olusan EPS’nin  kullaniimasi halinde
mevcut kolesterol fazlaliginin giderilemedigi bildirilmigtir.
Sasikumar ve ark. [118]'in yaptii galismada Jack
meyvesinden izole edilmis L. plantarum BR2 susu
tarafindan uretilen EPS'nin kolesterol dislirme yetenegi
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; EPS ilavesi ile
serum kolesterol seviyesinde %47.5 oraninda azalma
oldugu belirlenmistir. Ancak EPS’nin kolesterol disirme
mekanizmasinin tam olarak agiklanamadigi ¢alismada,
bazi EPS dUreten probiyotik suslarin serbest safra
asitlerini baglayarak vucuttan atiimi arttirabilecegi ve
s6z konusu serbest safra tuzlari vicuttan atildidi icin de
karaciger tarafindan yeni safra asitleri sentezine yol
acarak kandaki kolesterol seviyesini dusurdigu
distnlimuigtir. Boylece EPS’nin gidalara ilave edilmesi
ile kandaki kolesterol seviyesinin bir dereceye kadar
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diusurilmesine
ulagiimigtir.

yardimci olabilecegi sonucuna

Yapilan birgok calismada genel olarak EPS’nin serum
kolesteroll duslriict yeteneginin vicuttaki mekanizmasi
hakkinda kesin olarak bilgi verilememis, cesitli olasi
mekanizmalar oOnerilmistir. Bunlar EPS'nin kolesterol
dasirict  6zelliginin, EPS tarafindan  kolesterol
adsorpsiyonundan kaynaklanabilecegi [17, 76] veya
safra tuzunu serbest asitlere pargalayarak bagirsak
kanalinda ¢o6zunirlik ve emilim duzeylerini artirmak
suretiyle intestinal sistemden daha hizli ve kolay
uzaklastinimasini  saglayabilecekleri  disunUimugtar.
EPS’nin serbest safra asitlerini veya kolesteroli
baglayarak viicuttan uzaklastirimasina yardimci oldugu
ve bdylece serbest safra tuzlarinin vicuttan atiimasi ile
mevcut Kkolesterolden yeni safra asitlerinin sentezinin
kandaki kolesterol konsantrasyonunu dugurebilecegi
Onerilen mekanizmalar arasindadir [118-120].

EPS’lerin Diyabet Uzerine Etkisi

Diabetes mellitus (DM), insan vicudunda insulin
yoklugu, eksikligi veya periferik etkisizligi sonucu ortaya
¢ikan, karbohidrat, yag ve protein metabolizmasinda
bozukluklar ile seyreden, tim diinyada gorilme sikligi
gittikge artan kronik bir metabolizma hastaligidir. Kan
sekeri seviyesinin yonetimi, bu hastaligin tedavisinde
belirleyici 6zelliktir. Biguanidler, insulin sekretagoglari ve
a-glukozidaz inhibitorleri gibi oral hipoglisemik ilaglarin
kullanilmasiyla s6z konusu hastalik kontrol altina
alinabilmektedir [121-123].

Alfa-Glukozidaz inhibitor Aktiviteleri

Alfa-glukozidaz enzimler (glukoamilaz, siikraz, maltaz,
dekstrinaz ve izomaltaz) kompleks karbohidratlarin
parcalanmasindan sorumlu temel enzimler olup ince
bagirsagin firgamsi ylzeyinde bulunurlar. Kompleks
karbohidratlar ince bagirsakta amilaz enzimi aktivitesi ile
oligosakkaritlere  ayrisir,  sonrasinda  oligo ve
disakkaridler ~ de  monosakkaritlere  aynistirilirlar.
Monosakkaritler de bagirsak duvarindan kolayca emilip
kana gegerler. Normalde karbohidratlar primer olarak
hizli  bir sekilde distal duodenum ve proksimal
jejunumdan absorbe olurlar. Alfa glukozidaz inhibitorleri,
yarismaci olarak tersinir bir sekilde enzime baglanarak,
karbohidrat absorbsiyonu ve emilimini geciktirir ve
gastrointestinal yol boyunca ilerlemesini saglar. Enzim
inhibisyonunun net sonucu karbohidratlarin emilimindeki
gecikmedir. Alfa glukozidaz inhibitérleri glukozun
emilimini etkilemez, ancak emilme yerini gastrointestinal
sistemde daha distale kaydinr. Bu gecikme
malabsorbsiyona neden olmaz, aksine [ hicrelerine
insulin salinimini arttirmasi icin zaman kazandirarak
hem tip 1 hem de tip 2 DM’de tokluk asamada plazma
glukozunda azalmaya neden [122, 124-126].

Tokluk hiperglisemi dulzeylerini digtrmenin etkili yolu,
gastrointestinal  glukoz ~ emiliminde  a-glukozidaz

421

inhibitorleri tarafindan karbohidrat sindirim enzimlerinin
inhibisyonunu geciktirerek olabilecegi 6ngorilmuistur. Bu
sebepten cgesitli sentetik a-glukozidaz inhibitorleri,
mevcut sentetik ilaglara gére daha fazla etki ve daha az
yan etki ile alternatif bir ila¢ olarak kullanilabileceginden
bitki ekstraktlari ve laktik asit bakterilerini igeren
gidalarin  a-glukozidaz inhibitérleri Uzerinde etkilerini
belirlemek igin artan sayida arastirma yapilmistir [127,
128, 129]. Yapilan arastirmalar sonucunda, bazi
calismalarda a-glukozidaz inhibitér aktivitesinin, LAB’ler
tarafindan uretilen EPS’lerden kaynaklanabilecegi ileri
surdlmuastar [118, 130, 131].

Ramchandran ve Shah [130] tarafindan yapilan
c¢alismada, EPS dreten bir kaltirtn, belirli bir seviyede
indlin (%3) varliginda EPS olmayan bir Gretim kulturine
karsi a-glukozidaz inhibitor aktivitelerini incelemiglerdir.
Alfa-glukozidaz inhibitor aktivitesi EPS iceren yogurtta
daha belirgin oldugu sonucuna ulasmiglardir. EPS’lerin
tam olarak etki mekanizmalari bilinemediginden
mekanizmanin enzimin aktif yerine baglanmasi igin
substrat ile rekabet ettigini ve bdylece oligosakkaritlerin
disakkaritlere pargalanmasini 6nledigi disundlmdastar.

Zhao ve ark [132] tarafindan in vivo olarak yuritilen
galismada deney hayvanlari 5 gruba ayriimigtir. Kontrol
grup (NG) fareler normal diyet ile beslenirken diger
gruplara %401 yiksek yagdl besinlerden olusacak
sekilde diyet midahalesi yapilmistir. 4 hafta boyunca L.
paracasei JY062 grubu (JY062) 0.2 mL L. paracasei
JY06; EPS grubu 0.2 mL EPS solisyonu; EPP grubu da
EPS - L. paracasei JY062 (0.2 mL) ayrica takviye
edilirken, NG ve diabetik grup (DG) farelere 0.2 mL
yagsiz sit verilmistir ve kan sekeri seviyeleri 4.hafta
sonunda kaydedilmistir. Dort haftanin sonunda DG,
JY062, EPP ve EPS grubu farelere intraperitoneal
olarak streptozosin (STZ) (30 mg/kg vicut agirhigr)
enjekte edilirken NG grubundaki farelere esit miktarlarda
sitrik asit tamponu verilmistir ve tim deney gruplarinin
aclik kan sekeri seviyeleri 12.haftaya kadar
kaydedilmistir. Ilk 4 haftallk beslenme farkliiginda
JY062, EPP ve EPS gruplarini aglik kan seker seviyesi
DG grubuna gore onemli olciide disuk oldugu tespit
edilmigtir. 5.haftada STZ enjeksiyon edilen tim
gruplarda acglik kan sekeri ylUksek olarak olgulirken
13.27 mmol/L ile en yuksek DG ‘de saptanmistir. 6-12.
hafta Olgimlerinde DG'un aglik kan seviyesi artigi
gOzlemlenirken JY062, EPP ve EPS grubu farelerde bu
deger azalmistir. Ayrica en yiksek AUC, HbA1c ve LPS
seviyeleri DG ‘de saptanmistir. Serum TG, TC, FFA,
LDL-C ve insllin yine en ylksek DG’de odlculirken
JY062, EPP ve EPS gruplarinda ciddi bir azalma
olmustur. HDL-C igerigi NG grubunda 6.44 mmol/L iken
3.55 mmol/L ile DG en diglk seviyeye dismistir. Diyet
mudahale gruplarindan en yiksek HDL-C degeri EPP
grubunda (6.11 mmol/L) bulunmustur ve bunu sirasiyla
EPS (4.79 mmol/L) ve JY02 (4.00 mmol/L) izlemigtir. Bu
sonuglar, L. paracasei JY062 veya EPS'nin farelerde
kan sekeri ve lipid metabolizmasini iyilestirebilecegi
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hipotezini destekler niteliktedir. Bununla beraber L.
paracasei JY062 ve EPS kombinasyonun en iyi
sonuglara sahip oldugu bulunmustur.

Alfa Amilaz inhibisyonu

Alfa-amilaz, glikojen ve nisastanin hidrolizi araciligiyla
insan tokluk kan glukoz seviyesinin artmasinda onemli
bir role sahip enzimdir. Bu enzimin aktivitesinin
inhibisyonu, tip 1l diyabetin kontroliinde etkili bir strateji
olarak dusunulebilir [133]. Akarboz gibi sentetik
antidiyabetik ilaglarin surekli kullanimi mide-bagirsak
bozukluklari olan hastalar igin uygun olmayan karin
sigkinligine, bagirsak bozulmasina ve ishale neden olur
[133, 134]. Bu kapsamda Hashemi ve ark. [133]
tarafindan yapilan ¢alisma ile L. plantarum LS5 ve LU5
suslarinin  EPS’lerinin farkli konsantrasyonlarda alfa-
amilaz inhibisyonunu degerlendirilmistir. 400'de (ug/ml)
LS5-EPS ve LU5-EPS'nin inhibisyon aktiviteleri sirasiyla
%34.43 ve 35.13 olarak saptanmistir. Oysa ki Dilna ve
ark. [17] L. plantarum RJF4'Gn EPS'sinin 800'de (ug/mL)
%40 a-amilaz inhibisyon aktivitesine sahip oldugu

bildirdirilmistir. Alfa-amilaz inhibitérindeki EPS
mekanizmasi net sekilde aciklanmamigtir; ancak
inhibisyon aktivitelerinin EPS’nin  kaynagina, seker
bilesimine,  molekiler agirhigina ve  kullanilan

konsantrasyona bagli oldugu sonucuna varilabilir [133].
EPS’nin Diger Saglik Etkileri
EPS’nin Yara lyilestirici Ozelligi

Cilt disardan vicuda girecek olan patojenlere karsi ilk
bariyer gorevini Ustlenen ,termoregulator islev goren ve
immunolojik sureclere katilan 6énemli bir yapidir [135].
Cildin mikrobiyotasi saghgini ve homeostasini korur
[135]; ancak fiziksel ya da kimyasal yaniklar, bag
dokusu bozukluklari, diyabet  gibi metabolik
hastaliklar,iltihaplanma, ameliyat gibi yaralanmalarla bu
homeostas degisir [135, 136]. Her nekadar saglikh
insanlarda yaralarin iyilesme slreci birkag ginu alsada

diyabet hastalarinda oldugu gibi bazi yaralarin
iyilesmesi daha uzun slrer veya hi¢ iyilesmez. Bu
hastalar ila¢ kullanimi ile tedavi olabilirler. Mevcut

yaralarin ¢odu icgin iyilegtirici ilaglar maliyetlidir ve ¢esitli
yan etkilere neden olur. Bu nedenle, glvenli, maliyet
bakimindan dusuk ve hastalar tarafindan daha iyi tolere
edilebilen etkili yara iyilestirme biyoaktif bilesiklerine
surekli bir talep vardir [135]. Yara iyilesmesinin major
fazlari; inflamasyon, proliferasyon (grantlasyon doku
formasyonu) ve remodeling fazlari olup bu fazlarin birbiri
ile entegre surelerde gerceklestigi bilinmektedir [136].
Son vyillarda yapilan galismalar deniz bakterilerinden
elde edilen EPS'nin kemik restorasyonuna, bag
dokularinin godalmasina ve yara iyilesmesine yardimci
olan 6zellikler sergiledigini gdstermektedir [137].

Trabelsi ve ark. tarafindan 2017 yilinda vyapilan
calismada Lactobacillus sp.Cas tarafindan Uretilen o
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(1—6) baglh glukoz birimlerinden olusan EPS’nin yara
iyillestirici 6zelligi degerlendirilmigtir. Bu anlamda 2-3
ayllk ve 19019 g agirligindaki fareler intramolakuler
eneksiyonla ketaminle total anesteziye maruz kalmis ve
gbgus bolgelerinde 150-200 mm?lik bir yara alani
olusturulmustur. Deney hayvanlari 4 gruba ayrilmigtir. ilk
grupta vyara tedavisi igin herhangi bir madde
kullanilmamistir. Grup 2,3 ve 4 igin ise sirasiyla; gliserol,
Cytol Centella® ve gliserol ile hazirlanmis 15 mg/mL
EPS-Cas iceren  krem  kullanilmistir.  Yaranin
olusturuldugu giin 0.glin olarak kabul edilmis ve grup 2,
3 ve 4 icin krem iki glinde bir ince tabaka halinde tedavi
uygulanmistir. Pansuman araliklari boyunca vyaralar
rengi, iltihaplanmasi ve yeniden epitelizasyonu
acisindan takip edilmistir. Tedavinin ilk 7 gunlik
kisminda EPS ile pansuman yapilan yaralarin diger
metotlarla tedavi edilen yaralara gore daha temiz oldugu
g6zlemlenmis, sisme ve kizariklik gibi inflamasyonlar
tespit edilmemistir. Deneyin 7. gininde hem Grup 3
hem de Grup 4'Un kabuk dokusu dusmdustir ve yaralar
saglikli, temiz ve pembemsi bir renk almigken diger iki
grup igin 8.ginden sonra bile kabuklanma devam
etmistir. 14 glnlik tedavinin sonunda grup 3 ve 4 teki
yaralarin tamamen kapandigi grup 1 ve 2'nin ise hala
acik yara halinde oldugu goériimuastir. EPS-Cas ile
tedavi edilen farelerde yara kapanma yuzdesi 9. giinde
%89.4, 13. giinde %97.91 olarak kaydedilmistir. Benzer
sekilde epitel rejenerasyon 1. ve 2. gruplarda grup 3 ve
4 e (gobre daha az organize oldugu ve henilz
tamamlanmadigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, EPS-
Cas'nin biyouyumlulugunun, yara iyilesmesi icin gerekli
blylime faktorlerini Uretmek igin yara bdlgesindeki
cevreleyen saglikli  hicreleri  uyarabilecegini yara
kapanmasini hizlandirabilecegini gdstermis olup dermal
yaralarin iyilesmesi igin terapdtik bir ajan olarak
uygulanabilecegini gostermistir [138]. Yapilan bir diger
galismada insan fibroblast hucreleri mikro plaka
kuyucugunda 3 x 10° kob/kuyu yogunlugunda olacak
sekilde 6 kuyucukta bir gece boyunca 37°C'de ve %5.0
CO2'de %5.0 FBS-DMEM ortaminda inkiibe edilmistir.
Ertesi gun, birlesik tek tabakaya vyatay cizikler
eklenmistir. Plaka PBS ile iyice yikanmistir, kontrol
oyuklari taze bir ortamla doldurulurken ve ikinci oyuklar
Lactiplantibacillus plantarum EI6 tarafindan Uretilmis
olan EI6-EPS’siniiceren taze ortamla muamele edilmistir
ve 37°C'de 5.0% CO: varhginda inkibe edilmistir. 0, 24
ve 48. saatlerde mikroskop altinda gdriuntileme
yapiimistir. 24 saat sonra, EI6-EPS ile tedavi edilen
hicreler kontrol grubundaki %41'e kiyasla %50 yara
kapanmasi gosterirken, 48 saatte EIG-EPS ile tedavi
edilen hicreler kontrol grubundaki %60'a kiyasla %77
yara kapanmasi gostermistir. Bu bulgular, EI6-EPS'nin
yara iyilesmesi ve hilicre gogu biyoaktivitesine sahip
oldugunu ve bu da onu gesitli terapétik ve farmakolojik
uygulamalar igin uygun hale getirdigini gostermektedir
[135].
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Antimikrobiyal Etki

Son yillarda artan antimikrobiyal diren¢ ¢ok ciddi bir
saglik sorunu haline gelmistir ve yeni antimikrobiyal
ilaclara olan talebi arttirmistir. LAB'den tlretilen
EPS'lerin in vitro olarak gram pozitif ve gram negatif
patojenlere veya gastrointestinal sistemdeki patojenik
bakterilere kargi antagonistik etkiler gdsterebilecegdini
birgok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur
[3,139].0rnegin; Salmonella enterica ATCC 43972 ve
Micrococcus luteus, Lactobacillus sp.'den izole edilen
EPS-Cas tarafindan etkili bir sekilde inhibe edilmistir
[138]. Lactobacillus gasseri tarafindan Uretilen HePS,
Escherichia  caoli, Listeria  monocytogenes  ve
Staphylococcus aureus gibi ¢gesitli gida kaynakh
patojenlere karsi in vitro antibakteriyel aktivite gosterdigi
tespit edilmistir [140].

Noda ve ark. [141] armuttan izole edilen bir laktik asit
bakteri susunun, (Lactobacillus plantarum SN35N),
negatif yukli asidik ekzopolisakkarit (EPS) urettigini
tespit etmistir. Bu sustan elde edilen asidik EPS'nin bir
noroviris modeli olarak taninan influenza virusune
(Alphainfluenzavirus Influenza A virisi) ve feline
calicivirus'e  (Vesivirus  Feline  calicivirus)  karsi
engelleyici bir etki gosterdigi bulunmustur. Alvarez ve
ark. [142] tarafindan L.plantarum A6’dan izole edilen
EPS yenilebilir ambalaj yaklasimiyla c¢eri domates
kaplanmasinda kullanilmistir. Fusarium sp., Aspergillus
niger ve Rhizopus stolonifere karsi incelenmistir.
Calisma bu EPSnin  Fusarium sp ve Rhizopus
stolonifer’e kargl antifungal ajan olarak kullanabilecegini
gOsterilmistir.

EPS'lerin in vivo antimikrobiyal aktivitesi probiyotiklerin
gastrointestinal sistem yuzeyini kolonize etmesine
yardimci olan prebiyotik etkisi ve bdylece konakg¢idaki
patojenik bakterilerin rekabetci inhibisyonunu arttirmasi
ile agiklanabilir [139, 141].

Antililser Etkisi

Ulser, mide ya da onikiparmak bagirsaginin
(duodenum), sindirim sivilari ve mide asidi gibi tahris
edici vicut sivilar tarafindan tahrip edilmesi ve doku
kaybl meydana gelmesidir. Mide Ulserlerine esas olarak
Helicobacter pylori enfeksiyonlari ve nonsteroid
antiinflamatuar ilaglarin (NSAID'ler) uzun sireli kullanimi

sonucu olusur. Bu faktérler mide epitel hicreleri
Uzerinde toksik etkilere, mukozal kan akisinda
azalmaya, |6kositlerin vaskdler endotelyuma

yapismasina ve proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonu
ile inflamatuar surecin amplifikasyonuna neden olabilir
[143].

EPS reticisi bakteri iceren gidalarin Gl {Ulser
durumundaki  olumlu etkileri sinirll  ¢alismalarda
incelenmistir. Ornegin in vivo bir galismada, EPS ireten
Streptococcus thermophilus CRL 1190 FM ile fermente
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sutle onleyici olarak tedavi edilen farelerde, Asetil-
salisilik asit (ASA) uygulamasindan sonra gastrit
gelismedigi gozlemlenmistir (144). Ayrica calismada
EPS'nin mide mukozasina yapisabilme 6zelligi oldugunu
one slUrmuslerdir [143, 144]. Benzer bir galismada, S.
thermophilus CRL1190 ve metabolitlerinin, inflamatuar
yaniti duizenledigini, ayrica H. pylori'nin tutunmasini
engelledigini ve sonug olarak gastro-koruyucu etkisini
ortaya koymustur [145].

SONUG

Bulundugumuz ylzyilda LAB’leri Uretmis olduklari
metabolitlerle tuketicilerin daha dogal ve daha faydali
arin yonundeki istegini karsilayabilen bakterilerdir.
Hicre disina sentezledikleri EPS’leri, LAB igin
mikrobiyal florada karsilasabilecekleri olumsuz kosullara
karsi direng gOstermesini saglayan organik polimer
olarak kargimiza c¢ikmistir. Arastirmacilar ilk etapta
endustriyel alandaki Onemi nedeniyle EPS’lerin
izolasyonu, saflastirimasi ve karakterizasyonu Uzerine
yogunlasmistir. Ginimuzde EPS'ye olan arastirma
ilgisi, saglik yararlari nedeniyle de artmaktadir ve birgok
calismada prebiyotik, anti-timor, anti-oksidan ve
kolesterol duzenleyici vb. etkileri kanitlanmigtir. Bu
derleme okuyucularina laktik asit bakterileri EPS’lerinin

saghgimiz  Gzerine terapdtik etkilerini  inceleyen
arastirmalari  sunmustur.  Nitekim bu calismalar
dogrultusunda EPS’nin tim potansiyelini ortaya

¢ikarmak icin in vivo ve in vitro ¢alismalarin arttiriimasi
gerektigi gorisu savunulmaktadir.
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Dinya nifusunda meydana gelen hizli artis, mevcut gida ihtiyacinin ginden gune artmasina neden olmaktadir.
Hayvansal kaynakli protein Uretiminin zaman, enerji, maliyet ve ¢evre gibi faktorler Uzerine olumsuz etkileri
bulunabilmektedir. Dolayisiyla hizla artan kiiresel niifusa yeterli gida kaynaginin saglanmasi ve hayvansal bazli protein
uretimi siresince meydana gelebilecek s6z konusu olumsuzluklarin azaltiimasi gibi gereklilikler, geleneksel et ve et
urtnleri gibi ahgsilagelmis protein kaynaklarinin alternatif iceriklerle degistiriimesi yaklasimini ortaya cikarmistir.
Mikoproteinler tek hicre proteini olarak da bilinen mikrobiyal protein grubunda yer almakta; kismen veya tamamen
hayvansal bazli proteinlerin yerini alabilmektedir. Ayni zamanda bunlarin Uretiminde tarimsal endustriyel atik
maddelerinin substrat olarak kullanilabilmesi ¢evresel agidan ¢ok ydnlu bir katki saglamaktadir. Mikoproteinler elzem
amino asitler, karbonhidratlar ve vitaminler agisindan zengin bir igerige sahiptir. Ayrica toplam Uretim maliyetinin disik
olmasi, sel ve kuraklik gibi iklimsel kogullardan ve alan sinirlamalarindan bagimsiz olarak Uretilebilmesi gibi avantajlari
ile 6n plana ¢gikmaktadir. Bu derlemede, mikoprotein uretimi icin gerekli fermantasyon kosullari ve kullanilan substratlar,
mikoproteinlerin besin degeri, mikoprotein Urinlerinin duyusal 6zellikleri ve tiketicilerce kabull, mikoproteinlerin et
ikamesi olarak formUlasyonlarda kullanimi ve gevre, saglik ve guvenlik faktorleri Uzerine etkisi hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikoprotein, Tek hiicre proteini, Et alternatifi, Protein alternatifi

Mycoproteins: An Alternative to Conventional Meat and Meat Products
ABSTRACT

The rapid increase in the world population has caused the current food demand to increase day by day. The production
of animal-based proteins may have adverse effects on factors such as time, energy, cost and environment. Therefore,
requirements such as providing sufficient food supply to the rapidly growing global population and reducing these
undesired effects that may occur during the production of animal-based proteins have created an approach to replace
conventional protein sources like traditional meat and meat products with alternative ingredients. Mycoproteins are in
the group of microbial proteins, also known as single cell proteins and can partially or completely replace animal-based
proteins. Also, the use of agricultural and industrial waste materials as a substrate in the production of mycoproteins
provides a versatile contribution to the cleaner environment. They are rich in essential amino acids, carbohydrates and
vitamins and have positive and effective properties like low total production costs and producibility that is independent
from climatic challenges such as flood, drought and area limitations. In this review, information on fermentation
conditions and substrates used for mycoprotein production, nutritional value of mycoproteins, sensory properties and
consumer acceptance of mycoprotein products, the use of mycoproteins in formulations like meat substitutes, and the
effect of mycoproteins on environmental, health and safety factors are presented.

Keywords: Mycoprotein, Single cell protein, Meat alternative, Alternative protein source
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GiRiS

Son yillarda kiresel nifus blyuk bir artis gostererek 2.6
milyardan 7 milyar kisiye ylkselmistir [1]. Dinya nifusu
glinimizde yilda yaklasik %1.13 oraninda artmakta ve
mevcut ortalama nufus degisikligi yilda 80 milyon Kisi
civarinda olmaktadir [2]. Diinya nifusu mevcut hizla
artmaya devam ederse kiresel nifusun 2042'de 9 milyar
kisiye ulasabilecedi ve bu nifusu besleyebilmek igin
kiresel gida Uretiminin %70-100 oraninda artmasi
gerektigi tahmin edilmektedir. Bu durum nedeniyle
kiresel niufusa yiyecek saglamakta zorluklarin ortaya
¢ikabilecegi dngérulmektedir [3, 4, 5].

Nifus artigi tek basina kiiresel gida talebini artirmasinin
yani sira, gelismekte olan Ulkelerde et ve st Grtnlerine
yonelik kisi basina tuketim talebi &zellikle kentsel
nifuslarda blylyen orta siniflar arasinda giderek
artmaktadir [6, 7]. Arastirmacilar, 195 ulkeyi
degerlendiren bir calismada islenmis et tiketiminin
tavsiye edilen miktardan %90 daha fazla, kirmizi et
tiketiminin ise tavsiye edilen miktardan %18 daha fazla
oldugunu tespit etmiglerdir [8]. Yuksek miktarda et
urtnleri  tiketimi ise insan saghgini tehdit edici
sorunlardan biri olarak ele alinmaktadir [9, 10]. Yiksek
protein aliminin yan etkileri arasinda bagirsak
rahatsizligi, hiperaminoasidemi, hiperamonyemi,
hiperinsilinemi, bulanti, ishal, karaciger ve bobrek
rahatsizliklari, bas agrisi, yorgunluk ve kardiyovaskiler
hastaliklar gibi riskler yer almaktadir [11]. Bu nedenle
gectigimiz yillarda Avustralya Ulusal Kalp Vakfi, diyet
Onerilerinde haftalik kirmizi et tiketim miktarini 350 gram
ile sinirflandirmistir [12] Ayrica Avustralyali
arastirmacilarin gergeklestirdikleri Griin yagsam doéngusu
degerlendirmeleri sonucunda kirmizi et karbon ayak
izinin 7.2-11.5 kg COz2/kg karkas agirligi arasinda oldugu,
enerji tiketiminin ise 24.3-29.5 MJ/kg karkas agirhgi
oldugu saptanmistir [13]. Kalhor ve ark. [14] yapmis
olduklari ¢calismada ise kis aylarinda 1 ton paketlenmis
tavuk eti Uretiminde ortaya c¢ikan karbon ayak izinin
5357.61 kg CO., yaz aylarinda ise 2931.91 kg CO:
oldugunu belirlemiglerdir. Kesimhane ve paketleme
islemlerindeki toplam enerji tlketiminin de 1 ton
paketlenmis Grin basina 133.46 GJ oldugunu
saptamislardir. Dana eti ve tavuk etinin su ayak izi
raporlari incelendiginde 1 kg dana eti Gretimi i¢cin 15500
litre su kullanildigi, 1 kg tavuk eti Uretimi icin ise 3900
litre su kullanildigi tespit edilmistir [15]. Ayrica et
Uretiminde, tahillar igin gerekli olandan 100 kat daha
fazla su kullanimi gergeklesmektedir. Diinya g¢apindaki
Giftik hayvanlari ise, klresel Oolgekteki tatli suyun
neredeyse dortte birini kullanmaktadir [16, 17]. Ek olarak
2018 yilinda yapilan bir calismada ¢6l olmayan ve buzla
kapli olmayan arazinin yaklagsik %43’Unlin tarimsal
alanlar kapsadigini belirtiimistir [18]. Ete yOnelik artan
talep de dunyadaki dogal alanlarin tarim arazisine
dondstirilmesinde rol oynamaktadir. Kiresel Olcekte
sigir, domuz ve diger hayvanlar yetistirmek, tarim Grinu
yetistirmeye goére iki kat daha fazla arazi kullanimina
neden olmaktadir. Ayrica, hasat edilen bu tarim
ardnlerinin -~ Ugte  biri  hayvancilk  sektdérd  igin
kullaniimaktadir [19]. Diinya nifusunun artmasina
paralel olarak artacak olan tarimsal ve hayvansal Grin
talebinin  kargilanmasi durumunda dogal araziler
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Uzerindeki baskinin daha da artmasi ve biyogesitlilik
olumsuz ybnde etkilemesi ile sonuglanacagdi
disunilmektedir [20]. Bu durum tuketiciler igin saglik
sorunlarina ek olarak, yiksek miktarlarda et tiketiminin
iklim degisikligini ve gezegenimizdeki su kaynaklarini
ciddi bir sekilde etkileyebilecegini gostermektedir.

Gelismis Uulkelerdeki bireylerin diyetlerinde ylksek et
tiketimi olmasina ragmen Diinya Saglik Orglti’nin
(WHO) tahminlerine gore, gelismekte olan ulkelerdeki
aclik, yetersiz beslenme ve cesitli hastaliklar her vyil
12.000.000 insanin 6limiyle sonuglanmaktadir [1, 21].
Yasamin ilk yillarinda meydana gelen yetersiz beslenme
olum riskinin artmasina ve kronik rahatsizliklara neden
olmaktadir. Gunumuizde dinyada yaklasik bir milyar
insan (5 yas altindaki 165 milyon gocuk dahil), yeterli
enerji ve protein igerigine sahip yiyeceklere
ulagamamaktadir [22-24]. Kisinin diyetinde yeterli protein
kaynagi bulunmamasi da kas gugsuzligu, biyume
geriligi ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi gibi ciddi
klinik sorunlara neden olabilmektedir. Ayrica bebeklerde
yetersiz miktarda arginin aliminin meydana getirdigi gibi
ciddi bir amino asit eksikligi bireyin 6limu ile
sonuglanabilmektedir [25]. Dinya nufusunun giderek
artmasi ve iklim krizi sebebiyle yeterli enerji ve protein
icerigine sahip Urlnlere ulagsamayan kisi sayisinin da
giderek artacagi dusunulmektedir.

Saglik ve cevresel etkilerinin yani sira hala etkisini
yitirmeyen Covid-19 pandemisi her ne kadar ciftlik
hayvanlari ile bir ilgisi bulunmasa da zoonotik viral
enfeksiyonlar Gzerine olan endiseleri giderek arttirmigtir.
Son yillarda, ¢ogunlugu virGslerle temsil edilen yeni
insan patojenlerinin yaklasik %75'inin hayvanlardan
kaynaklandigi tahmin edilmektedir [26, 27, 28].
Domuzlar ile ilgili yapilan bir galismada, domuzlar igin
patojen oldugu bilinen alti koronavirls belirlenmistir. Bu
korona virtslerinin bazilarinin insan akcigeri ve bagirsak
hicresinde etkili bir sekilde bulastigi ve insan serumu
tarafindan nétralize edilemedigi tespit edilmistir. Ayrica
bazi arastirmalarda, delta koronaviris tlrlerinin
kuslardan memelilere gegme potansiyeli vurgulanmistir
[29-32]. Afrika Domuz Vebasi salgini gibi modern
hayvancilik endustrisindeki sorunlar da alternatif
proteinler igin ek bir ivme saglamaktadir. Diger bir 6rnek
ise Ulkemizde de ortaya c¢ikan uluslararasi kanatli
endustrisi ve pazar paylarinda kayiplara, arz kithigina,
ticaret akisinda aksamalara ve tiketici guveninin
kaybolmasina neden olan kus gribidir [33-35]. Sonug
olarak yalnizca vahsi hayvanlardan degil, ayni zamanda
Giftik hayvanlarindan ortaya c¢ikabilecek herhangi bir
zoonotik enfeksiyonun insan sagligi icin potansiyel risk
olusturdugu ve besi hayvanlarinda 6ngorilemeyen
salginlarin kiresel gida givenliginde aksakliklara neden
olabilecegdi diglnilmektedir.

Artan nifus ve gevre sorunlari nedeniyle gida krizi ve
saglikh gidaya ulagsma konularindaki endiseler alternatif
protein kaynaklarindan birisi olan tek hicre proteini
Uretimi konusunda daha fazla calisma yapilmasina
neden olmustur. Bu derlemede tek hicre proteinlerinden
mikoproteinin besinsel 6zellikleri, mikoprotein Uretimi ve
fermentasyon kosullari, mikoproteinin gevre, saglk ve
glvenlik konulari  Gzerine etkisi ve mikoprotein



0. Kaya, A. Kozlu, O.B. Esen Akademik Gida 20(4) (2022) 430-441

drtnlerinin duyusal o6zellikleri ve tuketicilerce kabulu
hakkinda bilgi verilmigtir.

AI__TERNATiF_ PROTEIN
MIKOPROTEIN

KAYNAKLARI ve

Gida endustrisi son yillarda gluten, soya proteini,
bezelye proteini, bakla proteini, nohut proteini gibi
Ozellikle bitkisel bazli Grtnler kullanilarak alternatif et
artnleri Gzerine yapilan ¢alismalara odaklanmistir
[36-39]. Ayrica kdultir eti ve U¢ boyutlu yazicilar
kullanilarak gelistirilen alternatif et Grlnlerine de ilgi
giderek artmaktadir [40-43]. Geleneksel et urlnlerinin
diger bir alternatifi olan tek hiicre proteinleri ise; bakteri,
maya, mantar veya mikroalglerin saf veya Kkarisik
kdlturinden dretilen mikrobiyal kokenli bir protein olarak
tanimlanabilmektedir [5]. Tek hicre proteininin
kaynaklarindan birisi de filamentli mikrofungustur.
Mikrofungus kullanilarak uretilen proteinler mikoprotein
olarak adlandirimaktadir. Her ne kadar Agaricus
bisporus, Auricularia  fuscosuccinea, Neurospora
intermedia ve Pleurotus albidus tirleri de mikoprotein
Uretimi saglasa da, Fusarium venenatum trd
mikoprotein Uretiminde en ¢ok bilinen ve gidalarda ticari
olarak kullanilabilen fungustur [44-48]. F. venenatum
biyuk bir tahil Ureticisi ve Rank Hovis McDougall'in
(RHM) baskani olan ingiliz sanayici Joseph Arthur Rank

ve Dr. Arnold Spicerin cabalaryla 1967'de
Buckinghamshire kentinde kesfedilmistir. Birlesik Krallik
Gida Standartlari Komitesi'ni adini "mikoprotein" olarak
adlandirdigi 1974 vyilina kadar Urin, A3/5 olarak
isimlendirilmistir.1983 yilinda Birlesik Krallik Tarim,
Balik¢ilik ve Gida Bakanlidi, mikoproteini ticari bir gida
bileseni olarak kullanimini onaylamistir. 2001 yilinda
ABD Gida ve llag Dairesi (FDA), mikoproteini "genel
olarak glvenli (GRAS)" olarak taninan gida sinifina
kabul etmistir [44, 49, 50].

Mikoproteinin  kimyasal Ozellikleri, genig bir besin
yelpazesini kapsadigini gostermektedir. Mikoproteinin
beslenme Ozellikleri Uzerine bazi g¢alismalar da
literatirde mevcuttur [51-54]. Genel olarak
degerlendirildiginde, mikoprotein dusik yag icerigi ve
yuksek lif icerigi ile kalite bir protein kaynagidir.
Mikoproteinin iceriginde bulunan yag, buyuk Odlgude
doymamis yag asitlerinden ve agirlikh olarak sirasiyla
omega-6, omega-3, linoleik ve linolenik asitlerden
olusmaktadir. Lif ise, diyet lifi olarak fizyolojik islev goren
ve mineral emilimi Uzerine olumsuz etkisi olmayan kitin
ve beta-glukanlarin karigimidir. Mikoproteinin iyi bir ginko
ve selenyum kaynagi olmasina ragmen demir ve B12
vitamini seviyeleri kirmizi ete kiyasla duguktur [55, 56,
57].

Tablo 1. Mikoprotein besin igerigi (100 g) [58]
Table 1. Nutritional content of mycoprotein (100 g) [58]

Besin icerigi Mikoprotein (Kuru Temelde)  Mikoprotein
Nem (g) - 75.00
Protein (g) 45 11.25
Yag (g) 13 3.25

Lif (9) 25 6.25
Karbonhidrat (g) 10 3.00
Enerji (kcal) 340 85

Kil (g9) 3.4 0.85

Mikoproteinler genel olarak 100 g kuru temelde, 13 g yag,
45 g protein, 10 g karbonhidrat, 25 g lif ve bazi vitamin
ve mineralleri igermektedir (Tablo 1). Gonulliler Gzerinde
yapilan arastirmalar, mikoproteinlerdeki proteinlerin
biyolojik degerinin sut proteinlerine benzer oldugunu

ortaya koymaktadir. Ayrica toksikoloji calismalari,
mikoproteinlerin insan ve hayvan gelisimi Gzerine
olumsuz  bir etki icermedigini dogrulamistir.

Mikoproteinlerin uzun veya kisa sireli tiketimi de genel
saglik sorunlarina yol agmamaktadir. Mikoproteinlerin,
protein sindirilebilirligi duzeltiimis amino asit skoru
(PDCAAS) yaklasik 1.0 olarak belirlenmistir.
Mikoproteinlerin igerdikleri lif miktari da mineral emilimi
Uzerinde istenmeyen bir etki ortaya koymamaktadir.
Bununla birlikte, insanlarin mikoproteinlere karsi
intoleransligina dair vaka raporlari belgelenmis ancak
intolerans seviyesinin soya ve yumurtadan daha az
oldugu tespit edilmistir [58].

MIiKOPROTEIN URETIMI
KOSULLARI

ve FERMANTASYON

Tek hicre proteinleri uygun kosullar altinda mantarlarin,
mayalarin, bakterilerin ve alglerin fermantasyonu yoluyla
uretiimektedir. Bu mantarlardan F. venenatum, yiksek

oranda protein biyokUtlesine sahip ve ticari onayi
bulunan bir mikoprotein kaynagidir [59].

Tek hicre proteini Uretim sirecinde gevre kosullarinin
korunmasi, maliyet ve glvenlik hususlari en Onemli
faktorlerdir [60]. Fermantasyon ortami, miselin blyimesi
icin gida sinift  karbonhidratlari ve potasyum,
magnezyum, fosfor, amonyum tuzlari, iz elementler ve
biyotin gibi diger bilesenleri icermektedir [61]. Genellikle
tek hticre proteinleri; kati, yari kati veya ylzey kulturleri
gibi tim fermantasyon sistemlerinde uretilebilmektedir
[60, 62, 63].

Mikoprotein fermantasyonun gergeklesecegi besiyerinde
karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynagi olarak
amonyak veya amonyum kullanilabilmektedir. Sivi ve
gazlar biyoreaktdre eklenmeden 6nce sterilize
edilmektedir. Biyokutle konsantrasyonunu yansitan CO:2
aris hizi, islemin akis hizini belirlemektedir [64].
Fermantasyon islemi boyunca hem sicaklik (28—30°C)
hem de pH (6.0) kontrol edilmektedir ve otomatik
kontroller sayesinde cevre kosullari sabit
tutulabilmektedir. Mikoprotein Uretimi aerobik bir islemdir,
bu nedenle hava veya herhangi bir ek oksijen kaynagi,
biyoreaktor icinde ¢o6zinmils oksijen seviyesine gore
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ayarlanmaktadir. Optimum pH, sicaklik, besin ve oksijen
kosullari g6z 6nlne alindiginda, biyokutle her bes saatte
iki katina ¢ikabilmektedir [50, 65]. Sekil 1’de mikoprotein
Uretim akis semasi gorilmektedir.

Mikoprotein ~ fermantasyonu sonucu elde edilen
biyokutlenin nukleik asit icerigi, gerekli gida guvenligi
standartlarini karsilamak icin azaltiimalidir [51]. NUkleik
asitler, yuksek buyime hizina sahip mikrobiyal
hicrelerde  yiuksek  konsantrasyonlarda  bulunma
egilimindedir ve gidada fazla bulunmasiyla birlikte
kandaki urik asit degerinde yukselme meydana
gelmektedir. Urik asitteki fazlallk eklemlerde ve
dokularda kristal kalintilar halinde birikerek gut benzeri

belirtilere veya idrar yollarinda tas olusmasina neden
olabilmektedir [66]. Biyokutlede bulunan nukleik asit
miktarinda azalma, ayr bir reaktérde 64-65°C’de 20-30
dakika isisal isleme tabi tutulmasiyla saglanabilmektedir
[67, 68]. Bu sicaklikta nukleik asitler, hicrelerin disina
difize  olabilen monomerlere indirgenmektedir.
Hucrelerin nukleik asit igerigi azaltildiktan sonra,
biyokdtlenin santrifiijleme ve ardindan sogutma ile
toplanmasi asamalari bulunmaktadir. Santrifijleme
sirasinda nukleik asit indirgeme igleminde salinan
mononukleotitler  uzaklasmaktadir.  Santrifij veya
filtreleme gibi ayirma iglemlerinden sonra tavuk gogsi
dokusuna ve ekmek hamuruna benzeyen macunumsu
bir biyokutle elde edilmektedir [68].

Hammaddeler
(Karbon kaynad, su,
vitamin ve minareller)

Fusarium venenatum

(PTA-2684)

Fermentasyon (25-30°C, pH-
6.00, 5 hafta)

Amonyak,
Hava veya
0;

iy
RNA Indirgeme
(65°C, 20-30 dakika)

3

Santrifijleme ve
Filtrasyon

s

Mikoprotein

Sekil 1. Mikoprotein Uretim akis semasi
Figure 1. Mycoprotein production flow chart

Literatire gore gesitli mantar tdrleri
uretiminde kullanilabilmektedir. F.
amonyak, glikoz ve biyotin gibi bilegiklerini igeren
ortamlarda  yetigtirilebilmektedir  [61, 69, 70].
Mikoproteinlerin  toplam Gretim maliyeti kullanilan
substralara bagli olarak degismektedir. Tarimsal sanayi
yan Urlnlerinin  kaynak olarak kullaniimasi toplam
maliyeti dusurebilmektedir [48, 71, 72]. Mikoprotein
Uretiminde bezelye isleme endistrisinin yan Grlnlerinin
kaynak olarak kullanimi &nerilmektedir. 1 ton bezelye
isleme yan Urtnlerinin kullaniminin, sentetik ortamlarin
kullanimindan elde edilen mikobiyokitlelere kiyasla %38
daha fazla protein igceren 680 kg mikobiyokitle ile
sonuglanabilecedi tahmin edilmektedir [73]. Bu nedenle
s6z konusu mikroorganizmalar; meyve atiklari,
karbonhidratlar, nigastalar, melas ve meyve ve sebze
atiklar dahil olmak Uzere gesitli substratlar kullanilarak
cogaltilabilmektedir [48, 74-76]. Substratlarin dort
mevsim mevcudiyeti ve Uretim tesislerine olan mesafesi,
mikoprotein Uretim sureglerinin basarisini etkileyen iki
ana faktordur. Melas; kolay erigilebilirligi, dusuk fiyati,
toksik maddeler ve fermantasyon inhibitorleri icermemesi
nedeniyle mikoprotein Uretiminde kullanilan tarimsal
sanayi yan Urunlerin iyi bir o6rnegidir [74]. Melas;

mikoprotein
venenatum ise;
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toplam %45-55 arasinda karbonhidrat icermekte olup
glikoz, fruktoz ve sukroz gibi karbonhidratlardan
olusmaktadir. Her 100 kg’'lk ogutilmis kamistan
yaklasik 3.5-4.5 kg melas uretilebilmektedir. Melas,
mikoprotein Uretmek igin uygun bir karbon kaynagi
olmasina ragmen, mikoprotein Uretimi sirasinda
fermantasyon ortami, amonyum ve fosfor tuzlar ile
desteklenmelidir [77].

MiIKOPROTEININ BESIN ICERIGI

Mikoproteinlerin besin degerlerini degerlendirmek igin
protein, yag, karbonhidrat, vitamin igerikleri ve
gastrointestinal etkileri degerlendirilmelidir. Arastirmalar,
mikroorganizma ve substrat turleri, filtrasyon, santriftj,
kurutma ve isleme yoOntemleri gibi faktorlerin,
mikoproteinleri ve igeriklerindeki besin degerlerini
etkileyebilecegini gostermistir.

Tablo 2'de gosterilen amino asit profili, mikoproteinin
insan vicudunda sentezlenemeyen ve besinler yoluyla
vicuda alinmasi gereken tim esansiyel amino asitleri
icerdigini gostermektedir [64]. Farelerle yapilan bir
galisma sonucunda, mikoproteinlerin net protein
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kullanimi (NPU) ve protein etkinligi oraninin (PER)
kazein i¢in bildirilen degerlerin yaklasik %85'i kadar
oldugu rapor edilmistir [78]. Massachusetts Teknoloji
Enstitisi'nde (MIT) gergeklestirilen bir gondlli insan
¢alismasi, hayvan deneyleri sonuglarinin insanlar igin de
genellestirilebilecegini dogrulamigtir [79]. Yagsiz sut
proteini ile mikoprotein karsilastinldiginda, her iki Griiniin
de benzer biyolojik degerlere sahip oldugu ancak
mikoproteinin net protein kullaniminin biraz daha disik
oldugu sonucu ortaya ¢ikmigtir.

Tablo 2. Mikoproteinin amino asit profili
Table 2. Amino acid profile of mycoprotein

Amino asit g/100g | Amino asit g/100g
Lisin 8.3 Histidin 3.5
Metiyonin 2.1 Arginin 7.3
Sistin 0.8 Tirozin 4.0
Treonin 55 Aspartik asit 10.3
Triptofan 1.6 Serin 51
Valin 6.2 Glutamik asit 125
Ldsin 8.6 Prolin 4.5
Izoldsin 5.2 Glisin 4.5
Feninalanin 4.9 Alanin 6.0

Mikoprotein tekli ve coklu doymamis yag asitleri icerigi
bakimindan zengin bir artnddr. Genellikle
mikoproteinlerdeki yagin %401 ¢oklu doymamis yag
asitlerinden, %11’i tekli doymamis yag asitlerinden
ve %11'i doymus yag asitlerinden olusmaktadir. 100 gr
mikoprotein 1.0 gram linoleik asit, 0.4 gram linolenik asit
icermektedir. Mikoproteinin yag asidi kompozisyonu
Tablo 3’te verilmistir [56].

Tablo 3. Mikoproteinin yag asidi kompozisyonu [56]
Table 3. Fatty acid composition of mycoprotein [56]

Yag Asidi g/100g
Palmitik 0.3
Stearik 0.1
Oleik 0.3
Linoleik 1.0
Linolenik 0.4

Kuru temelde mikoproteinin 100 grami, 25 gram lif
icermektedir. Bu durum mikoproteinin, sadece yag orani
disuk olmakla kalmayip ayni zamanda lif agisindan da
zengin bir protein kaynadi oldugunu gdstermektedir.
Mikoproteinde bulunan lifin tgte birini kitin, tgcte ikisini ise

beta-glukanlar olusturmaktadir [57]. Ayrica
mikoproteinde bulunan diyet lifleri mineral emilimi
Uzerine istenmeyen etkileri icermemektedir.

Mikoproteinler yeterli miktarda ¢inko ve selenyum
bulundurmaktayken dasik miktarda sodyum
icermektedir. Ote yandan mikoprotein igeriginde bir dizi
B vitamini bulundurmaktadir (Tablo 4) [53, 55].

Tablo 4. Mikoproteinin vitamin icerigi [53]
Table 4. Vitamin content of mycoprotein [53]

Vitamin 100 g mikoprotein
Tiamin (mg) 0.01
Riboflavin (mg) 0.23
Niasin (mg) 0.36
Piridoksin (mg) 0.13
Pantotenik asit (mg) 0.26
Folik asit (ug) 16.00
Biyotin (ug) 10.00
Mikoprotein  besin igerigi ile geleneksel protein

kaynaklarinin besin igerigi karsilastirimalari ise Tablo
5'te verilmistir [80].

Tablo 5. Mikoprotein ve bazi geleneksel protein kaynaklarinin besin igerikleri [80]
Table 5. Nutritional contents of mycoprotein and traditional protein sources [80]

Besin Igerigi Mikoprotein Siit Yumurta Dana eti Domuz eti Tavuk eti Soya Bugday
Protein 11.25 3.40 12.53 20.20 21.80 24.00 14.00 13.70
Yag (9) 3.25 1.70 9.51 4.30 4.00 1.10 7.30 2.50
Lif (g) 6.25 iz miktarda iz miktarda iz miktarda iz miktarda Iz miktarda 6.10 11.20
Karbonhidrat (g) 3 4.70 iz miktarda 0.06 iz miktarda iz miktarda 5.10 71.10
Eneriji (kcal) 85 46 151 172 123 106 141 339

MiKOPROTEINLERIN ET URUNLERINDE
UYGULANMASI VE TUKETICi KABULU

Mikoprotein bazli alternatif et Grlnleri gida sektort
piyasasinda uzun zamandir bulunmaktadir.
Mikoproteinler, etlerin tadi ve dokusunu taklit etmeye
uygun drdnler olmasindan dolayi, geleneksel hayvansal
bazli drlnlere alternatif olarak kullanilabilmektedir.
Marlow Foods Ltd. sirketinin gelistirmis oldugu ve Quorn
markasiyla piyasaya sundugu vegan et (reticisi,
mikoprotein bazl et alternatifi Grinina ilk ticarilestirilen
firmadir. Uretmis oldugu mikoproteinlerden hazirladiklari
et alternatifi Urlnleri ile piyasada bulunan Quorn
firmasinin  yilhk 25000 ton kurutulmus mikoprotein
Uretimi oldugu tahmin edilmektedir. Kiresel piyasa
degeri yaklasik 214 milyon Euro olan firmanin gelecek
yillarda %20 biyimesi dngérulmektedir [50, 81]. Quorn
firmasi haricinde Eternal firmasi NASA ile birlikte isbirligi
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yaparak astronatlarin uzay goérevlerinde mikoprotein ile
beslenmesine yonelik galismalara baglamigtir. Eternal
firmasi gelistirmis olduklari mikoproteinin tim esansiyel
aminoasitleri  i¢erdigini  belirtmistir.  Ayrica  bu
mikoproteinin protein sindirilebilirligi duzeltilmis amino
asit skorunun dana eti, soya ve bugday glutenine goére
daha yuksek oldugu aciklanmistir [83, 84]. Ayrica son
yillarda iskogya’da bulunan Enough Food ve Isveg'te
bulunan Mycorena firmalari mikoprotein Uretimine
baslamiglardir [85, 86].

Quorn kiyma ve Quorn et pargalarinin uretim suregleri
kesikli sistem olarak devam etmektedir. Her iki UrGnin
Uretimi i¢in de, az miktarda su ve yumurta aki kullanimi
bulunmaktadir. Quorn kiymasinda karisima renklendirici
olarak malt ekstrakti da dahil edilmektedir. Quorn et
parcalarinda ise karisima karakteristik bir tat kazandiran
dogal bir aroma eklenmektedir. Karistirma iglemi
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yaklasik iki tonluk bir parti boyutunda dusuk bir hizla
gerceklestiriimektedir. Ek olarak karisima az miktarda
kalsiyum eklenerek nihai Urinde et benzeri doku
gelistiriimektedir. Karistirma islemi bittikten sonra elde
edilen Urin sekillendirme ekipmanina aktariimaktadir.
Sekillendirilmis ~ Urlnler  pisirme  isleminde buhar
kullanilarak Uriin 85-90°C’ye c¢ikarilmaktadir ve protein
denatiirasyonu saglanmaktadir. Uriin daha sonra
-18°C'de 30 dakika boyunca dondurulmaktadir.
Dondurma iglemi, buz kristallerinin kontrolll bayimesinin
saglanmasi ve uygun et tekstlri olusmasi agisindan
onemli bir slregtir. Bu kristaller, ipliksi hifleri verimli bir
sekilde baglayarak et benzeri olarak tanimlanabilecek
dokuya sahip lifli demetler olusturmaktadir [82].

Alternatif et Grlnlerinin tiketici kabull dikkate alinmasi
gereken bir konudur. Et alternatifleri beslenme, gorinus,
¢ozunurldk ve kullanim kolaylidi acisindan geleneksel
etlere benzer olmaldir. Elzerman ve ark. [87]
mikoprotein bazli gida trlnlerinin genel begenisini diger
et alternatifleri Grlnleriyle (Tofu kizartma pargalari, Tivall
tavada kizartma pargalari, Goodbite tavuk, Vivera vegan
tavada kizartma pargalari) karsilastirmistir. Sonuglar,
mikoprotein bazli gida Urilnlerinin genel begenisinin
diger et alternatiflerine gére daha ylksek oldugunu
gOstermistir. Son Uritnlerin duyusal 6zellikleri (tat, doku
ve genel gorinim) Urtnlerin ticari olarak basarili bir
sekilde piyasada var olabilmesi icgin dikkate alinmasi
gereken bir faktér olsa da glinimizde tiketiciler satin
aldiklari Uridnlerin  saglkli beslenmeye ve c¢evresel
surddrilebilirlige olan katkisini  da incelemektedir.
Apostolidis ve McLeay’in [88] yapmis oldugu ¢alismada,
Quorn drlnleri vejetaryenlerin, diyetlerinde et tiketimini
azaltmaya calisan fleksitaryenlerin ve diyetlerinde et
tiketimi bulunan panelistlerin duyusal degerlendirmesine
sunulmustur. Boylelikle et alternatifi Ureticisi olan bir
firmanin tiketicileri et alternatiflerine yénlendirmeyi nasil
motive edebilecegine dair tiketici algilari arastiriimistir.
Calisma sonucunda tiketicilerinin  %85’in  saglikh
beslenme arzusu nedeniyle alternatif et Grlnlerini satin
aldigini ortaya konulmustur. Tuketicilerin %65’ ise
hazirlamasi kolay ve yasam tarzlarina uyan saglkli ve
lezzetli et ikame Grlnlerini tercih etmistir. Cevresel
surdurilebilirlik ve hayvan refahi da tiketicilerin alternatif
et Urlnlerine tercih etmesine neden olmustur ancak bu
etkilerinin halihazirda diyetlerinde et tiketmeyen veya et
miktarini azaltmaya ¢alisan kisilerde daha gugli oldugu
tespit edilmigtir. 2020 yilinda yapilan bir c¢alismada
Hellwing ve ark. [47] Ug¢ farkli Urdnidn (Fusarium
venenatum’dan elde edilen mikoprotein kullanilarak
Uretilen burger, Neurospora intermedia’dan elde edilen
mikoprotein kullanilarak Uretilen burger ve geleneksel
burger) duyusal degerlendirmesini gergeklestirmistir.
Genel tat begenisi olarak panelistlerin %51’i geleneksel
burgeri, %?26’si N.intermedia’dan elde edilen
mikoproteinden uretilen burgeri, %22’si ise
F.venenatum’dan elde edilen mikoprotein kullanilarak
uretilen burgeri tercih etmislerdir. Genel tekstirel begeni
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olarak ise panelistlerin %40’ geleneksel burgeri, %36’sI
F.venenatum’dan elde edilen mikoprotein kullanilarak
Uretilen burgeri, %24’U ise N.intermedia’dan elde edilen
mikoprotein  kullanilarak  uUretilen  burgeri  tercih
etmislerdir.

GEVRESEL ETKIi

Mevcut gevre sorunlarini gozmenin yollarindan biri diguk
cevresel etkilere sahip yeni ve saglkli protein
kaynaklarinin kullanilmasidir. 2050 yilina kadar dinya
nifusunun glnimuze goére %30 artacagr ve gida
Uretiminin bu nifus icin %70 artmasi gerektigi tahmin
edilmektedir. Bu, et uretiminde yaklasik 200 milyon ton
ve tahil hasadinda yaklasik 1 milyar ton artis anlamina
gelmektedir [89]. Son yillardaki ¢gozimlerden biri olarak
tarimda giibre, bdcek ilaci ve antibiyotiklerin (blylimeyi
tesvik edici olarak) kullanimini gdsterilmektedir [90].
Ancak, bu drdnlerin kullanimi dogada ve biyolojik
cesitlilikte dengesizlige neden olmaktadir. Ek olarak
antibiyotie direncli bakterilerin, dinya c¢apinda yeni
ortaya ¢ikan pandemik hastaliklara neden olabilecegi
disunulmektedir [91]. Geleneksel gida isleme sektori de,
sera gazi emisyonlarini salinimlariyla iklim degisikliginin
hizini arttirmakta, tath su kaynaklarini kirletmekte ve
dogal biyogesitliligi olumsuz ydnde etkileyebilmektedir
[92, 93].

Kiresel sera gazlarinin yaklasik %29u tarim ve gida
Uretimiyle baglantihdir. Bu degerin yaklasik yarisi ise
hayvancilik Uretiminden kaynaklanmaktadir.
Mikoproteinlerin karbon ayak izi sigir etinden yaklasik on
kat, tavuk etinden ise yaklasik dort kat daha azdir. Bu
nedenle mikoprotein Urlnleri gida Uretim sistemlerindeki
sera gazi etkilerinin azaltimasinda 6nemli bir rol
oynayabilecegi disunilmektedir [94]. Eternal firmasi ise
gelistirmis olduklari mikoproteinin dana etine goére %97,
tavuk etine gore %82, soyaya gore %11 daha az
cevresel etkisinin bulundugunu beyan etmistir. Firma
mikoproteinin kg basina 4 kg CO2z salinimi yaptigini
ancak bu miktarinin dana eti igin kg basina 69 kg, tavuk
eti icin 13.5 kg, soya i¢in 1.5 kg oldugu belirtmistir [84].

Tarim ve gida Uretimiyle ile ilgili faaliyetler toplam tath su
kullaniminin  yaklasik  %92’sini  kapsadigi tahmin
edilmektedir. 1 kg tavuk eti Gretmek igin 3900 litre su,
sigir eti Uretmek igin ise 15500 litre suya ihtiyag
duyuldugunu rapor edilmistir. Ayrica et Uretiminde
hayvan tirU, yetistirme yeri ve yontemine goére kullanilan
su miktar degisiklik gosterebilmektedir. Bu nedenle
mikoprotein Uretiminin enerji ve suyun verimli bir sekilde
kullanilmasinda  6nemli  bir rol  oynayabilecegi
disUnulmektedir. Lokasyona, hayvana ve (Uretim
yontemine gore degdismekle beraber, mevcut veriler sigir
etinin su ayak izinin mikoprotein Uriinine on kat daha
fazla, tavuk etinin ise U¢ kat daha fazla olabilecegini
belirtmektedir [15, 58].
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Sekil 2. Farkli Griin gruplarinin su ayak izi [16, 39]
Figure 2. Water footprint of different product groups [16, 39]

Hayvancilik dretiminde tarim arazilerinin  %70’inden
fazlasini kullanmaktadir. Mikoprotein Uretimi igin gereken
arazi gereksinimleri sigir eti ve tavuk eti Gretimi igin
olanlarla karsilastirmak icin bir calisma
gerceklestiriimistir. Sigir eti ve tavuk eti Uretimi igin
kullanilan topraklarin, mikoprotein Gretimi icin kullanilan

alanlardan ¢ok daha dusik oldugu belirlenmistir (Sekil 3)
[95]. Eternal firmasinin beyanina gére mikoproteinin alan
kullanimi 1.5 m?kg iken dana etinin, tavuk etinin ve
soyanin alan kullanimi sirasiyla 213.5 m?/kg, 14 m?/kg
ve 3.5 m?/kg oldugu agiklanmistir [84].
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Sekil 3. Farkh drinlerin tretiminde kullanilan alanlar [71]. Veriler, sigir eti Gretiminin etkisine gére normallestiriimistir.
Figure 3. Areas used in the production of different products [71]. Data are normalized for the effect of beef production.

Van Grinsven ve ark. [96] gbre, tarimsal Grtnlerin maliyet
faydasi  yilhk  20-80 milyar Euro  arasinda
degismekteyken, toprak-bitki kaynakl azot kirliliginin
maliyet zarar (insan saghid1 ve cevre etkisi agisindan)
yillik 35-230 milyar Euro arasinda degismektedir.
Mikrobiyal protein Uretimi, tarim sistemlerinin ylksek
nitrojen Uretimini (gUbreye bagli nitrojen)
azaltabilmektedir ve dolayisiyla ekosistemler, 6trofik
kaynaklar ve azot oksit (N20) emisyonlari lzerindeki
olumsuz etkide 6nemli bir azalma saglanabilmektedir.
Ote yandan mikrobiyal protein dretiminde resmi
mevzuatin olusturulmasiyla birlikte, atik geri dontsim
programlarinin bir parcasi olarak besin ve karbon
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kaynagr geri kazanimlariyla daha fazla firsat
yaratilabilecegi diusunulmektedir.

SAGLIK ve GUVENLIK

Mikoproteinlerle yapilan klinik calismalarda,

mikoproteinin toplam kolesteroli ve LDL kolesteroli
azalttigi, HDL kolestrolinl ise arttirdidi belirlenmistir.
Mikoproteinler zengin protein kaynaklaridir ve lif igerigi
yuksektir. Ayrica toplam yag asitleri ve doymus yag
asitleri icerigi acgisindan ise dusuk bir Grundur. Bu tur
proteinleri tiiketen kisilerin kardiyovaskiler ve felg gibi
hastaliklar agisindan daha dusuk risk icerisinde oldugu
bilinmektedir.
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Turnbull ve ark. [97] ve Burley ve ark. [98] tarafindan
yapilan ¢alismalarda mikoprotein igeren diyetlerin, istah
dizenlemesi Uzerine olumlu bir etkisinin oldugunu ve
mikoproteinin toklugu artirarak istahi azalttigi sonucuna
varilmigtir. Williamson ve ark. [99] yapmis olduklar
g¢alismada, 6glnlerden 6nce mikoprotein, tofu ve tavuk
eti tluketiminin tokluk (zerine etkisini incelemislerdir.
Calismanin sonucunda, tavuk etine kiyasla mikoprotein
tiketiminin tokluk hissini 6nemli dlgide arttirdigi tespit
edilmigtir. British Journal of Nutrition dergisinde
yayinlanan bir galismada, mikoprotein igeren bir 6gunun,
tavuk iceren bir 6gune kiyasla kalori alimini yizde 10
azalttigini belirtmigtir [56].

Mikoproteinin 6gunlere dahil edilmesiyle birlikte glisemik
indeks kontrolinin saglanabilecegi dusunulmektedir.
Mikoproteinin insulin konsantrasyonu ve kan sekeri
Uzerine etki mekanizmasi tam olarak tanimlanamasa da
saglanan etkinin mikoprotein igeriginde bulunan yiksek
lif miktari sayesinde oldugu dusinulmektedir. Cozinur
lifler ince bagdirsak duvarindan glikoz diflizyonunu
yavaslatarak glisemik tepkileri iyilestirmektedir [100].
Ayrica lifler, gastrointestinal sistemde besin akis hizini
azaltarak glikozun emilim oranini dusirmektedir [101].

Mikoproteinler, distk  miktarlarda karbonhidrat
icermektedir, bu nedenle glisemik tepkilerdeki
gelismelerin  karbonhidratlarin  parcalanmasi  veya

emilimiyle baglantih olamayacagi dusinulmektedir.
American Journal of Clinical Nutrition’da yayinlanan bir
calismada ise mikoproteinin kan sekeri Uzerinde etkilerini
incelenmis ve mikoprotein iceren bir milkshake
tiketiminin kan sekerini, kontrol grubuna kiyasla %36’ya
kadar azaltabildigini tespit edilmistir [102].Mikoproteinin
kolesterol seviyesini kontrol altina tutmakta yardimci
oldugunu ve bdylelikle kalp hastaligi riskini azalttigina
dair bulgular da rapor edilmistir. Londra Universitesi'nde
yapilan bir arastirmada mikoproteinin toplam kolestrol
dizeyini ve LDL kolestrerolli sirasiyla %13 ve %9
azalttigini, HDL kolesterolini ise %12 oraninda
arttirdigini saptamistir [103, 104].

Mikoproteinler, gesitli gastrointestinal ve alerjik
reaksiyonlara neden olabilecegi belirtiimektedir. Kamu
Yararina Bilim Merkezi (CSPI), 2002-2014 yillar
arasinda web sitesi araciligiyla mikoproteine karsi
gastrointestinal  sikayetler ve alerjik reaksiyonlar
hakkinda raporlar toplamistir. Bu raporlardan yola
¢ikarak Jacobson ve Deporter [105], mikoprotein igceren
gidalarin etkilerini incelemistir. 1.752 adet kisinin analizi,
mikoprotein iceren Urlnlerin alerjik ve gastrointestinal
belirtileri ortaya ¢ikmasina neden oldugunu gostermistir.
Toplam 312 kisi 4 saat sonra anafilaksi ve Urtiker gibi
alerjik reaksiyonlar gostermigti. 188 kiside ise
mikoprotein igeren et alternatifini birka¢ kez kullandiktan
sonra tekrar tekrar benzer tepkileri gostermistir. Ayrica

1.692 kiside mikoprotein igeren et alternatifinin
tiketilmesinin 8. saatinde kusma ve ishal gibi
gastrointestinal semptomlar meydana  gelmistir.

Semptomlarin orta dereceli mide bulantisindan siddetli
kusmaya kadar degistigi rapor edilmistir. 2015 yilinda
New York Saglhk Ekonomisi Konsorsiyumu ise
mikoproteine kargi alerjik reaksiyonlarin sistematik bir
incelemesini gergeklestirmistir. 30 deneysel c¢alisma
arasinda, arastirmacilar yalnizca 2 reaksiyonu
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dogrulamigtir.  Arastirmacilar  mikoprotein  igeren
drunlerin tuketimiyle meydana gelen alerjik
reaksiyonlarin, yaygin alerjenik gida maddelerine gore
¢ok disuk oldugunu saptamiglardir. Mikoprotein igeren

drtnlerin tuketimiyle meydana gelen alerjik
reaksiyonlarin  nadir oldugu ve bireylerin blylk
¢ogunlugu icin guvenli bir gida maddesi oldugu

belirtilmistir [106].
SONUG

Artan dinya nifusu ve besleyici gidalara olan talep,
mevcut et ve tahil Uretiminde artis meydana
getirmektedir. Son yillarda, et Uretiminde ve tarimda
glbre, bocek ilaci ve antibiyotik (blyime destekleyici
olarak) artan bu talepleri karsilamak igin kullaniimistir.
Ancak bu drlnlerin kullanimi dogada dengesizliklere ve
antibiyotige direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. ~ Ayrica  hayvancillk, sera gaz
emisyonlarini ve iklim degisikliklerinin hizini arttirmakta,
tath su kaynaklarini azaltmakta, arazi kullanimini
arttirmakta ve dolayisiyla dogal biyogesitliligi olumsuz
yonde etkilemektedir.

Alternatif et Urlnleri pazan, saglik, etik veya dini
nedenlerden dolayr et tiketimini azaltmak isteyen
vejetaryenler ve vejetaryen olmayanlari kapsamaktadir.
Doku ve lezzet bakimindan yiksek kaliteye sahip
alternatif protein ikamelerine olan ilgi de son yillarda
giderek artmaktadir.

Mikroorganizmalara dayali Uretim modeli olusturan
mikoproteinler, ticari olarak piyasada kullanilan bir
Urindur. Genel olarak mikoproteinler, besin takviyeleri ve
gidalarda et ikamesi olarak onemli  katkilar
go6stermektedir. Mikoproteinlerin ikame besin takviyesi
olarak kullaniimasi, 6zellikle gelismekte olan Ulkelerin
hizla buyuyen nifuslar i¢in gida kithgi sorunlarini
azaltabilecegi  dusunulmektedir. Mevcut  bulgular,
mikoproteinlerin biyolojik degerlerinin ve temel amino
asit igeriklerinin etlerle nispeten benzer oldugunu
gostermistir. Mikoproteininin protein ve lif bakimindan
zengin bir kaynak olmasi insan sagligini da bir ¢ok
olumlu ydnde desteklemektedir. Ayrica amino asit
profilinde, tim esansiyel amino asitleri icermesi
mikoproteinin en blyik avantajidir. Ote yandan
mikoproteinin geleneksel et Urilnlerine gore gevre dostu
bir ~ Urin  olmasi  gezegenimizin  kaynaklarinin
surdurebilirligi agisindan énemli oldugu digtndimektedir.
Mikoprotein Gretimi; bir firmanin ihtiyag duydugu protein
kaynagini kendi binyesinde Ureterek disardan herhangi
bir tedarik¢ciye bagh kalmamasini, herhangi bir iklimsel
kosuldan veya hastaliklardan etkilenme olasiligini
sifirlanmasini ve karanlik bir uretim hattinda Uretim
yapabilme yetenegini kazandirmaktadir. Ancak ylUksek
nukleik asit igerigi ve olasi alerjik etkiler, mikoproteinin
kiresel olarak gida olarak kullanimini sinirlayan
faktorlerdir. Buna ragmen mikoproteinlerin alerjik ve
toksik etkileri Uzerine vyapilan c¢alismalarin sayisi
literatirde oldukga azdir. Ayrica, bazi makaleler
karsilastirmalarda kullanmak icin yeterli istatistiksel
kaliteye sahip degildir. Bu nedenle, mikoproteinler icin
vurgulanan bu etkileri ortaya ¢ikarmak adina daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Uzimsi meyveler ve driinleri giiniimiizde “fonksiyonel gidalar” olarak bilinmekte ve gida endiistrisinde artan bir ilgi
gOrmektedir. Basta antosiyaninler olmak Uzere diger meyvelere goére daha yiksek antioksidan kapasitesine sahip
UzimsU meyvelerin hastaliklara yakalanma riskleri ile hastalik semptomlarini azaltarak, saglik Uzerine koruyucu
etkileri oldugu disinilmektedir. Tiirkiye, 2021 Tirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére meyve (retiminde
dinyada besinci sirada yer almasina ragmen Gzimsu meyvelerin Gretim miktari disik olup bu meyvelerin 6nemi hala
anlagilamamis durumdadir. Bu nedenle, saghgi olumlu yénde etkiledigi digunilen Gzimsl meyvelere olan ilginin
Ulkemizde artinimasi, hem bilimsel agidan hem de dUretimini artirabilmek amaciyla ekonomik agidan oldukga
6nemlidir. Bu derlemenin amaci Gzimsi meyvelerin igerdigi biyoaktif bilesenler ile insan saghgi tzerine etkilerini son
on yilda yapilmig klinik calismalarla degerlendirmektir. Bu amagla planlanan sistematik olmayan derlemede,
Dergipark, PubMed, Elsevier ve Google Scholar veri tabanlarinda yapilan literatlir taramasi sonucu toplam 32
uluslararasi klinik galisma derlemeye dahil edilmistir. Tlrkiye'de insanlar Uzerinde yapilmis bir klinik ¢alismaya
rastlanmamistir. Sonuglar, (zimsi meyvelerin saghg olumlu yonde etkileyerek antioksidan, anti-inflamatuar, anti-
diyabet, kardiyovaskuler sistemi koruyucu, lipid metabolizmasini iyilestirici, hipertansiyondan koruyucu, kolon kanseri
semptomlarini azaltici etkisi ile mikrobiyotayi olumlu yonde etkileyebilecegdini géstermektedir. Kesin mekanizmalari ve
uzun dénem etkilerinin anlasilabilmesi igin daha fazla klinik ¢galigmaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Uzimsi meyveler, Fonksiyonel gida, Biyoaktif bilesen, Antosiyanin, Saglik etkisi
Bioactive Components of Berry Fruits and Their Effects on Human Health
ABSTRACT

Berry fruits and their products are known as “functional foods” and have a growing interest in the food industry.
Berries have high antioxidant capacity and anthocyanin contents in comparison to other fruits, and they are
considered to have protective effects on human health by reducing the risks and symptoms of diseases. Although
Turkey is in a prominent position with fruit production, having in the fifth place in the world according to the 2019
Turkey Statistical Institute (TUIK) data, the amount of berry fruit production is low, and its importance is still poorly
understood. For this reason, it is very important to increase the interest in berry fruits, which are thought to have a
positive effect on health, in our country, both scientifically and economically in order to increase their production. This
review aims to evaluate the bioactive compounds of berry fruits and their health effects on human with clinical studies
conducted in the last decade. To reach this goal, a literature search was conducted in DergiPark, PubMed, Elsevier
and Google Scholar databases and a total of 32 international clinical studies were included in this non-systematic
review. No clinical human study was found in Turkey. Results showed that berry fruits have anti-oxidant, anti-
inflammatory, anti-diabetes effect and protective effect on the cardiovascular system, effect of improved lipid
metabolism, anti-hypertension effect, and reducing effect of colon cancer symptoms and beneficial effects on
microbiota by positively affecting human health. More clinical studies are needed to understand the exact
mechanisms and long-term effects.

Keywords: Berry fruits, Functional food, Bioactive compound, Anthocyanin, Health effect
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GiRIiS

Meyve ve sebzeler vicuda basta lif, vitamin, mineral ve
fitokimyasal saglamadaki katkilarindan dolay saglikli bir
diyetin vazgecilmez bilesenleridir. Cesitli epidemiyolojik
ve Kklinik calismalar, meyve ve sebzelerin dizenli
tiketiminin kanser, kardiyovaskuler hastalik (KVH),
diyabet (DM) ya da obezite gibi hastaliklari gelistirme
riskini azalttigini, antioksidan ve anti-inflamatuar
Ozellikler gosterdigini saptamustir [1, 2]. Bu koruyucu
etkilerini icerdikleri antioksidan 6zelliklere sahip biyoaktif
bilesenler, vitaminler ve minerallerle araciligiyla
gerceklestirmektedir [3]. Ayrica meyveler arasinda
UzimsU meyveler, daha yiksek biyoaktif bilesen
icermeleri nedeniyle 6zellikle ilgi ¢ekicidir [4].

Botanik olarak, c¢ilek ve ahududu harig, tek bir
yumurtaliktan uretilen etli meyveler olarak tanimlanan
UzimsU meyveler ve Urlnleri (suyu, regeli vb.) genellikle
“fonksiyonel gidalar’ olarak bilinmektedir. Ginumuzde,
hastaliklara yakalanma risklerini ya da semptomlarini
azaltma ve saghgi koruma etkilerinden dolayi
fonksiyonel gidalar ve takviye edici gidalarin
kullanilmasi gun gectikce gida endistrisinde artan ilgi
gOrmektedir [4]. En yaygin uzimsu meyveler ylksek
boylu (highbush)  yaban mersini (Vaccinium
corymbosum), kisa boylu (lowbush) yaban mersini
(Vaccinium angustifolium), yaban mersini (Vaccinium
myrtillus), turna yemisi (Vaccinium macrocarpon),
bogurtlen (Rubus fruticosus), siyah ahududu (Rubus
occidentalis), kirmizi ahududu (Rubus idaeus), frenk
Uzimua (Ribes nigrum), cilek (Fragaria ananassa),
kirmizi yaban mersini (Vaccinium vitis-idaea), cloudberry
(cok soguk bolgelerde yetisen bir meyve turl) (Rubus
chamaemorus), kara mirver (Sambucus nigra L.) ve kus
kirazidir (Aronia melanocarpa) [5].

Uzimsi meyvelerin saglik Uzerindeki etkisinin artan
ilgisi ise esas olarak diger meyvelere goére yuksek
biyoaktif bilesen igeriklerinden kaynaklanmaktadir. Bu
biyoaktif bilesenler ozellikle fenolik asitler,
antosiyaninler, flavonoidler, flavanoller veya tanenler
gibi organik molekdllerdir [6]. Antosiyaninler meyveye
kirmizi rengini veren, en gugli antioksidan bilesenler
olarak bilinir [7]. Uziimsi meyvelerin, icerdikleri biyoaktif
bilesenler nedeniyle antioksidan kapasiteleri diger
meyvelere gore daha yiksek olup, KVH hastaliklara
karsi koruyucu, anti-timér ve anti-platelet aktivitelerin
yani sira, bir dizi biyolojik aktiviteye sahip olduklari,
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda gdsterilmistir [8-
16].

Tirkiye meyve (retiminde 2021 Tirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) verilerine gére, diinyada besinci sirada
yer alarak énemli bir konumda iken UGztUmsU meyvelerin
uretim miktari dusdk olup, énemi hala anlasilamamis
durumdadir [17]. Bu nedenle saghdi olumlu yonde
etkiledigi dusUndlen UzUmsU meyvelere olan ilginin
Ulkemizde artirlmasi hem bilimsel agidan hem de
dretimini  artirabilmek amaciyla ekonomik agidan
oldukca 6nemlidir [18]. Bu derlemenin amaci Uzimsu
meyvelerin igerdigi biyoaktif bilesenler ile insan saghgi
Uzerine etkilerini 2010-2020 yillari arasinda yapilmis
klinik calisma verileri kullanilarak degerlendirmektir.
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Uziimsii meyvelerin biyoaktif bilegenleri ile insan saghgi
Uzerine etkilerini degerlendirmek amaciyla DergiPark,
PubMed, Elsevier ve Google Scholar veri tabanlarinda
literatir taramasi yapilmistir. Tarama sirasinda
kullanilan anahtar kelimeler: “berry fruits”, “strawberry”,
“Fragaria ananasa”, “Raspberry”, “Rubus idaeus”,
“blackberry”, “Rubus fruticosus”, “mulberry”, "Morus
nigra”, “blueberry”, “Vaccinium myrtillus”, “Vaccinium
corymbosum”, “cranberry”, “Vaccinium macrocarpon”,
“black currant”, “Ribes nigrum”, “red currant”, “Ribes
rubrum”, “elderberry”, “Sambucus nigra", “grape”, "Vitis
vinifera" ve “health effect’, “human study”, “human trial”
olup; Tirkce makaleleri taramak icin kullanilan anahtar
kelimeler “Gzimsu meyveler’, “saglik etkisi”, “klinik
calismalar’dir. Tezler ve konferans Ozetleri derlemeye
dahil edilmemigtir. Literatlr aragtirmasi esas olarak taze
meyveleri, meyve suyunu, dondurularak kurutulmus tozu
veya fraksiyonlari ve dogrudan UzUmsu meyvelerden
ekstrakte edilen bilesikleri kullanan calismalara
odaklanmigtir. Bu dogrultuda calismaya dahil edilme
kriterleri sunlardir: >18 yas ve Uzeri yetigkinlerde yapilan
klinik calismalar, saglikli ya da herhangi bir hastalig
olan oOzellikli gruplarda Gzimsu meyvelerin etkinligini
degerlendiren galismalardir. in vitro, in vivo ya da
cocuklar ve adodlesanlar Uzerinde yapilan c¢aligmalar
derlemeye  dahil edilmemistir.  Yapillan tarama
sonucunda 2010-2020 yillari arasinda yapilmis toplam
32 uluslararasi klinik ¢calisma derlemeye dahil edilmistir.
Turkiye’'de yapilmig bir klinik calismaya rastlanmamistir.

UzUMSU MEYVELERIN BiYOAKTIF BILESIKLERI

Uziimsii meyveler, basta antosiyaninler olmak (izere,
fenolik asitler, taninler, flavonoidler, flavanoller,
stilbenler, vitaminler ve mineraller dahil olmak Uzere
yuksek seviyelerde biyoaktif bilesen igerirler [5].

Uziimsii meyvelerin toplam fenolik bilesen igerikleri,
farkli meyve turleri, genetik cesitlilikleri, yetistiriime
kosullari ve yerleri ile depolama, hasat 6ncesi ve
sonrasi kosullarina gore degismektedir [14, 15, 19].
Yapilan caligmalara goére kara dutun toplam fenolik
bilesen degeri ortalama 1.87+0.006 ve 2.97+0.009 mg
gallik asit es degeri (GAE)/kg arasinda [20]; cilekte
ortalama 2.25 g/kg, ahudududa 1.26 g/kg, bogurtlende
2.48 g/kg, yaban mersininde 1.81-5.85 g/kg, mavi
yemiste 5.25 g/kg, turna yemisinde 1.20-3.15 g/kg,
siyah frenk Uzimunde 560 mg/100 g [16], kirmizi frenk
Uziminde 4.17 g/kg [21], kara mirverde 0.19-0.23 mg
GAE/kg [22] ve uUzumde 0.91 mg GAE/kg olarak
saptanmistir [23].

Antosiyaninler

Uziimsii meyvelerdeki en dnemli ve karakteristik fenolik
bilesen grubu antosiyaninlerdir [24]. 500'den fazla
antosiyanin tanimlanmis olmasina ragmen o6zellikle alti
tanesi (pelargonidin, siyanidin, delfinidin, petunidin,
peonidin ve malvidin) Gzimsu meyvelerde yaygin olarak
bulunmaktadir.  Genellikle, antosiyanin igerikleri
olgunlasma sirasinda artar ve siyah frenk Uzimu, siyah
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murver, boégurtlen ve yaban mersininde daha ylksek
miktarlarda (16 g/kg'a kadar), cilekte ise daha dusuk
miktarlarda bulunmaktadir (0.6-0.8 g/kg arasi) [25].

Fenolik Asitler

Uziimsii meyvelerde baskin olan fenolik asitler gallik asit
(GA) ve Klorojenik asitler (CGA) olup; yaban mersini
(6zellikle CGA 2 g/kg’a kadar) ve bogurtlen (yaklasik 0.3
g/kg) arasinda miktarca daha yuksekken, cileklerde
konsantrasyonlari daha diglktir (yaklasik 0.09 g/kg)
[26]. Baskin olan fenolik asitlerin disinda Gzimsu
meyveler, kafeik ve ferulik asitler, p-hidroksibenzoik,
gallik, salisilik, vanilik ve ellajik asitleri de
bulundurmaktadir [4].

Tanenler

Uziimsi meyveler énemli tanen kaynaklardir. Hem
proantosiyanidinler olarak bilinen yogunlastinimig
hidrolize edilemeyen tanenler, hem de gallik asit ve
ellajik asit esterleri gibi hidrolize edilebilir tanenleri
icermektedirler [3, 26-28]. Hidrolize edilebilen tanenler
kus kiraz, cilek, ahududu ve bdgurtlende ylksek
miktarda bulunmaktadir [3, 14].

Flavonoidler

Uziimsii meyvelerde baskin olarak bulunan flavonoidler
mirisetin, kuersetin ve kaempferoldur [24]. Kuersetin
yaban mersininde baskin olup (0.017-0.02 g/kg),
mirisetin  frenk Uziminde (0.089-0.20 g/kg) baskin
flavonoid olarak bulunmustur [29].

Flavanoller

Uzimsi meyvelerde baskin olan flavanol prosiyanidin
olup; yaban mersini ve gilekte daha yiksek miktarlarda
bulurken (1.5 ile 6.6 g/kg arasinda), bogurtlen ve
ahudududa daha dusik miktarlardadir (yaklasik 0.3

g/kg) [16].
Diger Biyoaktif Bilegenler

Uziimsii meyveler antioksidan kapasiteye katkida
bulunan C vitamini, provitamin A karotenoidleri, E ve B
vitaminleri igerirler [13]. C vitamini degerleri cilekte
0.65+0.006-0.11+0.005 a/kg [30], ahudududa
0.015+0.0005-0.024+0.001 g/kg [31], bogurtlende 0.035-
0.044 g/kg [32], dutta 0.19+0.0001-0.031+0.0002 g/kg
[20], yaban mersininde 0.060+0.002 g/kg [33], mavi
yemiste 186 g/kg [34], turna yemiginde 0.010+0.0002-
0.02.74+0.0002 g/kg [35], siyah frenk Uziminde 6.2—
14.04 g/kg [36], kirmizi frenk Gzimiinde 0.023+0.0005
g/kg [37], kara mirverde 0.116+0.004 g/kg [33] ve
Uzimde 0.011+0.0001-0.035+0.0003 g/kg arasinda
bulunmustur [38].

Uzimsii meyveler ayrica mineraller agisindan
zengindirler. Bakir, demir, ¢inko, manganez ve
selenyum gibi UzUmsli meyvelerde bulunan bazi
mineraller, antioksidan enzim sistemlerinin (6rnegin
superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz vb.) énemli
kofaktorleri ve bilesenleridir. Bu nedenle antioksidan
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kapasiteye katkida bulunurlar [5]. Cileklerde bulunan
baslica mineraller fosfor, potasyum, kalsiyum,
magnezyum, demir, manganez, bakir, sodyum ve
aliminyumdur [14, 39]. Frenk Gzimd, cilek, ahududu,
bogurtlen ve yaban mersini diger meyvelerle
karsilastirildiginda daha fazla kalsiyum (0.15-0.35 g/kg),
potasyum (0.5-3.2 g/kg) ve manganez (0.012-0.039
g/kg) igerir [13, 14, 25].

Uziimsii meyvelerin enerji, lif ve makro besin dgeleri ile
toplam fenolik bilesen, antosiyanin ve C vitamini
degerleri Tablo 1°de verilmigtir.

SAGLIK UZERINE ETKILERI

Antioksidan ve Anti-inflamatuar Etkisi

Saglkl bir organizmada, reaktif oksijen turlerinin (ROS)
Uretimi antioksidan sistem ile dengelenir. Artan ROS
Uretimi veya azalmis antioksidan savunma, kanser, KVH
ve nodrodejeneratif bozukluklar da dahil olmak Uzere
cesitli hastaliklarin gelisimine katkida bulunan oksidatif
stres olarak adlandirilir [16]. Oksidatif stres, genellikle
lokal bir olaydir, malondialdehit (MDA), konjuge dienler
veya F2-izoprostanlar, karbonlu proteinler dahil olmak
Uzere protein modifikasyonu belirtegleri, tiol gruplarinin
oksidasyonu, protein parcalanmasi ve nitratlanmis
proteinler veya nukleik asitlerin oksidatif hasar
belirtecleri bu olaylarda sorumludur. Bu biyobelirtegler
sadece hastaliklarda teshis degerine sahip olmakla
kalmaz, ayni zamanda ihtiyag duyulan antioksidan
takviyenin yararli gdstergeleri de olabilirler [44]. Uziimsii
meyvelerin ylksek fenolik bilesen ve diger biyoaktif
bilesenleri icermesi nedeniyle oksidatif stresle iligkili
hastaliklarda koruyucu olabilecekleri diistiniimektedir.

Saglikh yetigkinlerde 16 gin 500 g taze gilek takviyesi,
serum toplam antioksidan seviyelerinde artisa vyol
acmigtir [45]. Bagka bir calismada, saglikl yetiskinlere 2
hafta 500 g cilek takviyesi sonucu lipid oksidasyonundan
onceki gecikme fazinda énemli bir artisla birlikte, aclik
plazma antioksidan kapasitesi ve C vitaminde ihmli bir
artis gozlemislerdir [46]. Saglikh erkeklerde, 4 hafta 30 g
liyofilize ahududu takviyesi, kan lipidleri ve aglik plazma
glukoz  konsantrasyonlari  Uzerinde  higbir  etki
gOstermemis, ancak alkalen fosfataz (ALP) aktivitesini
azaltmig, glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini
artirmistir [47]. Saglikli kadinlara 2 hafta 220 mL yaban
mersini ve kirmizi 4zim suyu iceren smothie takviyesi
sonucu, plazma sliperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
enzim aktiviteleri ile antioksidan kapasitede artis; idrar
ve serum MDA seviyelerinde azalma meydana gelmistir.
Ayrica 8-OH: deoksiguanozin, interldkin-2 (IL-2),
interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), interlokin-10 (IL-
10), C reaktif protein (CRP) ve timor nekrozis faktor-alfa
(TNF-a) seviyelerinde fark gozlenmemistir [48].
Metabolik Sendromlu (MetS) kadinlara 8 hafta 480 mL
kara mirver suyu takviyesi sonucu da serum toplam
antioksidan kapasitesinde artis; okside lipoprotein lipaz
(LDL) ve MDA seviyelerinde azalma meydana gelmistir
[49]. MetS’li yetiskinlere 60 gun 700 mL kara murver
suyu takviyesi ise; adiponektinde artis, homosisteinde,
lipoperoksidasyonda, ileri oksidasyon protein
Urtnlerinde azalmaya yol agmis, TNF-q, interlokin-1 (IL-
1) ve IL-6 seviyelerini etkilememigtir [50].
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Tablo 1. Uziimsii meyvelerin eneriji, lif ve makro besin égeleri ile toplam fenolik bilesen, antosiyanin ve C vitamini

degerleri
Enerji Protein Karbonhidrat ~ Yag Lif Toplam fenolik bilegen Toplam antosiyanin C vitamini
(kkali100 g) (gHM00g) (g/100 g) (9/100g) (g/100¢)
Cilek (Fragaria ananasa) 32 068 774 03 202 225mgH00 g [16] 60-800100g[16] 65+6-112:5 mgH00 g [30]
Ahududu (Rubusidaeus) 56 12 12.39 01 65 126 mg/100 g [16] 21:01-3255¢6.9 mg00  156+05-24.4+12 mg/100 g
g31] (31]
Bogurtlen (Rubus fruticosus) i 126 283 105 6.93 248 mgH00 g [16] 949. 4 mg/100 g [16] 35.20-44.00 mgi00g [32]
Dut (Morus nigra) 44 13 81 039 15 1874.35:6.00 - 674-787 pg Cy 3-gluig[40]  19.73+0.10-31.34£0.16
2977 304953 mg/H00 g [20]
mg GAE/g [20]
Yaban mersini (Vaccinium myrtillus) 44 046 849 046 273 181-585mg/100 g[16] 6102-7465 mg/100g [41]  60.11+2.62 mg/100 g [33]
Mavi yemis (Vaccinium corymbosum) 44 046 849 046 213 525 mg/100 g [16] 1570-2762 mg/100g [41]  18.6 g100g [34]
Tuma yemigi (Vaccinium 44 046 849 046 273 120-315mgM00 g[16] 0.398 mglg [42] 10.07+0.20-20 74+0 24
macrocarpon) mg/100 g [39]
Siyah frenk Gzamu (Ribes nigrum) 56 14 138 02 43 560 mg/100 g [16] 1741.6 mg/100 g[ 16] 6.2-14.04 glkg [36]
Kimizi frenk Gzama (Ribes rubrum) 56 14 138 02 43 41794726 mgh00 g 21] 264466 mg/100g [21] 2323056 mg/100 g [37]
Kara miirver (Sambucus nigra) 48 25 74 05 4 19.81-2390 mg GAE/g[22]  813+156 mg/100 g [43] 116.70+4.22 mg/100 g [33]
Uziim (Vitis vinifera) 69 072 18.1 0.16 09 9135 mg GAE/g [23] 39:0.52 mg Cy-3-Glg [23]  11.2140.10-35.74+0.33

mgH00 g [36]

*Eneriji ve besin égesi degerleri BeBIS bilgisayar programi ile hesaplanmistir. GAE: gallik asit egdegeri, Cy 3-glu: siyanidin 3-glukoz, mg:

miligram, g: gram, kg: kilogram, kkal: kilokalori

Gorllduglu  Gzere, ROS’lari  sUplrme  aktiviteleri
nedeniyle UzUmsU meyvelerin oksidatif strese karsi
koruyucu olabilecedi hem saglikli yetiskinlerde hem de
MetS’li hastalarda gosterilmistir [45-50]. Bu etkilerini
toplam antioksidan kapasiteyi [45, 46] ya da antioksidan
enzim seviyelerini artirarak gergeklestirmektedir [47-50].
Calismalar sinirh oldugu icin baska kronik hastaliklar
Uzerinde ve uzun dénemdeki kesin mekanizmalarinin
aydinlatiimasi gerekmektedir.

Diyabet Uzerine Etkisi

Diyabet (DM) pankreasta insulin eksikligi, insulin direnci
veya her ikisinin birlikteligi sonucu kanda glukoz
seviyesinin yikselmesine bagli olarak gelisen ve kronik
ya da akut komplikasyonlara neden olabilen bir
hastaliktir [51]. Ginumizde DM prevalansi gin gegtikge
artmaktadir ve Uluslararasi Diyabet Fedarasyonu’nun
raporuna gore dinyada her 11 kisiden biri DM'dir [52].
DM’nin seyrinin 6nlenmesinde beslenme en &6nemli

unsurdur [53]. Uzimsi meyveler igerdigi ylksek
antioksidan kapasite sayesinde kan glukoz
regllasyonunda iyilesmelere yol agabilir.

Saglikh yetigkinlere tek doz 150 g Isveg kirazi

(lingonberry), frenk UGzimu puresi ya da 300 mL
nektarinin 35 g sukroz ile birlikte takviyesinin; her iki
meyve alimdan sonraki ilk 30 dk boyunca sukroz
kaynakh postprandiyal glukoz ve insulin
konsantrasyonlarini énemli 6lglide azalttigi ve iki saat
boyunca daha yavas bir disls ve O6nemli olgide
gelistirilmis glisemik profil sergiledigi go&sterilmistir.
Boylece slkrozun indikledigi ge¢ postprandiyal
hipoglisemik yanit o6nlenmistir [54]. Hafif sisman
yetigkinlere tek doz 10 g liyofilize gilek takviyesi, yliksek
karbonhidrat ve vyagh 6gun tuketim  sonrasi
postprandiyal insdlin yaniti, IL-6 ve CRP seviyelerini
azaltmistir [55]. Hafif sisman ya da obez erkeklerde
yapilan baska bir galismada da 7 gin 600 g bogurtlen
takviyesi insllini azaltarak, insulin direnci homeostatik
model degerlendirmesi (HOMA-IR) seviyelerinde azalma
saglamistir [56]. Obez ve insulin direnci olan hastalara 6
hafta ginde 2 kez 22.5 g toz liyofilize yaban mersini
takviyesinin  insdlin  seviyelerini  artirarak insdlin
duyarhhgini iyilestirdigi goralmustir [57]. Benzer olarak,
obez ve instlin direnci olan hastalara 3 ile 14 gun sure
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ile 10, 20 ve 40 g liyofilize cilek tozu takviyesi sonrasi
o6gunle iligkili postprandiyal glisemiyi dnlemede 40 g
dozunun en etkili oldugu saptanmistir [58]. T2DM’li
hastalara 24 hafta ginde 2 kez 160 mg antosiyanin
iceren yaban mersini ya da frenk UGzimi takviyesi,
antioksidan kapasitede artisa, 8-izoprostaglandin F2a,
13-hidroksioktadekadienoik asit ve karbonillenmis
protein konsantrayonlarinda ve aglik kan glukozu ile
HOMA-IR seviyelerinde azalmaya yol a¢mig, insulin
duyarhhgi ve serum adiponektinlerini artirmistir [59].

Uziimsii meyvelerin insilin seviyelerini artirarak, kan
glukozunu azaltarak insulin duyarliigini artirdig yapilan
calismalarla gosterilmistir [54-59]. Bu olumlu etkileri tek
doz alimda da saglanmis olup, c¢alismalar bunlarla
sinirhidir. Uziimsii meyvelerin fenolik bilesenlerinin anti-
diyabetik  aktivitesi, antioksidan, anti-inflamatuar,
karbonhidrat  sindirici enzim inhibisyonu ve
gastrointestinal sistem, hicresel reseptdr agonisti veya
antagonist aktivitesindeki emiliminden veya henlz
aciklanmamig yeni mekanizmalardan
kaynaklanabilecegi digtnulmektedir [51].

Kardiyovaskiiler Hastaliklar Uzerine Etkisi

Dunyada Olumler arasinda ilk sirada yer alan KVH'lar
Ozellikle  Tuarkiye gibi gelismekte olan Ulkeleri
etkilemektedir [60]. KVH; DM, obezite, bozulmus lipid
metabolizmasi, HT gibi birgok hastalik sonucu meydana
gelebilmektedir.  Uzimsli  meyvelerin  antioksidan
kapasitesinin yliksek olmasindan kaynakli KVH Gzerinde
olumlu etkileri gésterilmigtir.

Saglikl erkeklere tek doz 300 g yaban mersini takviyesi
tiketimden 1 saat sonra kontrolle karsilastirildiginda
hidrojen peroksit (H202) kaynakli DNA hasarini %18
oraninda azaltmistir. Yaban mersini takviyesinden sonra
endojen DNA hasari, periferik arter fonksiyonu ve nitrik
oksit (NO) seviyeleri icin dnemli bir fark gézlenmemistir
[61]. Koroner arter hastalarina 4 hafta 480 mL turna
yemisi suyu takviyesi, merkezi aort sertliginin bir 6l¢lsu
olan ortalama karotis-femoral nabiz dalga hizini
azaltmistir. Brakiyal arter akim aracili dilatasyon, dijital
nabiz genlik tonometrisi, kan basinci ve karotis-radyal
nabiz dalga hizi ise degismemigstir [62]. Periferal endotel
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disfonksiyonu olan hastalara tek doz 230 mL turna
yemisi suyu takviyesinin, periferik endotelyal fonksiyon
ve dolasimdaki endotel progenital hicreler (EPC)
sayllarl Uzerindeki etki gostermese de plasebo ile
karsilastirildiginda, osteokalsin eksprese eden EPC
fraksiyonunda bir azalmaya neden olmustur. Ayrica
adezyon belirteci hiicre i¢i adezyon molekulinin (ICAM)
sistemik seviyeleri osteokalsin eksprese eden EPC
sayilari ile anlamli bir korelasyon gdstermistir [63].

Uzimsi meyvelerin koroner arter ve periferal endotel
disfonksiyonu olan hastalar KVH semptomlarini
azaltacagi turna yemisi suyu takviyesi sonrasi
gosterilmistir [62, 63]. Ayrica saglikli yetigkinlerde de
DNA hasarini azaltarak KVH yakalanma riskini
azaltabilecegi  dusunllmektedir  [61].  Sonuglarin
genellesebilmesi adina farkli meyve takviyelerinin farkl
KVH gruplarinda degerlendiriimesi gerekmektedir.

Lipid Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Lipid metabolizmasinda meydana gelen bozukluklar
direk olarak KVH riski ile iligkilidir. Tlrk toplumunun kalp
saghgini inceleyen TEKHARF c¢alismasina gore,
Ulkemizde 1990 vyilindan bu vyana trigliserit (TG)
yuksekligi erkeklerde ortalama 25 mg/dL ve kadinlarda
20 mg/dL ile en fazla degisim sergileyen parametre
olmustur. Bu durum her iki cinsiyette de KVH riskini 1.4
kat artirmaktadir. Yine total kolesterol (TC) 12 milyon
bireyde 200 mg/dL iizerindedir [60]. Uziimsi meyvelerin
lipid profili Gzerine etkileri Tablo 2°de gosterilmistir.

Saglikh yetigkinlere 4 hafta 150 g yaban mersini
takviyesinin  egzersizle Dbirlikte insilin  ve TG
seviyelerinde azalma ile yuiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) seviyelerinde artiga yol agmigtir [64]. Yine saglikh
yetigkinlere 30 giin 200 mL kara mirver suyu takviyesi
TG'leri %14.92, TC'U %15.04, LDLyi %24.67 oraninda
azalmis; HDL/LDL oranini %42.77 arttirmis ve serum
antioksidan kapasitesinde artigsa yol acmistir [65]. Hafif
sisman ya da obez yetiskinlere 12 hafta 25 ya da 50 g
liyofilize ¢ilek takviyesi sonucu doza bagimli olarak LDL
seviyelerinde 6nemli bir azalma meydana geldigi rapor
edilmigtir. Her 2 dozda MDA seviyelerinde benzer
azalmaya yol agmistir ve kan basinci, HDL, kan
glukozu, TG ve TC Ulzerinde bir etki gdsteriimemistir
[66].

Lipid metabolizmasi (zerine etkisi gosteriimeyen
calismalarda mevcuttur. Ornegin, MetS’li hastalara 12
hafta 300 mL ahududu, ¢ilek puresi ve cloudberry (¢ok
soguk bolgelerde vyetisen Uzimsi bir meyve tirl)
takviyesi sonucu kan basinci, TC, TG, LDL, HDL ve
oksidatif stres parametrelerinde bir fark gézlenmemistir
[67]. Benzer olarak, dislipidemik hastalara 8 hafta 300
mL bogurtlen suyu takviyesi kan lipidlerini etkilememistir
[68].

Uziimsii meyvelerin lipid metabolizmasi (izerine etkileri
celigkilidir. Yapilan bazi galigmalarda TG, TC, LDL'yi
azaltici etki gosterse de [64-66], herhangi bir etkisi
olmadigini gosteren caligmalarda mevcuttur [67, 68].
Etkileri gOsteriimeyen calismalar meyvenin suyunu
takviye olarak vermesinden kaynaklh antosiyanin ve
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diger antioksidan biyoaktif bilesenlerde kayiplar
meydana gelmis olabilir.

Hipertansiyon Uzerine Etkisi

En sik gorulen kronik hastaliklardan biri olan

hipertansiyon (HT), o6nlenebilir ve tedavi edilebilir bir
hastaliktir. HT artan kan basinciyla karakterizedir ve
KVH’larin gelismesinde etkili olan bir diger kronik
hastaliktir [59]. 2019 Tirk Hipertansiyon Uzlasi
Raporuna goére bu hastalarin kesin olarak saglikl
beslenmeye yodnelmeleri, sebze ve meyve tuketimlerini
artirmalari 6nerilmektedir [69].

HT seviyesi 1 olan menopoz sonrasi kadinlara 8 hafta
22 g liyofilize yaban mersini takviyesi, sistolik kan
basinci (SBP), diyastolik kan basinci (DBP) ve brakiyal
ayak bilegi nabiz dalga hizini azaltmig, NO ve SOD
seviyelerini yukseltmistir [70]. MetS’li hastalara 6 hafta
680 mL yaban mersini suyu takviyesi, reaktif hiperemi
indeksi (RHI)Yni degistirmis ve endotelin
disfonksiyonunda iyilesme gostermigtir [71]. Dislipidemik
hastalara 8 hafta 300 mL boégurtlen suyu takviyesinin
apolipoprotein A-1 (Apo A-1), HDL, apolipoprotein- B
(apo B)/apo A-1 orani degistirmemis fakat 8 hafta sonra
CRP seviyeleri ve SBP seviyeleri azalmistir [68].

Lipid metabolizmasinda oldugu gibi, HT Uzerine GzUmsu
meyvelerin etkisi olmadigini gosteren c¢alismalarda
mevcuttur. Ornegin, kronik sigara igen erkeklere 6 hafta
250 mL yaban mersini suyu takviyesi H20: ile
indiklenen DNA hasarini azaltmis fakat kan basinglari,
serum antioksidan enzimleri, serum lipid parametreleri
ile glukozda bir degisiklige yol agmamistir [72]. Obez
erkeklere 4 hafta 500 mL turna yemisi suyu takviyesi,
SBP’de bir degisiklik gostermemistir [73].

HT Ulzerine GzUmsu meyvelerin etkinligini degerlendiren
galismalar yaban mersini ile bogurtlenin kan basinglarini
azaltarak, antioksidan enzim seviyelerini artirabilecegini
gostermistir [68, 70, 71] fakat etkisi olmadigini gosteren
calismalar da mevcuttur [72, 73]. Etkisi gOsteriimeyen
calismayan obez ve kronik sigara icen erkeklerde
gerceklestiriimis olup, HT hastalarindaki etkilerinin daha
detayli bir sekilde aciklanabilmesi adina klinik
calismalara ihtiyag vardir.

Kanser Uzerine Etkisi

Onlenebilir kanser tirleri arasinda ilk sirada yer alan
kolon kanseri o©zellikle beslenme ile direkt olarak
iligkilidir. Saglkli beslenme kosullarinin saglanmasi,
diyette sebze ve meyve tiketiminin artinimasinin
koruyucu etki gosterdigi kanitlanmistir [74]. Meyveler
arasinda antioksidan kapasitesinin ylksek olmasi
nedeniyle Uzimsu meyvelerin takviyelerinin hastalik
semptomlarini azaltici etkileri yapilan c¢alismalarla
gOsterilmistir.
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Kolon kanseri hastalara 9 hafta 60 g liyofilize ahududu
tozu takviyesi, 4 hafta sonra Wnt yolagi inhibitorleri olan
SFRP2, SFRP5 ve WIF1in  metilasyonunun
modulasyonunu ve DNMT1 ekspresyonunu azaltmistir.
Boylece, Wnt yolagi, hiicre proliferasyon, apoptoz ve
anjiyogenezi ile iligkili genlerinin ekspresyonlarini
koruyucu yonde modile edilmistir [75]. Baska bir
¢alismada, 9 hafta 20 g liyofilize ahududu tozu takviyesi
sonrasi granulosit makrofaj koloni uyarici faktor, IL-8,
TNF-a ve interferon-y 10 gin sonra degismeye
baslayarak azalmis; apoptozis ve anjiyogenesistede
azalma meydana gelmistir [76]. Benzer olarak, 9 hafta
60 g liyofilize ahududu tozu takviyesi, metabolik yolaklar
Uzerine etki ederek apoptosiste azalma saglamistir [77].

Caligmalarin  sonucu olarak, Uzimsi meyvelerin
takviyesinin kanserli hiicre proliferasyonunu apoptozisi
ve anjiyogenezisi metabolik yolaklarla ve genlerin
ekspresyonlari Uzerine etki ederek azaltabilecegi

gosterilmistir  [75-77]. Bu olumlu etkiler ahududu
takviyesi ile gergeklestiriimis olup; farkh Uzimsi
meyvelerin  etkileri  yapilacak klinik  calismalarla

degerlendirilmelidir.
Mikrobiyota Uzerine Etkisi

Mikrobiyota yaklasik 1000 farkl tiri ve 150°den fazla
geni icerisinde bulundurur saghga ve hastaliklara
katkida bulunur [78]. Beslenme mikrobiyotayi direkt
olarak etkileyebilme yetenegine sahiptir ve bdylece
bakterilere gerekli besinleri saglayabilir, bakterilerin
kompozisyonu ile fonksiyonlarini duzenleyebilir [79].
Ozellikle antosiyaninlerin ve bunlardan zengin besinlerin
mikrobiyotayi olumlu yonde etkileyebilecegi
distndlimektedir.

Saglikh erkeklere 6 hafta 250 mL yaban mersini suyu
takviyesi, Bifidobacterium spp., ve Lactobacillus
acidophilus populasyonunda artisa yol agmis ve
Bacteroides spp., Prevotella spp., Enterococcus spp., ile
Clostridium coccoides populasyonlarini degistirmemistir
[80]. Saglikh yetigkilere 6 hafta 250 mL yaban mersini
suyu takviyesi sonucu, Bifidobacterium, longum subsp.
infantis popiilasyonunda artis meydana getirirken;
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum

subsp. longum, Bifidobacterium catenulatum,
Bifidobacterium breve. Bifidobacterium bifidum
populasyonlarini  etkilememigtir  [81]. Bagka bir

calismada, saglikli yetiskinlere 2 hafta 672 g liyofilize
frenk GzimU tozu takviyesinin, Lactobacillus spp. ve
Bifidobacterium spp. Seviyelerini arttirdigi; Clostriudium
spp. ve Bacterioides spp. seviyelerini azalttigi
gOsterilmistir [82]. Obez yetigkinlere 8 hafta 215 mg
antosiyanin igeren yaban mersini ve frenk Gzima ile
prebiyotik  takviyesinin  Firmicutes,  Actinobacteria
seviyelerinde ve Firmicutes/Bacteriodetes oraninda
azalmaya; Bacteriodestes populasyonunda artisa yol
actigi rapor edilmigtir. Son olarak, inflamatuar bir belirteg
olan diski kalprotektininde anlamli olmayan bir azalma
gorulmustur [83].

Uziimsii meyveler sahip oldugu yiiksek antioksidan ve
anti-inflamatuar etkilerden dolayr mikrobiyotayr olumlu
yonde etkileyerek, saghgi gelistirici bakterilerden
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Bifidobakterium, Lactobasillus ve  Bacteriodetes
popllasyonlarini  arttirici  etki  gostermistir  [80-83].
Calismalara goére dizenli Gzimsi meyve tuketiminin
mikrobiyotay! olumlu yonde etkileyerek, sagliga katkida
bulunabilecegi sdylenebilir.

SONUG

Son yillarda oOnleyici tibbin giderek daha 6nemli hale
gelmesiyle ve artan yasl nufus ve obezite prevalansi
nedeniyle saglikl yagsam tarzina ve beslenmeye olan ilgi
dinyada gun gectikce populer hale gelmektedir [12].
Tuarkiye Avrupa Ulkeleri arasinda %32.1'lik obezite
prevalansi ile birinci sirada yer almaktadir [84]. Obezite
beraberinde DM, HT, KVH ve kanser gibi birgcok
hastaligi beraberinde getirmektedir ve bu nedenle
Onleyici tedbirler bir an o6nce alinmalidir. Saglikli
beslenmenin 6nemli bir pargasi olan meyvelerin,
bulagici olmayan hastaliklarin  kiresel oranlarini
azaltmak igin Uglinci en Onemli degistirilebilir faktor
oldugu gosterilmistir [12]. Bunlarin arasinda yer alan
Uzimsl meyveler, icerdikleri ylUksek antosiyanin
miktarlari ile ve dider biyoaktif bilesenleri sayesinde
meyveler arasinda en gugli antioksidan kaynaklaridir.
Bu derlemede Uzimsi meyvelerin antioksidan, anti-
inflamatuar [45-50], anti-DM [54-59], KVH’lardan
koruyucu [61-63], lipid metabolizmasini iyilestirici [64,
65, 66], HT'den koruyucu [68, 70, 71], kolon kanseri
semptomlarini azaltici [75-77] etkileri ile mikrobiyota
Uzerine olumlu sonuglari oldugunu gosterilmistir [80-83].

Sonug olarak, 6zellikle antosiyanin basta olmak Uzere
antioksidan kapasiteyi artirici bircok biyoaktif bilesen
iceren UzUmsU meyvelerin saghdi olumlu ydnde
etkileyerek, hastaliklara yakalanma riskleri ile
semptomlarini  azalttiklari  gosterilse  de  kesin
mekanizmalari ve uzun dénem etkilerinin
saptanabilmesi icin daha fazla klinik galismaya ihtiyag
vardir. Ayrica incelenen galismalar arasinda Turkiye'de
yapiimig bir Kklinik c¢alismaya rastlanmamis olup,
Ulkemizin meyve Uretiminde dinyada ©Onde gelen
Ulkelerden biri olarak besginci sirada yer almasina
ragmen Uzimsu meyvelerin Uretim miktari disiktir. Bu
konuya olan ilginin artirnimasi hem bilimsel hem de
Uretimlerini artirmak amaciyla ekonomik agidan oldukga
onemlidir.
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6z

Son yillarda gidalarin kalite 6zelliklerinin belirlenmesinde hizli ve ekonomik teknikler gelistiriimesine yonelik
calismalara artan ilgi nedeniyle, elektronik burun sistemlerine olan talep artmis ve bu sistemler hizli teknikler arasinda
yerini almistir. insan koku alma mekanizmasini taklit eden elektronik burun sistemlerinde farkli teknolojiler igin farkli
tiplerde tasarlanmis gaz sensorleri bulunmaktadir. Bu sensorlerden iletkenlik 6lgiimiine dayali metal oksit yari iletken
gaz sensorleri (MOS) hizli tepki vermesi, ucuz, sadlam ve portatif olmalari nedeniyle tip, kimya, ziraat ile gida
sektorinde genis kullanim alani bulmustur. Gidalarin kalitesi, raf émri, depolanmasi, mikrobiyal kontaminasyonu,
bozulmasi, tagsisi ve siniflandiriimasi elektronik burun teknolojisi yoluyla yurutilen ¢alismalar arasindadir. Elektronik
burun metal oksit yari iletken gaz sensorleri, mevcut gida analizlerine bir alternatif olusturmus ve sonuglari dogrulama
olanagi saglamistir. Bu derlemede elektronik burun metal oksit yari iletken sensdrleri ve 6zellikle gida analizlerinde bu
sensorlerin yardimiyla gergeklestirilen bilimsel galismalarin 6zetlenmesi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Metal oksit, Sensor, Elektronik burun, Gida

Use of Electronic Nose Metal Oxide Semiconductor Sensors in Food Analysis
ABSTRACT

In recent years, demand for electronic nose systems has increased and has taken its place among the fast techniques
due to increasing interest in the studies for developing fast and economic techniques in determining the quality
properties of foods. Electronic nose systems that mimic the human olfactory mechanism have gas sensors designed
for different technologies in different types. Metal oxide semiconductor gas sensors (MOS) based on conductivity
measurement from these gas sensors has found wide usage in medicine, chemistry, agriculture, and food sector due
to its rapid response, cheapness, robustness, and portability. Food quality, shelf life, storage, microbial contamination,
degradation, adulteration, and classification are among the studies carried out by means of electronic nose
technology. The use of electronic nose metal oxide semiconductor gas sensors can be an alternative to existing food
analyses and provide an opportunity to verify their results. In this review, it is aimed to summarize electronic nose
metal oxide semiconductor sensors and especially scientific studies carried out by these sensors in food analyses.

Keywords: Metal oxide, Sensor, Electronic nose, Food
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ELEKTRONIK BURUN ve METAL OKSIT YARI
ILETKEN SENSORLER

Sensor, Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(International Union of Pure and Applied Chemistry,
IUPAC) tarafindan, “kimyasal bir bilesige karsi verilen
biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere
doénustiren cihaz” olarak tanimlanmaktadir [1].

Bircok alanda nicel ve nitel arastirmalarda kullanilan
sensorler kullaniciya blyuk avantaj saglayan elektronik
burun sisteminin temellerini atmistir. Elektronik burun
terimi 1980’li yillarda kullanilsa da bu konu ile ilgili
calismalar 1960’l yillara dayanmaktadir [2]. Ticari olarak
tiretime ise 1994’te baslanmistir. llk zamanlar basit bir
model olarak ortaya c¢ikan elektronik burun zamanla
artan ihtiyaglara ve arastirmalara bagl olarak daha
kompleks bir hal almigtir [3].

Sensor teknolojisi, elektronik, biyokimya ve yapay zeka
alanindaki gelismeler, uygulamalar igin kaynaklardan
salinan ugucu bilegenleri Olgup, karakterize edebilen
cihazlar gelismesine imkan saglamistir. Elektronik burun
(E-burun) olarak bilinen bu cihazlar, memeli koku alma
sistemini taklit ederek tasarlanmistir [4]. Elektronik
burunda bulunan kimyasal reseptdrler insan burnundaki
koku reseptorlerine, yapay sinir aglari ise koku
sogancigina denk gelmektedir. Elektronik burunun
zararl ve kotu gaz tespitinde kullaniimasinin yani sira,
operatdr yorgunlugunu ortadan kaldirarak, aroma
karigimlarinin tanimlanmasinda ve siniflandiriimasinda
tekrarlanabilir 6lgimler vermesi insan burnuna yonelik
avantajlaridir [5]. Elektronik burun sistemi, ugucu
aromatik molekdlleri kaynaktan sensoér dizi sistemine
aktaran aroma dagitim sistemi, sensOr dizisinin
bulundugu bir oda, kimyasal sinyali elektrik sinyaline
donustiren ve guglendiren elektronik transistor, elektrik
sinyalini dijital sinyale donusturen dijital donusturica,
dijital sinyali okuyan, ¢iktiyi gorintileyen bir bilgisayar
mikroiglemcisi ve referans kitapliktan olugsmaktadir [6,7].
Sensodrler molekul farkliigina gére segicilik gdsterirler.
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Sensdrde meydana gelen tepkiler iletkenlik veya akim
gibi baz fiziksel parametrelerin degisimine sebep olarak
sayisal veriler ortaya koyarlar [8].

Gaz sensorleri yanici ve toksik gazlarin tespiti yani sira,
enerji tasarrufu, gevre, endustri, tip ve gida alani olmak
Uzere birgok alanda kullanim agina sahiptir [9]. Gaz
sensorlerinin ucuz, guvenilir, portatif olmasi ve az ener;ji
tiketmesi genis kullanim alani bulmasina ve yenilikgi
calismalar ile gelistirimesine olanak saglamistir.
Yuritilen calismalar ile gerekli ylzey ve yigin
Ozelliklerine sahip daha uygun malzeme aragtirmasi
yapilarak, daha yuksek segicilige ve hassasiyete sahip
gaz sensorleri gelistiriimektedir [10].

Farkli teknolojilerde farkli amaglarla Uretilmis gaz
sensorleri bulunmaktadir. Bunlardan bazilari, metal oksit
yari iletken sensorler (MOS), katalittk yanma gaz
sensorleri, elektro kimyasal gaz sensorleri, termal
iletkenlik gaz sensorleri ve kizilétesi absorbsiyon gaz
sensorleridir [11]. Bu sensorler hassaslik, dogruluk,
maliyet, belileme hizi ve stabilite bakimindan
karsilagtirildiginda metal oksit yari iletkenlerin ¢ogu
ozellik bakimindan iyi durumda oldugu goériimektedir
[12]. Metal oksit yari iletken sensorlerin yiksek
hassasiyeti, dislk maliyeti, basitligi, Gretim esnekligi ve
modern elektronik cihazlarla uyumlu olusu bu urinlerin
kullanim alanini genigletmistir ve bu sensoérler gaz
sensor pazarinin énemli bir bolimdnu olusturmaktadir
[13].

Metal oksit yar iletken sensorlerin Gretimi belirli bir
substratin  Uzeri metal oksit yar iletken film ile
kaplanarak gercgeklestirilir [16]. Kalay oksit, ¢inko oksit,
titanyum oksit, tungsten oksit ve ikili, G¢li kombine
metaller kullanilan baslica kaplama materyalleridir.
Kaplama materyalinin hassas oldugu belirli gazlar ve bu
gazlari belileme sicakliklari vardir. Gaz sensor
uygulamalarinda kullanilan metal oksit yUzdeleri ve
belirlenen gazlar sirasi ile Sekil 1 ve 2'de verilmistir.

u Kalay oksit
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m Tungsten oksit

35% B Cinko oksit

u Zirkonyum oksit
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Sekil 1. Gaz senso6r uygulamalarinda kullanilan metal oksit ytzdeleri [10]
Figure 1. Percentages of metal oxide uses in gas sensor applications [10]
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Metal oksit gaz sensoru Uretiminde en ¢ok kullanilan
metal, kalay oksittir (SnOz). Kalay oksitin yiksek
hassasiyetli ve dusuk fiyath olusu birgok arastirma
yapllmasina olanak saglamis ve bdylece en fazla
calisilan gaz sensoér materyali olmustur [10]. Kalay,
kalay oksit (SnO2) ve kalay dioksit (SnO) olusumlari
seklinde kullanilmaktadir. Materyalin cinsine, sicakhga
ve cevrelenen gaza goére tespit limiti degismektedir.
Cogu gaz ppb ve ppm seviyelerinde
belirlenebilmektedir. Kalay oksitin farkh gazlara olan
ilgisi ve belirleme sicaklk arahgi Hz (25-650°C), C2HsOH
(25-500°C), CO (131-570°C), NO« (131-525°C), CH4
(200-320°C), SOz (200-500°C), H=S (300-450°C), ve
CO: igin (450-500°C) seklinde siralanabilir [10].

1%

6.8%

Sensdrlerin gaz algillama 6zellikleri kadmiyum (Cd),
bizmut oksit (Bi2Os) gibi asil metal veya metal oksit
ilavesi ile degistirilebilmektedir. ilave edilen maddeler
sayesinde diger gazlara olan segicilik azaltilarak hedef
gaza olan hassasiyet artirilabilir ve calisma sicakhgi
disurdlebilir [14]. Paladyum ve platin gibi katalitik
metalikler kalay oksit sensorlerin segcicilik ve tepkisini
artirmak icin siklikla kullaniimaktadir [15]. Metallerin
birbiri Gzerinde sinerjist etkisi olmasindan dolayi metal
kompozisyonlari en ¢ok kullanilan ikinci  sinifi
olusturmaktadir. Kalay oksitin 5 ppm etanole duyarlihgi
%30’larda iken indiyum oksit ile kompozisyonunda bu
oran %60 civarinda bulunmustur [16].
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16%

Sekil 2. Metal oksit sensorler kullanilarak belirlenen gaz yizdeleri
Figure 2. Gas percentages determined by using metal oxide sensors

Sekil 2 incelendiginde, gaz sensori karbon monoksit,
azot oksit ve tlrevleri gibi kirletici gazlarin tespitinde
yuksek oranda kullanilirken, nitrit (NO), nitrit dioksit
(NO2), karbon monoksit (CO), karbon dioksit (CO>),
hidrojen sulfir (H2S), kikurt dioksit (S20), 0zon(Os),
amonyak (NHs), metan (CHi) ve propan (CsHs) gaz
sensorleri ile belirlenen gazlar arasindadir [10].

Metal oksit dedektorler ile gazlarin yaninda kalay oksit
(SnO2) filmi kullanilarak farkli hidrokarbonlarin ayriminin
gerceklestirildigi calismalar da mevcuttur. Metal oksit
yari iletken sensor kullanilarak metil, etil, izopropil ve
batil alkol tayini de gergeklestiriimektedir. Kalay oksidin,
metanol, etanol, bitanol ve asetona tepki verdigi
belirlenmigtir [17]. Ugucu bilesenler eser miktarda
bulundugu icin MOS ile belirlenmesi ylksek oranda
bulunan bilegenlere goére nispeten daha zordur [18].

Sicakhk, metal oksit gaz sensoérlerinin  galismasini
etkileyen onemli bir faktérdir. Metal oksit yari iletken
gaz sensorleri dusuk ve yuksek sicaklikta cgalisma
mekanizmasina goére iki sinifa ayrilmaktadir. Dusuk
sicakliklarda (<100°C), su molekillerinin disik buhar
basinci oksidatif kimyasal reaksiyonlari inhibe ettigi igin
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oksit ylzeyindeki reaksiyon yavaslamaktadir [19]. Kalay
oksit (SnO2) ve c¢inko oksit (ZnO) dusuk sicaklikta
(400°C-600°C) caligirken, titanyum dioksit (TiO2),
seryum dioksit (CeO2) ve niyobyum pentoksit (Nb2Os)
yuksek sicaklikta (>700°C) ¢alisan metal oksitlerdir [20].
Sicaklik degisimine gore gaz tepkisi incelendiginde, belli
bir sicakhga kadar artarak maksimuma ulastigi ve
sicaklik artigi devam etmesi durumunda tekrar azaldigi
belirlenmistir [21].

Elektriksel direng yanitlarina gére metal oksit yari iletken
sensorler n-tipi ve p-tipi olmak Uzere temelde iki farkl
gruba ayrilir [22]. N-tipi metal oksit yar iletkenler en
yaygin kullanilan sensoérlerdir. Prensip olarak, gaz tipine
gore, n-tipi ve p-tipi sensorlerde farkli cevaplar meydana
gelmektedir. Hidrojen, karbon monoksit ve etanol gibi
indirgeyici gazlar n-tipi sensoérlerde (SnO2) rezistansta
digsUse sebep olurken, p-tipi sensérlerde (Cu20) artisa
sebep olurlar. Oksijen ve kukurt dioksit gibi okside edici
gazlar ise indirgeyicilerin aksine n-tipinde artisa, p-
tipinde azalisa sebep olarak metal oksitlerin ylzeyine
baglanirlar [23]. Sensor tiplerinin ilgili gaza olan direng
degisimi Tablo 1'de 6zetlenmisgtir.
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Tablo 1. Gaz tipine gore sensorlerdeki direng degisimi
Table 1. Changes in resistance of sensors according to gas type

Gaz turt

N-tip yari iletken senso6r
(ZnO, SnO2, TiO2, WO3, In2053)

P-tip yari iletken sensor
(Cu20, C0304, Cr203, Mnz04, NiO)

indirgeyici gaz

(Hz, CO, CHg4, etanol, aseton)
Okside edici gaz

(O2, O3, NOy, SO2)

Azalir

Artar

Artar

Azalir

Metal oksit gaz sensorleri serigrafi ve spin kaplama gibi
cesitli baskilama yontemleri kullanilarak ince film ve
kalin film olarak iki sekilde iretilmektedir. ince filmlerde
film kahnhgi 6-1,000 nm iken, kalin filmlerde 10-300 um
araligindadir [3]. Gaz sensorlerinin hassasligi kullanilan
filmin kalinhgina, sensérin c¢alisma sicakhigina ve
tanelerin iriligine goére degismektedir. ince filmlerin
hassasiyeti daha yuksektir ve tanima islemini daha kisa
surede gercgeklestirirler [10]. Tane boyutunun degismesi
sensorin hassasiyetini 6nemli dlgude etkilemektedir.
Kiglk taneler sensor segiciligini artirmakta, fakat gok
kiiglk taneli yapida, yapisal olarak deformasyonlar

meydana geleceginden dolayr sensoérin raf omru
etkilenmektedir [24].
Metal oksit sensdr, vyari iletken parcaciklarin

yuzeylerindeki kimyasal maddeyi taniyan reseptor ve
yari iletken ylzey Uzerindeki kimyasal sinyali algilayan,
iletken malzemenin mikro yapisi boyunca ileten
donulsturtct olmak Uzere iki fonksiyondan olugmaktadir
[10]. Sensorlerin galisma mekanizmasi incelendiginde
sensorin tepki vermesinin temelinde yatan etkenin
sensor direncindeki degisim oldugu goériimektedir.
Olgiim esnasinda, ugucu molekiiller, yari iletkenin
ylzeyine tutunarak, oksijen turleri ile etkilesime girer ve
sensor direncinde degisim meydana getirirler [25]. Bu
asamada blyikligu hedef gazin konsantrasyonuna
bagli olan bir sensor sinyali olugsmaktadir. Olusan
sensor sinyali sinyal igsleme ve desen tanima biriminde
islenerek materyal siniflandirilmasi gergeklestirilir [26].

Son yillardaki pratik sensér uygulamalari analitik
uygulamalar ile karsilastinildiginda sensérlerin daha
kigluk boyutlu, uygun fiyath ve yiksek oranda
hassasiyete sahip alternatif 6lgiim olanagi sundugu
gorulmektedir.

GIDA ANALIZLERINDE KULLANIMI

Teknolojinin gelismesi ile tuketicilerin saglikli ve gtvenilir
gidaya olan talebi artmaktadir. Tlketici talebi ile Gretim
hizlanmakta ve gerekli gida kontrollerinin sisteme ayak
uydurabilmesi icin daha hizh bir sekilde
gerceklestiriimesi gerekmektedir. Gidanin bunyesinde
bulunan birgok ugucu bilesenden dolayi analiz iglemleri
uzun zaman almaktadir. Gida kalitesinin izlenmesinde
pH, renk ve spektrofotometrik (FTIR, NIR, UV-Vis)
yontemler kullanilirken ugucu bilesen analizlerinde gaz
kromatografisi (GC, GC-MS) kullaniimaktadir [27]. Bu
analiz yoéntemleri gida bilesenlerinin detayr hakkinda
bilgi verip, yeni formilasyonlarin gelistiriimesi igin dnemli
bir yere sahipken, ¢cok zaman almasi ve pahali olmasi
dezavantajlaridir. Uzun suren analiz yontemlerinin bazi
gida hatlarinda g6z ardi edilmesi Uriin kalitesini 6nemli
Olcliide etkilemektedir. Bu nedenle hassasiyeti ylksek,
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maliyeti dislUk ve kisa surede gercgeklestiriliecek yeni
gida kontrol analiz yontemlerinin karakterize edilmesi
gerekmektedir. Elektronik burun gida sektériinde bu
acigl kapatabilecek hizli analiz yodntemlerinden bir
tanesidir [28]. Elektronik burun ¢odu gidada tespit ve
siniflandirma amaci ile kullanilmistir.

Sensor dizisinden elde edilen sonuglar karmasik bir veri
kimesi sunmaktadir. Materyaller arasindaki fark ¢ok
kiclk olabileceginden sensér yanitindaki analitik
sinyaller de birbirine ¢ok yakin olabilmektedir. Bu
nedenle elde edilen sinyallerin dogru bir sekilde iglenip
yorumlanabilmesi igin veri analizi gerekmektedir [29].
Veri analizi verileri siniflandirarak veri kiimesindeki
benzerlik ve farkliliklarin daha iyi ayirt edilmesine olanak
saglamaktadir. Principal Component Analysis (PCA),
Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector
Machines (SVM), Artificial Neural Networks (ANN),
Cluster Analysis (CA), Discriminant Partial Least-
Squares Regression (DPLSR), Partial Least Squares
Analysis (PLS), Partial Least Squares-Linear
Discriminant Analysis (PLS-LDA), Discriminant Factor
Analysis (DFA), The Back Propagation Neural Network
(BPNN), Generalized Regression Neural Network
(GRNN), Canonical Discriminant Analysis (CDA), Back-
Propagation Artificial Neural Network (BP-ANN), Fisher
Linear Discriminant Analysis (FLDA), Multilayer
Perceptron  Neural Networks Analysis (MLPN),
Quadratic Discriminant Analysis (QDA), Hierarchical
Clustering Analysis (HCA), Canonical Discriminant
Analysis (CANDISC) ve Discriminant Analysis and
Classification (DISCRIM) kullanilan baslica veri isleme
analiz yontemleridir [30].

Siit ve Siit Uriinleri Teknolojisi

Elektronik burun metal oksit sensorleri sit ve st
Urtnlerinde kalite belirleme, mikrobiyal yuk, kétu koku,
olgunlasma, raf omrl, mastitis, UHT ve pastorize st
ayrimi, tereyagr ayrnimi  ve farkli  peynirlerin
siniflandiriimasinda kullanilmistir. Yuritilen galismalar
Tablo 2’de verilmigtir.

Ketozisli ineklerin teshisinde metan, dimetil sdlfur,
blitan-2-1 ve propanon (aseton) gazlarn referans
alinmigtir. Hastallk teshisinde daha maliyetli olan

Fourier Dontsumli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ve
Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrometresi (GC-MS)
kimyasal yontemleri kullanilabilmektedir. Hastalik siit ve
kanin laboratuvar testleri sonucunda da
belirlenebilmektedir fakat sensdre dayali yonteme gore,
daha fazla zaman gerekmekte, islem kismi zor ve
hayvana bizzat miidahale oldudu igin otomatik olarak
uygulanmasi sinirhidir [31].
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Tablo 2. Siit ve st Urlinlerinde metal oksit yari iletken gaz sensorlerin kullanimi
Table 2. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in milk and dairy products

Materyal Amag Sensor adedi Veri isleme Referans
inek nefesi Ketozisli inekleri ayirma 6 PCA, CA [31]
Sat Kalite belirlenmesi 4 PCA [32]
Sat Raf émri 18 PCA [33]
Sat Mastitis ayrimi 12 DPLSR, ANN [34]
Sat UHT-Pastorize ayrimi 4 PCA [35]
St Ransidite seviyesi 5 PCA [36]
Sit UHT ayirma 10 PCA, LDA [37]
St Ayirma 7 PCA, SVM [38]
Sat-Yogurt  Ayirma - CA [39]
Siit Ayirma 18 PCA [40]
Tereyagi Ayirma 10 PLS-LDA [41]
Sat Ayirma 6 DFA [42]
Peynir Olgunluk 12 PCA [43]
Peynir Siniflandirma 8 PCA [44]
Peynir Siniflandirma 6 ANN [45]
Peynir Ayirma 6 CA [46]
Sutln raf émrinin arastirildigr galismada sit 6rnekleri Site uygulanan farkh  sicakhk  uygulamalarinin

oda sicakligi ve 5°C’de depolanmis ve elektronik burnun
mikrobiyal artis ile paralel sekilde sutte ki bozulmayi
belirleyebildigi ifade edilmistir [33]. Yirutilen diger bir
calismada mastitisli suttn teshisinde karbondioksit gaz
sensord ile kombin edilmig elektronik burun sistemi
kullanilmistir.  Calismada elektronik burnun ayrim
mekanizmasinin anlasilabilmesi igin GC-MS ile var olan
ugucu bilesenler tespit edilmistir. Mastitis ile sut
igeriginin ve canli sayisinin énemli oranda degismesi
elektronik burnun da algilayabildigi olasi kimyasallarda
degisiklige sebep oldugu, bdylece hizli sekilde saglkli
ve mastitisli sttln ayrilabilecegi yorumlanmistir [34].

ayriminda elektronik burun kullanimi diger bir alandir.
Site uygulanan sicaklik derecesi ve slresine bagl
olarak sutin aromasi ve kokusu degismektedir, bu
degisiklikler baz alinarak ayrimlar basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir [38,40].

Et Teknolojisi

Et sektoriinde de elektronik burun kullanimi glvenilir ve
yaygin bir analiz yontemidir. Son 20 yilda elektronik
burun ile et tGzerine yapilan galismalar artis gostermistir
ve daha ¢ok tazelik, siniflandiriima, mikrobiyoloji, kalite
ve lezzet galismalari gergeklestiriimistir. Gergeklestirilen
calismalar Tablo 3'te verilmigtir.

Tablo 3. Et ve et Urlnlerinde metal oksit yari iletken gaz sensorlerin kullanimi
Table 3. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in meat and meat products

Materyal Amag Sensor adedi Veri isleme Referans
Balik Tazelik 4 PCA, SVM, PLS [47]
Ahtapot Formaldehit tespiti 6 DFA [48]
Domuz eti Tazelik - LDA [49]
Sigir eti Tazelik 12 BPNN, GRNN [50]
Domuz eti Bakteriyel yuk 18 PLS-SVM [51]
Domuz eti Hile 10 CDA, BDA [52]
Domuz eti Tazelik 11 BPNN [53]
Tavuk eti Bakteriyel yuk 8 PCA, BPNN [54]
Kuru domuz eti Okratoksin tespiti 12 DFA [55]
Sigir eti 10 RMLA [56]
Koyun eti/Ordek eti ~ Tagsis 10 MLPN, FLDA, PLS, LDA [57]
Domuz kaburgasi Aroma, E-burun etkinligi 10 PCA [58]
Sigir eti, tavuk eti Tazelik 4 PCA, SVM, PLS [59]
Balik Ucucu bilesen / kurutma yéntemi 10 CA [60]

Et sektorinde elektronik burun genellikle etlerin
tazeliginin belirlenmesinde kullaniimistir (Tablo 3). Bu
c¢alismalarda balik, domuz ve sigir eti gibi farkh et
kaynaklari kullanilmigtir. Hizli mikrobiyal artis ve lipit
oksidasyonu sonucu etin tadi ve aromasi degismektedir.
Yuritilen galismalar ile bozulmayla paralel sekilde
elektronik bir ayrim yapilabildigi ifade edilmektedir. Altin
pompano filetosuna farkli kurutma iglemleri uygulanarak
etkileri elektronik burun ve elektronik dil ile kombine
edilen eszamanl damitma ekstraksiyonu ve GC-MS ile
irdelenmistir. Kurutulmus filetolara 86 adet ucgucu
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bilesen oldugu ve elektronik cihazlarin bu bilesenleri
ayirt edebildigi sonucu cikarilmistir [60]. Arastirmalar
genel olarak incelendiginde et tazelik, siniflandiriima,
mikrobiyoloji, kalite ve lezzet analizlerinde elektronik
burun ve elektronik dil kullanimi ve GC-MS gibi nispeten
zahmetli fakat guivenli bir teknikle alinan bu sonuglarin
dogrulanmasi ile basarili sonuglar alindigi saptanmistir.
Ancak, calismalarda dezavantaj olarak ortam sicakhgi
ve nemi gibi dis faktdrlerin sensér hassasiyetini azalttig
ve tekrarlanabilirligi digtrdigi bildirilmistir. Eger sensor
hassasiyetini azaltan dig faktoérler kontrol altinda
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tutulabilirse, 0Ozellikle hizli bir teknik olan elektronik
burnun et sektériinde pratik ve guvenli bir yéntem olarak
kullanilabilecegi gorilmektedir.

Bitkisel Yag Teknolojisi

Bitkisel yag kalitesi meyvenin durumu, yetisme kosullari,
hasat zamani, depolanmasi, ekstraksiyon kosullari ve
islenmesi ile yakindan iligkilidir. Yag bilesiminde
aromadan sorumlu birgok ugucu bilesen bulunmaktadir.
Yagdin aroma tayini duyusal analiz ve gaz kromatografisi
ile gergeklestirilebilirken 1990’larda alternatif ve hizli bir
yontem olan elektronik burun tayin metotlarina dahil

olmustur. Elektronik burun kullanilarak yagda aroma,
tagsis, kalite, oksidasyon ve siniflandirma galigmalari
gerceklestirilmistir ve bu ¢alismalar Tablo 4'te verilmistir.

Kemometrik teknikler gida alaninda ve analitik kimyada
gittikce yaygin kullanim alani bulmaktadir. Gidalarin
tazeligi, kalitesi, orijini, siniflandirilmasi, hilelerin
belirlenmesi ve aromasinin belirlenmesi bu
uygulamalardan bazilaridir. Elektronik burnun yag
teknolojisi Uzerine yuratilen calismalar incelendiginde
c¢ogunlukla hile, oksidasyon ile cografi orijin analizleri
g6ze garpmaktadir (Tablo 4).

Tablo 4. Bitkisel yaglarda metal oksit yari iletken gaz sensorlerin kullanimi
Table 4. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in vegetable oil

Materyal Amag Sensor adedi Veri isleme Referans
Zeytinyagdi Oksidasyon 6 LDA [61]
Zeytinyagdi Oksidasyon 22 LDA [62]
Zeytinyagi Oksidasyon 22 PCA [63]
Kolza Oksidasyon 6 PCA, PLS [64]
Coklu bitkisel yag Oksidasyon 10 PCA, LDA, CA [65]
Aycicek Oksidasyon 18 PCA [66]
Aycicek Oksidasyon 18 PCA [67]
Zeytinyagdi Orijin 22 PCA, CP-ANN [68]
Zeytinyagdi Orijin/Siniflandirma 15 PCA [69]
Susam yagi Siniflandirma 6 PCA [70]
Zeytinyagdi Orijin 25 PCA, CA, SVM [71]
Zeytinyagdi Orijin 6 PCA, LDA [72]
Zeytinyag! Hile 12 LDA, QDA, ANN [73]
Zeytinyadi/Findik yagi Hile 6 PCA [74]
Kanola Yagi/Aygicek yagi Hile 6 PCA, PLS [75]
Argan yagi Hile 25 PCA, DFA, SVM [76]
Kamelya tohum yagi/Susam yagi/Misir yagi Hile 10 PCA, LDA, ANN [77]
Zeytinyagdi Kusur 6 LDA, ANN [78]
Hindistan cevizi yagi Ransidite 8 PCA [79]
Zeytinyaglarinda oksidasyonun belirlendigi galismada, farkli algoritmalardan farkh ylzdesel sonuglar elde
taze ve olgunlastirimistir sizma zeytinyag farkli edilebilecedi hatta kimi materyalde sonug¢ alinirken
depolama sartlari ve periyotlarinda tutularak elektronik kimisinde ayrim yapilamadigi bildirilmistir. Ornegin
burun ve elektronik dil ile analiz edilmis ve linear yapay sinir aglarn ile yorumlanan bir c¢alismada
discriminant analysis (LDA) ile siniflandirma yapilmistir. elektronik burnun susam yaginda hileyi belirlerken
Klasik yontemler ve elektronik dil sonuclari LDA ile agik kamelya tohumu yagindaki hile yuzdesini

bir sekilde yorumlanamaz iken elektronik burun galisma
sonuglarinin  net bir sekilde yorumlanabildigi ve
oksidasyon derecesini ayirabildigi, ayni zamanda klasik
ydntemlere gore daha hizl, kolay ve ekonomik sonug¢
verdigi ifade edilmigtir [62].

Zeytinyaglarinin cografi orijini Uzerine yapilan diger
calismalarda ise farkli merkezlerden hammaddeler
temin edilen zeytinyaglarinin elektronik dil ve elektronik
burun kombin edilerek dlgtimleri alinmistir ve basarili bir
ayrim gercgeklestirilmigtir. Ancak, daha saglikh glvenilir
sonuglar alinabilmesi icin caligmalar esnasinda yagin
koku ve aromasini etkileyen dis faktorler ve ortam
sartlari gibi parametrelerin sabit tutulmasi gerekmektedir
[71, 72].

Yaglarda yapilan hilelerin tespiti igin elektronik burun
kullanimi ise diger bir uygulamadir. Bu arastirmalarda
elektronik urun sinyallerinin her yagda farkli oldugu
boylece yaga ilave edilen farkli yaglarin sinyallerde
degisime sebep olarak tespit olanagi sundugu
belirlenmistir [77]. Ayni zamanda, yapilan g¢alismalarda
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belirleyemedidi bulunmustur. Yagd hile analizlerinde,
elektronik burnun guvenilir bir sekilde kullanilabilmesi
icin daha fazla algoritma cgalismasi yapilmal ve hile
analizleri icin yaglara goére dogru algoritmalarin
secilmesi gerekmektedir.

Diger bir calismada elektronik burun yagdaki kot,
camurlu, kufll, ransit ve sarapsi kusurlari belirlemede

kullanilmis  ve  E-burnun  yani sira  duyusal
degerlendirmelerde gerceklestirilmistir. Elektronik
burnun vyaglarda bu yaygin defektleri 6znellikten

kaginarak basarili bir sekilde belirleyebildigi ve ilerisi igin
E-burun ile kombineli panelistlerin kullanilabilecegi
bdylece degerlendirmelerde insan etkisinin minimum
seviyeye duslrulerek dogrulanmig bir analiz sonucunun
elde edilebilecegi ifade edilmistir [78].

Tahil ve Unlu Mamuller Teknolojisi
Un ve mamulleri toplumun c¢ogu tarafindan tuketilen

temel besin 6gesidir ve bozulmaya oldukga elverislidir,
bu sebeple tahillarin siniflandiriimasi, depolanmasi,
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mikrobiyolojik kalitesi ve ekmege islenmesi hem Uretici yontem olarak yerini almistir ve bu amaclar
hem tilketici agisindan 6nem arz etmektedir. Tahil dogrultusunda  yiritlilen g¢alismalar Tablo 5'te
analizlerinde elektronik burun hizli cevap veren yeni bir derlenmistir.
Tablo 5. Unlu mamul ve tahillarda metal oksit yari iletken gaz sensorlerin kullanimi
Table 5. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in bakery products and cereals
Materyal Amag Sensor adedi Veri isleme Referans
Ekmek Ayirma 10 HCA [80]
Ekmek Ayirma 12 CANDISC, DISCRIM [81]
Biskuvi Ayirma 10 PCA [82]
Bebek tahil Grinleri Ayirma 16 PCA, SQC [83]
Biskdivi Pisirme Derecesi 10 PCA [84]
Ekmek Pisirme Derecesi 4 PCA [85]
Bugday unu Aroma - PCA [86]
Bugday Depolama 15 PCA, MLP [87]
Bugday Maya incelemesi 6 PCA [88]
Celtik-Misir Mikroorganizma belirleme 8 PCA [89]
Makarnalik bugday Mikotoksin belirleme 12 - [90]
Misir Mikotoksin belirleme 6 PCA, PLS [91]
Misir Mikotoksin belirleme 10 PCA [92]
Makarnalik bugday Mikotoksin belirleme 12 DFA [93]
Yulaf ezmesi Lipit oksidasyonu - PCA, SIMCA [94]
Piring Zararli incelemesi 10 PCA, LDA, PNN, BPNN [95]
Kakao cekirdegi Kalite 6 PCA, BPNN [96]
Piring Kontaminasyon 10 PCA, SVM, k-NN, BPNN [97]

Tablo 5 degerlendirildigi zaman, elektronik burnun
genellikle ekmegin siniflandirimasina, aromasina ve
diger tahillarin farkh analizlerine yonelik galismalarda
kullanildigr  gériimektedir. Ekmekte duyusal Kkalite
cogunlukla tanimlayici testler, tiketici testleri ve kutle
spektrometrisi ile belirlenmektedir. Yapilan calismalar
enstrimental analiz teknikleri gibi pahali ve fazla zaman
gerektiren testler yerine ekmek teknolojisinde de daha
hizli, ucuz ve tahribatsiz olan elektronik burnun,
goruntileme teknikleri ve doku analiz yontemleri ile
basaril bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

Bisklvinin pisirme derecesinin belirlenmesi Uzerine
yapilan bir diger galismada ise farkl surelerde pisirme
islemi uygulanmig biskuviler E-burun ile ¢ig, az pismis,
iyi pismis ve fazla pismis olarak basarili bir sekilde
ayrilabilmis ve bu ayrimlarin geleneksel fiziko-kimyasal
pisirme indeksleri ile benzer oldugu ve tamamlandigi
rapor edilmigtir [84].

Tahil depolanmasina yonelik ¢calismalarin ilkinde, %16
ve %20 baslangic nem iceriklerine sahip bugdaylar 20
hafta boyunca depolanarak elektronik burun ile
mikotoksin icerigi ve kalite parametreleri degisimi
degerlendirilmigtir. Calismada 12 farklh MOS kullaniimis
ve Qunun iki farki neme sahip bugdaylardaki kokulari

%20 oraninda ayirabildigi tespit edilmistir. Ayni
zamanda, sensOr cevaplari klasik bir Olgim ile
dogrulanarak sensorlerden alinan sinyallerin ise

okratoksin ve sitrinin olusumu ile de iliskili oldugu
bildirilmistir [90].

Bir diger muhafaza cgalismasinda ise misir tanelerinde
fumonisin belirlenmeye calisiimistir. Calisma sonucunda
elektronik burunun esik degerine gore fumasin miktarini
tahmin edebildigi ve hizli bir sekilde sonu¢ alinabildigi
boylelikle E-burun uygulamasinin mikotoksin belirleme
icin kullanilabilecegi ifade edilmigstir [92].
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Tahillardaki oksidasyonun belirlenmesi Uzerine yulaf
ezmesinde de ile calisma vyuriatilmds ve E-burun
kullanilmistir.  Antioksidan icerikli filmin oksidasyon
Uzerine etkisi arastirlarak kemometrik Olgimler ile
basarili bir sekilde oksidasyon 6lgimu gergeklestiriimistir
[94].

Geligmekte olan ve gelismis Ulkeler de toplumun
¢ogunun tahil agirlikh beslendigi g6z éniine alinirsa tahil
ve UrUnlerinin  kalitesinin  degerlendiriimesi  ve
glvenliginin saglanmasi son derece énem arz eden bir
konudur. Bu sebeple gidalarin analizinde hizli ve
ekonomik ydntemlerin gin gectikce 6nemi artmaktadir
ve yapilan caligmalar Ozellikle tahil ve unlu mamuller
teknolojisinde elektronik burnun diger ydntemlere
alternatif olarak kalite, siniflandirma, oksidasyon ve
mikotoksin analizlerinde kullanilabilecegini
gOstermektedir.

Meyve-Sebze Teknolojisi

Meyve sebzenin aromasi, tazeligi ve olgunlugu tiketici
tercihlerini  6nemli derecede etkilemektedir ve bu
konularda meyve sebze alaninda gerceklestirilen
calismalar Tablo 6’da verilmistir. Elektronik burun meyve
sebzelerin aroma, tazelik, olgunluk gibi kalite
parametrelerinin dederlendiriimesinde klasik, uzun siiren
ve maliyetli ydntemlere hizli, uygun fiyatl ve portatif bir
alternatif tayin yontemi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Tablo
6). Ozellikle bu yéntem uygulamada en ¢ok meyve ve
sebzelerin olgunluk degerinin belirlenmesinde ve hasat
zamaninin tespitinde  kullanilmistir.  Elma, kayisi,
bogurtlen, muz, cilek, seftali, mango ve domates gibi
¢ogu meyve sebzede olgunluk calismasi
gerceklestirilmigtir. Meyve tohumdan olgun duruma
gelene kadar olgun olamayan, yari olgun ve olgun
olmak Uzere Ug¢ evrede degisime ugramakta ve bu
evrelerin her birinde gaz salinimi olmaktadir. E-burun
kullanilarak bu gazlarin oélcimuiyle tarim sektorinde
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Ozellikle lojistik suresini etkileyip, maddi kayiplara
sebebiyet verebilen olgunluk seviyesi ve dogru hasat

zamani belirlenebilmektedir (Tablo 6).

Tablo 6. Meyve sebzelerde metal oksit yari iletken gaz sensorlerin kullanimi
Table 6. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in fruits and vegetables

Materyal Amag Sensor adedi Veri isleme Referans
Gala elma Kalite, raf dmri 18 SAS, PROC, CANDISC [98]
Elma Olgunluk 12 PCA [99]
Elma Olgunluk 21 PCA [100]
Elma Olgunluk 23 PCA [101]
Elma Depolama 8 PCA [102]
Elma Siniflandirma 18 PCA, DFA, sSQC [103]
Elma Olgunluk 18 PCA, DFA [104]
Kayisi Aroma/Olgunluk 6 PCA [105]
Kayisi Cesit/Siniflandirma 10 ANN [106]
Kayisi Ayirma 18 PCA, FDA [107]
Bergamot Ugucu yag 12 DFA [108]
Bogurtlen Olgunluk 10 PCA [109]
Salatalik Tipe gére aroma 18 PCA [110]
Hurma Ayirma 18 PCA [111]
Findik Ayirma 16 PCA, CA [112]
Mandalina Depolama 10 PCA, CA, LDA [113]
Mango Ugucu bilesen 18 DFA [114]
Mango Olgunluk 18 DFA, LSD [115]
Kirmizi sodan Aroma 12 DFA [116]
Armut Kalite 8 MLR, PLS, PCR [117]
Seftali Raf 6mri/Olgunluk 10 LDA, PCA, CART [118]
Nektarin Kalite 6 PCA, MLR [119]
Seftali Olgunluk/Kalite 10 PCA [120]
Seftali Olgunluk 18 DFA [121]
Karabiber Kalite 6 PCA [122]
Ananas Raf omri 10 PCA [123]
Cilek Olgunluk 18 PCA [124]
Cilek Ayirmal/iglem farki 10 LDA, PLSR, RF, SVM [125]
Domates fidesi Mekanik Bozulma Etkisi 10 PCA, LDA, BPNN, SVM [126]
Domates Depolama/Raf émri 10 PCA, LDA [127]
Domates Olgunluk/Raf émrt 10 PCA, LDA, PLS [128]
Muz Kalite 6 MLR, PLS, SVR [129]
Seftali Tazelik 8 PCA, SR [130]
Seftali Tazelik/Bozulma 18 SVM, PLSR, MFRG [131]
Seftali Kontaminasyon 10 PCA, PLSR [132]
Seftali Biyime 13 PCA, LDA [133]
Seker kamigi Aroma 10 PCA, LDA [134]
Muz Hasat/Aroma 18 PCA, LDA [135]
Uziim Okratoksin 10 PLS-DA, PLSR [136]
Biber Tazelik 14 PCA, HCA [137]
Brokoli Tazelik 14 PCA, HCA, CDA [138]
Zeytin Kalite 10 PCA, LDA, PLS-DA, MLP [139]
Uziimdeki  okratoksin  olusumu (izerine yiiriitilen brokoli 6rnekleri farkli glinlerde depolanmis, sulfirli

c¢alismada GC-MS ile E-burun sonuglari kismi en kiiglik
kareler-ayirt edici analiz (PLS-DA) ile degerlendirilmigtir
ve bu analize gére GC-MS sonuglarinda dusik ve orta
seviyede bir ayrim vyapilabilirken E-burunda butin
seviyelerde ayrim gozlemlendigi ifade edilmistir [136].

Diger caligmalarda ise meyve ve sebzelerin tazelik
analizlerinde elektronik burun kullanim olanaklari
arastinlmigtir.  Biber o6rneginde tazelik belirlemeye
yonelik yapilan c¢alismada biberler 0 ile 9 gin arasi
depolanarak fiziko-kimyasal analizler ve E-burun
sonuglar kargilastinlmigtir. E-burunun, taze (0, 1, 3 ve
5. Giunler) ve bozulmus (7. ve 9. Gunler) biberlerde
tazeligi fizikokimyasal analizler kadar basarili bir sekilde
ayirabildigi ifade edilmigtir [137]. Bir diger tazelik
belilemeye yonelik c¢alismada ise, taze dilimlenmis

bilesikleri belilemeye yonelik E-burun ile GC-MS
sonuglari karsilastirilmistir. Brokolide depolama suresi
arttikga dimetil disilfid arttigi, depolanan brokolilerin orta
taze ve bozulmus olarak E-burun ile basarili bir sekilde
siniflandirilabilecegi tespit edilmistir [138].

Arastirma sonuglari  degerlendirildiginde; E-burnun
hasattan meyve ve sebzelerin kalitesine kadar ¢ogu
alanda kullanilabilecegini, meyve ve sebze teknolojisi
alaninda o6nemli bir yer buldugunu gdstermektedir.
Bunda en blylk etken ise suUphesiz ekonomik, hizli
sonu¢ veriyor ve analiz esnasinda materyale fiziksel
zarar vermiyor olmasidir.
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Cay Teknolojisi

Cayin dinya capinda Ozellikle de Tirkiye’de en gok
tercih edilen icecekler arasinda yer almasi tuketicilerin
yani sira arastirmacilari da ¢ay analizlerinde hizl analiz

yontemleri gelistiriimesine yoénlendirmistir. Elektronik
burun sensorleri bu hizli tayin yéntemlerden birisidir ve
gayda aroma belirleme, fermantasyon sire tahmini,
kalite, raf Omri, depolama ve siniflandirma
calismalarinda detayl olarak kullaniimigtir (Tablo 7).

Tablo 7. Cay analizlerinde metal oksit yari iletken gaz sensorlerin kullanimi
Table 7. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in tea analysis

Materyal Amag Sensor Veri isleme Referans
adedi
Siyah Cay Aroma ayrimi 4 PCA, FCM, SOM, MLP, [140]
LVQ, RBF, PNN
Siyah cay Karakterizasyon ve siniflandirma 4 PCA, MLP, RBF, LVQ [141]
Yesil cay Siniflandirma 10 BP-MLP, PCA, LDA [142]
Siyah cay Fermantasyon suresinin tahmini 8 MDM [143]
Siyah cay Ugucu bilesen, fermantasyon siresinin tahmini 8 PCA, SVD [144]
Siyah ¢ay Fermantasyonda koku tahmini 8 SOM, TDNN [145]
Yesil cay Siniflandirma 10 PCA, LDA [146]
Siyah gay Cay kalitesi Uzerine sensor segimi 8 PCA, BP—MLP, PNN, RBF [147]
Siyah cay E-burun performansi 8 BP-MLP, PNN [148]
Siyah gay Kalite 5 RBF [149]
Siyah gay Kalite 5 Fuzzy Logic [150]
Yesil cay Depolama 10 PCA, LDA, BP-MLP [151]
Yesil cay Ayirma, aroma 10 PCA, CA [152]
Yesil cay Kalite 10 PCA, LDA, BP-MLP [153]
Sri Lanka siyah gay E-burun performansi 10 PCA, LDA, PLS, SOM [154]
Siyah cay Optimizasyon 10 CA [155]
Yesil cay Ayirma 8 PCA, k-NN, ANN, SVM [156]
Siyah cay Optimizasyon 10 SITO, PCA, SVM [157]
Yesil ve siyah gay Optimizasyon 18 PLS [158]
Yesil cay Depolama, kalite 6 PCA, LDA [159]
Farkl cay karigimi Siniflandirma 10 PCA [160]
Siyah gay Siniflandirma 8 SVM, LDA, k-NN [161]
Oolong gay 18 SD [162]
Longjing gayi Kalite 10 PCA, SVM, k-NN, MLR [163]
Siyah gay Siniflandirma 5 k-NN, PCA, PLS-DA [164]
Longjing gayi Kalite 10 PLSR, SVM, RF [165]
Yesil cay Aroma 15 CA [166]
Cay uretimi hasat, soldurma, kivirma ve fermantasyona kimyasal ve enstrimental (GC-MS) analizler ile

kadar farkli asamalar icermektedir. Fermantasyon
asamasl, cay kalite siniflandirimasinda gay kalitesini
etkileyen en 6nemli asama olarak degerlendiriimektedir.
Cay kalitesi panelistler tarafindan organoleptik olarak
gerceklestirilebilirken, elektronik burunda bu alanda

yerini almis bulunmaktadir. Cayin fermantasyonu,
depolama, ekolojik yetisme ve hasat zamanin
degerlendiriimesine yonelik yapilan E-burun

calismalarinda, cayin koku, tat ve aromasini etkileyen
bazi kimyasal bilesenlerin E-burun ile hizli ve ekonomik
olarak tespit edilebilecedi ve sonuglarin diger duyusal,

karsilagtirildiginda basarili ve givenilir bir sekilde cay
depolama ile kalite siniflandiriimasinda kullanilabilecegi
rapor edilmistir (Tablo 7).

Kahve Teknolojisi

Elektronik burun sistemleri kahve sektdriinde de aroma
ayrimi, siniflandirma, kavrulma derecesi ve hilelerin
belirlenmesi amaci ile yogun olarak kullaniimaktadir.
Yduruttlen ¢galismalar Tablo 8'de verilmistir.

Tablo 8. Kahvede metal oksit yari iletken gaz sensérlerin kullanimi
Table 8. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in coffee

Materyal Amag Sensor adedi Veri igsleme Referans

Kahve Kavrulma derecesine 10 ANN [167]
gore siniflandirma

Arabica Kavrulma derecesine 12 DFA [168]
gore siniflandirma

Arabica Olgunluk 6 PCA, k-NN [169]

Arabica, Robusta Aroma 12 PCA, LDA [170]

Turk kahvesi, Kolombiya, Karsilastirma 32 PCA [171]

Arabica

Espresso Siniflandirma 5 PCA, ANN [172]

Arabica, Robusta Hile 12 SVM [173]

Kolombiya Kusur belirleme 8 PCA [174]

Robusta Ayirma 6 PCA, KNN, PLS-DA, [175]

BPNN
Robusta Ucgucu bilesen, tat 6 PCA, HCA [176]
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Kahvenin kalitesine, asitligine ve kafein oranina gore
fiyati degismektedir. Bazi turler zor satlarda yetisirken
bazisi ¢ogu bolgede yetisi iklime kolay uyum
saglayabilmektedir bu durumlarda kahvenin maliyetini
etkilemektedir. Kahve aromasini ve dolayisi ile kalitesini
etkileyen en 6nemli faktorler; yetistigi iklim, yadis alma
durumu, kahve agacinin yetistirildigi bolgedeki bitki
Ortusu, hasat zamani, hasat sonrasi islemler, kavurma
islemi ve derecesi, depolama kosullaridir. Tim bu
faktorlere bagli olarak, kahve cekirdeklerinde farkli
ugucu aroma bilesenleri aciga c¢ikmaktadir. Kahve
tercihlerinde kavurma derecesi énemli bir prosestir. Az
kavrulmustan, orta ve dark olarak nitelendirilen ¢ok
kavrulmus kahveye kadar farkli kavurma dereceleri
mevcuttur ve her firmanin kendine 6z bir kavurma
sicakligi ve siresi mevcuttur ki bu da kahve aromasini
ve kalitesini belirleyen en 6nemli noktalardan birisidir.
Arastirmacilar ise farkli derecelerde kavurduklari
kahvelerin kalitelerini degerlendirdikleri ¢alismalarda E-
burun ile enstrimental analizler kadar basarili bir ayrim
ve kalite siniflandirmasi yapabilecegini bildirmiglerdir

Tablo 8 incelendiginde, E-burnun olgunluk, kusur ve hile
belirleme amagl olarak da kullanilabilecegi
gorulmektedir. Kahve piyasasinda yapilan en buyuk hile
Robusta turt gibi ucuz olan kahvelerin Arabica gibi
pahali ve degerli tirler ile karistirlmasidir. Elektronik
burnun hileleri  belilemek amaci ile kullanilip
kullanilamayacagini belirlemek icin yapilan
g¢alismalarda; farkh kahveler ve oransal karisimlarinin
aromalari Olgulmis ve siniflandirma algoritmalari ile ne
oranda ayrim yapilabildigi degerlendirilmistir. Cesitli
galismalar sonucunda yapilan hile yizdesine ve sensor
hassasiyetine gore siniflandirmalarin farkh oranlarda ve
ilgili algoritmaya bagimh olarak degistigi fakat yuzdeler
digukte olsa ayrim yapilabildigi sonuclari ¢ikariimigtir.

Baharat Teknolojisi

Baharatlar, cogu yemekte tat, gortinis ve koku kalitesini
artirmanin yani sira bir¢ok tibbi yarara sahip Grtnlerdir.
Baharatlar Uzerine yiritilen MOS ¢aligmalarinin gogu
orijin belirleme ve ayirma/siniflandirma amaglari igin

[167, 168]. gerceklestiriimistir ve bu c¢alismalar Tablo 9da
verilmigtir.

Tablo 9. Baharatta metal oksit yari iletken gaz sensorlerin kullanimi

Table 9. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in spices
Materyal Amag Sensor adedi Veri isleme Referans
Biber Orijin belirleme 12 PCA [177]
Safran Orijin belirleme 27 PCA [178]
Safran Orijin belirleme 5 PA, SVM [179]
Kimyon Orijin belirleme 5 PA, PCA, SVM [180]
Kignig Orijin belirleme 12 PCA [181]
Kimyon Ayirma 12 PCA [180]
Sarimsak Ayirma 6 PA [182]
Karabiber Ayirma 12 PCA [177]
Biber Ogiitme etkisi 6 PCA [183]
Kirmizi biber tozu Gama isini etkisi 12 PCA [184]

Elektronik burnun baharat teknolojisinde
kullanilabilirligine  yonelik  ydratilen  arastirmalar
incelendiginde biber, karabiber, safran ve kimyon dikkat
cekmektedir (Tablo 9). Burada da ¢ogunlukla orijin
belireme ve ayirma, siniflandirma c¢alismalari
gerceklestiriimistir. Biber acilik degerine, orijinine goére
ve cesitli 6zelliklerine gore E-burun, GC-MS ve duyusal
testler ile degerlendirilmis ve sonuglarin birbiri le uyumlu
oldugu ifade edilmigtir [177]. Farkli bolgelerden temin
edilen kimyon ise yine duyusal, GC-MS ve E-burun ile
analiz edilmis ve yogun olan aroma bilesenleri
belirlenerek elektronik o6lcimin faydali sekilde bu
alanda da kullanilabilecegi ifade edilmistir [180].

Sarap Teknolojisi

Sarap su ve etanol olmak tzere iki temel bilesenden ve
sarap aromasl su ve etanole ilaveten yirmiden fazla
bilesen tarafindan olugsmaktadir [185]. Sarap aromasi,
olgunlugu ve Kkalitesi duyusal analiz yontemi ile
belirlenebilmektedir fakat bu ydntem panelistin
durumuna gore degiskenlik gosterebilecegi icin hatalara
sebebiyet verebilmektedir. Kantitatif olarak enstrimental
bir diger degerlendirme yontemi GC-MS analizleridir. Bu
yontem ise digerlerine gére hem gore pahall ve zaman
alan bir yéntemdir ve bu sebeple sarap analizlerinde

elektronik burun kullanimi énemli bir alternatif olmustur.
Sarap Uzerine gergeklestirilen galismalar Tablo 10'da
verilmigtir.

Sarabin  duyusal Ozellikleri (zim tipine, yetisme
kosullarina, topragin bilesimine, fermantasyon ve
olgunlastirma islemlerine goére farklihk gostermektedir.
Her alanda oldugu gibi sarap teknolojisi de hizli ve
glvenli tekniklere muhtagtir. Sarabin aroma bilesenleri
diger gidalarda oldudu gibi GC-MS ile belirlenmektedir
fakat ornek hazirlamanin zahmetli olusu, uygulama
esnasinda egitimli kisilere ihtiyag duyulmasi ve analizin
fazla zaman almasi teknigin zorlugunu gostermekte ve
daha portatif ve hizli tekniklere ihtiya¢g duyulmaktadir.

E-burnun sarap alanindaki uygulamalari  GzUm
cesidinden saraptaki aroma tahminine kadar farkh
ornekler icermektedir (Tablo 10). E-burnun; saraplarin
siniflandirnimasi  [199-202], olgunlastirma islemlerin
sarap kalitesine etkilerinin ve sarap orijinlerinin
belirlenmesinde [205-207] alternatif kullanilabilirliginin
degerlendirildigi bu c¢alismalarda dogrulama amaci ile
GC-MS veya panelistler kullaniimistir. Beyaz ve kirmizi
saraplarin incelendigi calismada 25 adet egitimli
panelistten olusan bir grup kurulmus ve cevaplar E-
burun sonuglari ile karsilastinimistir. E-burnun daha
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hassas sonug vererek panelistler tarafindan bazi
algilanamayan bilesenleri de siniflayabildigi ifade
edilmisgtir [203]. Yuratilen calismalara genel olarak

bakildiginda E-burunun sarap teknolojisinde gtivenle
kullanilabilecegi gorilmektedir.

Tablo 10. Sarapta metal oksit yari iletken gaz sensérlerin kullanimi
Table 10. Use of metal oxide semiconductor gas sensors in wine

Materyal Amag Sensor adedi Veri isleme Referans
Fenolik seviyesi belirleme 14 PLS, DA [186]
Bilesik tayini 2 PCA [187]
Olgunluk 10 PCA, LDA, CA [188]
Olgunluk 9 PCA, Tucker3 [189]
Olgunluk 4 PLS-DA [190]
Olgunluk 16 PCA, RBFNN [191]
Asetik asit 10 PCA, MLP [192]
Asetik asit 4 PCA, RBFNN [193]
Sarap kalitesine ambalaj kapagi etkisi 15 PCA, PLS-DA [194]
Bozulma 12 PCA, CLA [195]
Bozulma 18 PCA, DFA [196]
Bozulma 12 PLS [197]
Ayirma 18 PCA [196]
Alkol fermantasyonu 10 PCA [198]
Siniflandirma 16 PCA, PNN [199]
Siniflandirma 12 PCA [200]
Sarap Siniflandirma 4 PCA, PLS, RSR [201]
Siniflandirma 8-10 Kl ANN [202]
Aroma bilesigi esik degeri belirleme 16 PCA, PNN [203]
Aroma bilegsigi esik degeri belirleme 16 PCA, PNN [204]
Orijin belirleme 12 LDA [205]
Orijin belirleme 10 PCA, LDA [206]
Orijin belirleme 14 - [207]
Kalite izleme 16 PCA, PNN [208]
Uziim siniflandirma 16 PCA, PNN [209]
Uzim siniflandirma 16 PCA, PNN [210]
Uziim siniflandirma 16 PCA, PNN [211]
Uzim siniflandirma 16 PCA, PNN [212]
Uziim siniflandirma 14 PCA [213]
Aroma tahmini, korelasyon 16 PNN [210]
Aroma tahmini, korelasyon 16 PNN [214]
Aroma tahmini, korelasyon 16 PNN [215]
Aroma tahmini, korelasyon 16 PNN [216]
Aroma tahmini, korelasyon 12 GA [217]
SONUC Meyve-sebze uzerine yurdtilen galismalar
incelendiginde  daha cok olgunluk  caligildidi
Son yillarda mikro elektronik, sinyal isleme, kemometri, gorilmektedir. Olgunluga ilaveten raf omrl, hasat,

sinir ag1 oruntd tanima algoritmalari ve farkli sensor
teknolojilerinin varhgi ile elektronik burun teknolojisinde
onemli gelismeler olmustur.  Mevcut gelismeler ile
elektronik burun teknolojisi hizli, glvenli, portatif ve
ekonomik bir teknik olarak duyusal, fizikokimyasal ve
enstrimental bir cok gida analizine alternatif olmustur.

Elektronik burun yapilan arastirmalar ile g¢ogu gida
arinine uygulanmistir.  MOS kullanilarak sit ve
Urinlerinin  kalitesi, raf  omrd, olgunlugu ve
siniflandiriimasi gergeklestirilmistir. Et ve Grtnlerinin ise
MOS temelli sistemler ile tazeligi, hile yapilip
yapilmadigi, bozulma durumu ve mikrobiyal yuku
arastinlmigtir.  'Yag Uzerine ydritilen galigmalar
incelendiginde ise yaglarda bozulma belirtisi olan
oksidasyon en ¢ok c¢alisilan konu olarak goze
carpmaktadir. Daha sonra tagsis ve siniflandirma
calismalari gergeklestiriimisti. Ekmek ve bisklvide
pisme derecesi irdelenirken, tahillarda toksin, depolama,
oksidasyon ve mikrobiyal yuk MOS ile arastiriimigtir.
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mikobiyal yuk, tazelik, depolama, aroma ve ayirma
calismalari gergeklestiriimisti. MOS kullanilarak alkollt
ve alkolsiz icecekler Uzerine de arastirmalar
gerceklestirilmigtir. Alkolstiz olarak en fazla cay ve
kahve calisilirken, alkollli iceceklerden sarap en fazla
ilgi ceken igcecek olmustur. Cayda siniflandirma,
fermantasyon sire tahmini, aroma, depolama ve kalite
galismalari  yGrutilmistir. Kahvenin ise kavrulma
derecesine gore aroma degisimi, siniflandiriimasi,
tagsisi ve olgunlugu arastinimigtir. Sarap olgunlugu,
aromasil, siniflandiriimasi ve bozulmasi ilgi ¢ceken fazla
sayidaki arastirmalardir. MOS kullanilarak sarimsak,
karabiber, safran vb. baharatlar ile ilgili orijin ve ayirma
galismalari  yuratulmustiur.  Gergeklestirilen  butln
galisma sonuglari veri isleme analizleri ile islenerek GC,
GC-MS, SPME gibi klasik analiz yontemleri ile
karsilagtirilarak  yorumlanmig ve elektronik burun
etkinligi hakkinda fikir sahibi olunmustur. Yuratilen
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calismalara goére elektronik burun o6nemli derecede
ayrimlar gergeklegtirebilmektedir.

Ancak, elektronik burun sensérlerinin dmrundn sinirli
olmasi, hassas olmalari ve bazi 06zel sensorlerin
nispeten pahali olmalari yaygin bir kullanim alanina
sahip olmamasi dezavantajlari arasindadir. Analizlerin
yapilmasi esnasinda numune hazirlama ve ugucu
bilesenlerin tepe boslugu ile sensoérlere iletiimesi,
sensorlerin yogun kimyasallar ile etkilestiginde bodulma
olarak nitelenen etkilenme ve ortam sartlarina bagh
olarak dusik tekrarlanabilir veri eldesi ise pratikteki
dezavantajlaridir. Elektronik burun ile gergeklestirilen
analizler mevcutta var olan standart analiz yontemlerine
takviye amaci ile kullanilabilir. Gelecek yillarda, gida
endustrisinde online (¢evrimicgi) uygulamalarin artacagi
disunudlurse ve elektronik burun tekniginin referans bir
gida icin geligtirilip uygulanirsa gida analizlerine 11k
tutan bir yéntem olacagi soylenebilir.
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o0z

Ultrasonik isleme, gida sanayisindeki yeni teknolojilerden biridir. Ultrason terimi isitilebilir frekans araliginin étesindeki
ses dalgalarini ifade etmektedir. Ultrason sivi bir ortamdan gectiginde, akustik kavitasyon olarak bilinen bir olay
meydana gelmektedir. Akustik kavitasyon, yuksek diizeyde reaktif radikaller, mikrojetler, kayma kuvvetleri, sok
dalgalari ve turbilans gibi siddetli fiziksel kuvvetler olusturmaktadir. Ultrasonun bu etkileri sit islemede membran
temizleme, emdilsiyon olusumu, homojenizasyon, st yaginin ayrilmasi, sut yaginin ve laktozun kristalizasyonu, gaz
giderme, mikrobiyal ve enzimatik aktivasyon/inaktivasyon, ultrasonik gorintileme, proses kontroll, ultrasonik
atomizasyon ve fonksiyonel 6zelliklerin degistiriimesi gibi islemlerde kullaniimaktadir. Bu derleme c¢alismasinda,
ultrason ve akustik kavitasyon kavramlarinin yani sira ultrason teknolojisinin sut ve st trinlerinde kullanimi ile ilgili
bilgiler sunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ultrason, Akustik kavitasyon, St isleme

Use of Ultrasound in Dairy Processing
ABSTRACT

Ultrasonic processing is one of the novel technologies in food industry. The term ultrasound refers to sound waves
beyond the audible frequency range. When ultrasound passes through a liquid medium, a phenomenon known as
acoustic cavitation occurs. Acoustic cavitation generates highly reactive radicals and intense physical forces such as
microjets, shear forces, shock waves and turbulence. These effects of ultrasound are used in dairy processing for
membrane cleaning, emulsion formation, homogenization, separation of milkfat, crystallization of milkfat and lactose,
degassing, microbial and enzymatic activation/inactivation, ultrasonic imaging, process control, ultrasonic atomization,
and alteration of functional properties. In this review, information about the concepts of ultrasound and acoustic
cavitation along with the use of ultrasound technology in milk and dairy products is presented.

Keywords: Ultrasound, Acoustic cavitation, Dairy processing

GIRIS daha saglikli ve ayni zamanda giivenlik diizeyi yiiksek

gidalara olan tiketici talepleri, gidalardaki
Tuketicilerin duyusal ve beslenmeyle ilgili konular, mikroorganizmalari inhibe etmek ve enzimleri inaktif
kolaylik, yapay katki maddelerinin bulunmamasi, diisik hale getirmek igin i1sil olmayan muhafaza tekniklerine
enerji gereksinimi ve gevre glvenligi ile ilgili taleplerini karsi ilgiyi arttirmigtir [2]. Bunlar arasinda ultrason,
karsilamak amaciyla c¢esitli muhafaza teknikleri minimum dizeyde islenmis gidalara olan tuketici ilgisi

gelistiriimektedir [1]. Ayrica, daha taze, daha dogal ve nedeniyle gida islemede ©6nemli bir role sahiptir.
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Ultrason; slre, enerji tiketimi vb. gida isleme
parametrelerini  minimize etmek, gida kalitesi ve
glvenligini iyilestirmek igin uygulanmaktadir [3].

Ultrason halihazirda ticari sut isleme uygulamalarina
onemli o6lgude girmistir. Bu konuda muhtemelen en
onemli uygulama ultrasonik peynir kesim aletlerinin
kullanimidir. Bu makineler neredeyse surtinmesiz bir
yuzey saglayan, ylksek frekansta titresim yapan bir
bicak kullanmakta ve bu sayede peynirin deforme
olmadan, bicaga yapismadan, purizsiz bir sekilde
kesilmesini saglamaktadir [4]. Ultrason ile gidalarin
kesilmesinin, islenmesi zor gidalarda bile hiz ve
verimliligi sagladigi bildiriimektedir [5]. Ultrason ayrica
sut kutularini ve rendelenmis peynir ambalajlarini
kapatmada ticari olarak kullaniimaktadir ki ultrasonik
kaynaklama da denilen bu islemde, kavitasyon
isleminden kaynaklanan sicaklik plastigi kaynaklamak
icin yeterli olmaktadir [6]. Ultrasonun sut islemede s6z
konusu uygulamalarin yani sira farkh kullanimlari da
bulunmaktadir ve bu makalede bu kullanimlara iligkin
bilgiler verilmektedir.

ULTRASON VE AKUSTIK KAVITASYON

Ultrason 20 kHZz'in Uzerindeki frekanslarda c¢alisan
titresimsel bir enerji tlridur [7]. Ultrason teknolojisi insan
isitme araliginin tzerinde, 20 kHz'den 10 MHZ'e kadar
ses dalgalari kullanmaktadir ve genellikle uygulamalari
diisiik siddetli (100 kHz-10 MHz, <1 W/cm?) ve yiiksek
siddetli (20-100 kHz, >1 W/cm?) olmak lzere ikiye
ayrilmaktadir [8]. Ultrason sivi bir ortamdan gegtiginde
ultrasonik dalgalar, sivi ve ¢b6zUnmuis gaz arasindaki
etkilesim “akustik kavitasyon” olarak bilinen bir olaya yol
acmaktadir. Kisaca bahsetmek gerekirse, ¢ozinmis
gaz cekirdekleri cevrelerindeki dalgalanan basing
nedeniyle akustik alanin etkisi altinda titregsmektedir.
Titregsimler sirasinda, ¢6zinmus gaz ve ¢dzgen buhari
titresen baloncuklarin igine ve digina difiize olmaktadir.
“Duzeltilmis difizyon” islemi nedeniyle, genlesme fazi
sirasinda baloncuklarin igine difiize olan gaz/buhar
miktari, baloncuk titresiminin sikisma fazi sirasinda
baloncuklarin digina difize olan miktardan fazladir. Bu
durum, baloncuklarin rezonans boyut arahigina dogru
blylimesine yol agmaktadir. Baloncuklar rezonans
boyut araligina ulastiklarinda, bir akustik dongu
icerisinde maksimum boyuta blylimekte ve siddetle
sonerek, sonen baloncuklar igerisinde c¢ok ylksek
sicaklik kogullar meydana gelmektedir. Deneysel olarak
belirlenen sicakliklar yaklagik 1726.85-9726.85°C olup,
teorik olarak yapilan tahminler 99726.85°C’ye kadardr.
Kavitasyon baloncuklar igerisinde ylksek dlizeyde
reaktif radikaller meydana gelmektedir [9]. Akustik
kavitasyonun baslica mekanik etkileri sok dalgalarina
bagli hasar ve mikrojet etkileridir [10]. Ultrason
uygulamasi ile gerceklesen diger mekanik olaylar
ajitasyon, turbdlans, titresim, basing, kayma kuvvetleri
ve akustik akistir [11].

Ultrason frekansi baloncuk boyutuyla ters orantilidir.
Dolayisiyla, dusuk frekansh ultrason blylk kavitasyon
baloncuklari olusturarak kavitasyon bdlgesinde daha
yuksek sicakliklara ve basinglara neden olmaktadir.
Frekans yukseldikge kavitasyon bolgesinin siddeti
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azalmakta ve megahertz dlzeylerinde artik hig
kavitasyon goriilmemektedir ve ana mekanizma akustik
akistir. Cogu sanayi uygulamasi 16 ile 100 kHz arasinda
gerceklestiriimektedir, ¢lnki kavitasyon bu frekans
araliginda olugsmaktadir [12].

Ultrasonun sanayi proseslerinde kullaniminda baslica iki
gereksinim s6z konusudur ki bunlar bir sivi ortam (sivi
kisim, toplam ortamin sadece %5’ini olustursa dahi) ve
bir yiksek enerijili titresim kaynagi (ultrason)’dir. Titresim
enerjisi  kaynagina donusturict adi  verilmekte ve
titresimi  kuvvetlendirdikten sonra isleme ortamiyla
dogrudan temas halinde bulunan proba iletmektedir [12].
URUNLERINDE

ULTRASONUN suT

KULLANIMI

ve

Ultrason, drdnlerde minimum degisimlere yol agmasi ve
daha dusuk enerji gereksinimi ile gida isleme ve
muhafazasindaki gelecek vadeden etkileri nedeniyle st
sanayisi icin gelismekte olan yenilik¢i bir teknoloji olarak
kabul edilmektedir [13]. Ozellikle yiiksek siddetli
ultrasonun gidalarda ve diger Uriinlerde kaliteye zarar
vermeksizin prosesleri kontrol etme, iyilestirme ve
hizlandirmada blyUk bir potansiyele sahip oldugu
belirtiimektedir [14]. Proses etkinliginin artmasi, uygun
fonksiyonellige sahip Uriinler Uretme olanagi, gidayi
muhafaza etme ve enzim aktivitesini degistirme imkani
ve bilesen etkilesimleri yoluyla mikroyapiyi iyilestirme

olanagdli nedenleriyle  sut sanayisindeki  cesitli
uygulamalar igin ultrason kullanimi gittikce
gelistiriimektedir [9].

Membran Temizleme

Membran teknolojileri; stt ve gida teknolojisi, ilag

sanayisi, kimya sanayisi ve atik su aritma gibi birgcok
endustriyel uygulamada yaygin sekilde kullaniimaktadir
[15]. Ultrafiltrasyon membranlarinin tikanmasi birgok st
Uretim igleminin maliyet ve verimini etkileyen énemli bir
konudur. Sit ve bilesenlerinin filtrasyonu sirasinda
filtrasyon membranlarinda membran tikanmasina ve
sonug olarak buylk Olgekli islemelerde verim
azalmasina yol acgan partikil birikimi meydana
gelmektedir [6].

Sit sanayisinde peyniralti suyunun ultrafiltrasyonunda
kullanilan membranlar, membranin dmrinl uzatmak,
hijyenik islemi saglamak, membran performansini
surdirmek ve membran yenileme maliyetini azaltmak
icin her partiden sonra temizlenmekte ve dezenfekte
edilmektedir. Dolayisiyla membran temizleme, ayirma
isleminde kullanilan membranlarin  muhafazasinda
Onemli bir asamadir. Sanayide halen membran
temizleme igin kullanilan farkli fiziksel ve kimyasal
temizleme yontemleri bulunmaktadir. Kimyasal islemler,
yuzey aktif maddeler ve kostik soda gibi membran
materyaline zarar verebilen ve membranin Amrund
kisaltabilen bliylik miktarlarda pahali kimyasal maddeler
kullanmaktadir. Geri yikama gibi fiziksel temizleme
yontemleri de tikali membranlari temizlemek igin
kullaniimaktadir. Ancak bu teknikler sirekli filirasyon
islemini aksatarak daha uzun islem slresine neden
olmaktadir [16]. Membran temizlemede ultrason
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uygulamasi kullaniminin gelecek vadeden bir teknik
oldugu belirtiimektedir [17]. Ultrason uygulamasi,
kimyasal maddelere bel baglamay: ve fiziksel temizleme
yontemlerinde karsilagilan sorunlari azaltmak igin sut
sanayisinde membranlarin temizlenmesinde olasi bir
yontem olarak onerilmektedir. Ultrason ince partiktllerin
bir araya toplanmasina yol agmakta ve bu partikilleri
kismen asili tutmak igin sisteme yeterli karistirma
enerjisi saglamaktadir. Bu durum solvent gegisi igin
daha fazla serbest kanal temin etmektedir. Ultrasonik
dalganin yol actigi kavitasyon olayi membran yapisi
Uzerindeki kekin yer degistirmesine de yardimci
olabilmekte, bu durum tikanmanin ©6nlenmesini
desteklemekte ve daha iyi ayirma hizlarina olanak
tanimaktadir  [16].  Ultrafiltrasyon  membranlarinin

temizlenmesinde ultrason kullaniminin diguk
frekanslarda (20-25 kHz) daha etkili oldugu
bildirilmektedir [18].

Ultrason teknolojisi  mikrofiltrasyon membranlarinin

temizlenmesinde de kullanilabilmektedir. Maskooki ve
ark. [19] tarafindan vyapilan bir c¢alismada, c¢esitli
frekanslarda (28, 45 ve 100 kHz) ve karisik dalga tipinde
(30 dakikalik toplam siirede her 1 dakikada sirasiyla 28,
45 ve 100 kHz olacak sekilde) ultrason, %1’lik yagsiz
sittozu cozeltisi ile  tikanmis mikrofiltrasyon
membranlarinin ileri ylkama ile temizlenmesinde, tek
basina ve selat olusturucu madde olarak iki farkli
konsantrasyonda (1 ve 3 mmol) EDTA ile birlikte
kullanilmistir.  Calismada  karigik dalga tipindeki
ultrasonun tek bagina ve 1 mmol konsantrasyonundaki
EDTA ile birlikte kullaniminin diger uygulamalara kiyasla
daha yuksek temizleme etkinligine sahip oldugu ve
ultrasonun EDTA ile birlikte kullanilmasi durumunda
sinerjik etki olustugu saptanmigtir. Ayrica, etkili ultrason
frekansi ve dusuk konsantrasyonda EDTA ile birlikte
yalnizca 5 dakikalik ileri yikamanin, tikanmis
mikrofiltrasyon membranlarinin temizlenmesinde yeterli
oldugu belirlenmigtir.

Emiilsiyon Olusumu,
Yaginin Ayriimasi

Homojenizasyon ve Siit

Emulsiyon olusumu, biri digeri igerisinde kugik
damlaciklar halinde disperse edilen karigmayan ki
sividan (genellikle yag ve su) olusan bir sistemin
meydana getirildidi islemdir. Emdalsiyonlar, disperse
edilen fazin damlacik boyutuna bagh olarak mikro- (10-
100 nm), nano- (100-1000 nm) ve makro-emdlsiyonlar
(0.5-100 um) olarak siniflandirilabilmektedir [20].

Yiuksek frekanslarda meydana gelen kayma kuvvetleri
nispeten zayiftir ve bu nedenle emdilsiyon olusturma
uygulamalari igin kullanigh degildir. Yalnizca disik

frekansli ultrason (16-100 kHz) emdlsiyon
olusturabilmektedir. Geleneksel yontemlerle
gerceklestirilen emulsiyon uygulamalariyla

kiyaslandiginda; ultrason ile emdilsiyon olusturmak igin
gereksinim duyulan enerji, geleneksel yontemlerde
gereksinim duyulandan daha dusuktir; ultrason ile
olusturulan emilsiyonlar daha kararlidir; eger varsa
minimum duzeyde ylzey aktif maddeye gereksinim
gOstermektedir; mikrondan daha kiglk bir boyuta ve
son derece homojen bir boyut dagilimina sahiptir [9].
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Ultrasonik yaklasimin dikkate deger bir avantaji ekipman
temizliginin geleneksel homojenizatorlere veya daha
yeni mikroakiskan cihazlara gore kolay olmasidir. Bu
durum aseptik bir ortamin siurdurdlmesine yardimci
olmaktadir [6]. Ultrason uygulamasinin diger bir avantaji
klasik homojenizatorlere gbére daha dusik yatirm
maliyeti gerektirmesidir [21].

Ultrasonik emdlsiyon olusumu sutin
homojenizasyonunda bir hayli ilgi ¢ekmektedir. St
isleme  sanayisinde ultrasonik homojenizasyon
depolama sirasinda kaymak baglamaya kargi stabiliteyi
arttirdigindan sut, yogurt ve dondurmanin islenmesinde
ana asama olarak kullanilmaktadir [9]. Ultrason
isleminin sat yagi globili gaplarini kigiltmede, hem tek
asamali hem de iki asamali geleneksel homojenizasyon
islemine gore daha etkili oldugu, globil caplarindaki

kigulmenin  ultrason giddetinin  artmasiyla artig
gosterdigi  belirtiimektedir [21]. Ultrason kullanilarak
homojenize  edilmis  sltten  Uretilen  probiyotik

yogurtlarda, geleneksel ydntemle homojenize edilmis
sutten uretilenlere gore su tutma kapasitesinin arttigi,
ultrason uygulamasinin yogurtlarin duyusal &ézelliklerini
olumsuz yb6nde etkilemedigi, aksine toplam kabul
edilebilirlik ve teksturd iyilestirdigi bildirilmigtir [22].

Diger taraftan, 400 kHz'in Uzerindeki ylksek frekanslara
sahip ultrason suat  yaginin ayrilmasi igin
kullaniimaktadir. Ylksek frekansli ultrason kullaniminin;
¢ok disUk ultrasonik frekanslarda meydana gelen
yuksek diizeyde pargalayici/karistirici kuvvetler yerine,
yagi yer degistirmeye tesvik eden daha hassas bir iglem
oldugu disinulmektedir. Yag globulleri dogdal olarak
yuksek basingli bolgelere go¢ etmekte ve bu bolgelerde
konsantre hale gelerek topaklanmakta ve birlesmekte,
bu da daha iyi bir kremalasma oranina yol agmaktadir
[23].

Sit Yaginin ve Laktozun Kristalizasyonu

Ultrason uygulamasinin st yaginin kristalizasyonu
Uzerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Bu etkilerden bir
tanesi kristalizasyon igleminin hizlandiriimasidir ki
isleme suresini kisaltacagi icin bu durum gida sanayisi
acisindan ¢ok o©nemlidir. Diger bir etki de kristal
boyutunun kigllmesidir. Gregersen ve ark. [24] susuz
sut yagi ve sut yagi/kolza yagi karigsimlarina ylksek
siddetli ultrason uyguladiklar c¢aligmalarinda, ultrason
uygulamasinin kristalizasyon iglemini hizlandirdigini
belirlemislerdir. Calismada ayrica ultrasonun kristal
boyutunu da kigulttigl ortaya konmus ve bu durumun
surllebilir tereyagi karigimlarinda yagin daha iyi
baglanmasini saglayabilecegi ifade edilmistir. Benzer
sekilde, Martini ve ark. [25] gergeklestirdikleri bir
arastirmada susuz sit yagina yuksek siddetli ultrason
uygulamislar ve s6z konusu uygulamanin kristalizasyon
islemini  hizlandirdigini, daha  kuguk  kristaller
olusturdugunu ve viskoziteyi arttirdigini belirlemislerdir.
Arastirmacilar ylksek siddetli ultrasonun yaglarin kristal
ag vyapisini iyilestirmek amaciyla kullanilabilecegi
sonucuna varmiglardir.

Diger taraftan, ultrason uygulamasinin sulu ¢ézeltilerden
laktozun kristalizasyonunu arttirdigi bilinmektedir [26].
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Peyniralti suyundan laktozun geleneksel yontemle geri
kazanim islemi yavastir ve laktoz kristallerinin kalitesini
(kristallik, boyut dagiimi ve verim) kontrol etmek ya da
ongoérmek zordur. Safsizliklar kristalizasyon iglemini
degistirebilmektedir ve bu nedenle genellikle peyniralti
suyu proteinleri peyniralti suyundan uzaklastiriimaktadir.
Ancak her zaman kiguk bir miktarda (>%1) peyniralti
suyu proteini kalmakta ve bu miktar konsantre etme
asamasindan sonra artis gosterebilmektedir. Sanchez-
Garcia ve ark. [27] tarafindan yapilan bir ¢alismada
laktoz cozeltilerine ultrason uygulanmasinin
kristalizasyon islemini hizlandirdigi, kristal boyutunu
kigulttigu ve kristal boyut dagihm araligini daralttigi
belirlenmigtir. Ayrica, ultrason uygulanmamig 6rneklerde
%0.64 oranindaki peyniraltt suyu proteinlerinin
kristalizasyon igslemini hizlandirdi§1 ancak yapigkanlik ve
topaklanma gibi sorunlara yol agan bir madde olan
amorf laktoz olusumuna yol agtigi saptanmistir. 0.083
W/ml diizeyinde disuk siddetli ultrason uygulamasinin
ise peyniraltt suyu proteinleri igeren laktoz ¢ozeltisi
orneklerinde amorf laktoz olusumunu azalttigi ortaya
konmustur.

Gaz Giderme

isleme sirasinda siit ¢dzeltilerinin kdpiirmesi son driin
verimini  azaltabilmekte ve oksidatif bozulmayi
hizlandirabilmektedir  [6]. Villamiel ve ark. [28]
rekonstitlye yagsiz sutiin gazini gidermek igin 20 kHZ'lik
atiml ultrason kullanmiglardir. Calismada 5 dakikadan
daha az ultrason uygulamasiyla gaz baloncuklari
kolayca uzaklasirken, ¢ézinmus oksijen 20 dakikadan
sonra bile 6nemli dizeyde azaltlamamistir. Riera ve
ark. [29] havadan nakledilen ultrasonun kdépuk
minimizasyonu igin etkili bir yaklagim olabilecegini
ortaya koymuslardir.

Mikrobiyal ve Enzimatik Etkiler

Ultrason, uygulamanin siddetine ve frekansina bagl
olarak mikroorganizmalar Uzerinde iki tarafli etki
gOsterebilmektedir: oldirici etki ya da Gremenin tesvik
edilmesi [30]. Ozellikle 20-40 kHz arasindaki yiiksek
siddetli ultrason, =zararli fiziksel etkiler ve ylksek
dizeyde oksitleyici hidroksil radikalleri meydana getiren
kavitasyon baloncuklarinin olusumu nedeniyle biyolojik
molekillere zarar vermesine karsin, oldurici dizeyin
altinda ultrason kullaniminin birgok biyoproses igin
yararl oldugu ortaya konmustur [31].

Ultrason mikroorganizmalarda bakterisit etki elde etmek
Uzere saniyede en az 20000 titresim kullanmakta ve
hicre lizisi  (parcalanmasi) vasitasiyla enzim
inaktivasyonuna neden olmaktadir [32]. Ultrasonik
inaktivasyon etkisinden sorumlu ana mekanizma akustik
kavitasyonun olusturdugu fiziksel kuvvetlerdir. Bir
kavitasyon baloncugunun asimetrik olarak sonmesi,
sbnen baloncugun merkezinden hizla ilerleyen bir sivi
jetinin olusumuna yol agmaktadir. Bu mikrojetin hizi
saniyede birka¢ ylz metredir. Bu yuksek hizli jet
nedeniyle kati ylzeylerde gukurlasma gdzlenmektedir.
Mikroorganizmalar hidrofobik yuzeylere sahip
olabilmekte, bu da kavitasyon baloncuklarinin yiizeyde
sonmesini tesvik ederek hiicre duvarina siddetli zarara

477

yol agmaktadir. Benzer sekilde, mikroakis hicre
duvarlarinin agsinmasina neden olabilmekte, bu da
mikroorganizmalarin inaktivasyonuna yol acgmaktadir.
Kavitasyon etkilerine ilave olarak sivi gidalarda
ultrasonun bakterisit etkisi, yapisal ve islevsel bilesenleri
hdcrenin lizisi noktasina kadar tahrip eden “hlcre igi
kavitasyona” da dayandiriimaktadir. Inaktivasyonda
lokal 1sinma, DNA hasarina yol acan serbest radikal
olusumu ve hiicre duvarlarinin incelmesine neden olan
mikroakisin etkileri gok énemlidir [9].

Farkli mikroorganizmalarin ultrasona direngleri buylk
Olclde degisim gostermektedir. Genel olarak, bakteri
sporlari  (6rnedin Bacillus ve Clostridium tarleri)
kavitasyon etkilerine gelisme evresindeki vejetatif
hicrelerden daha direnglidir. Mantarlar genel olarak
vejetatif mikroorganizmalardan, aeroblar anaeroblardan
ve genellikle koklar basillerden daha direnclidir. Bazi
calismalarda Gram pozitif bakterilerin kavitasyona Gram
negatif bakterilerden daha direngli oldugu belirtiimektedir
[33].

Endustriyel amaglarla mikroorganizmalari inaktif hale
getirmek igin en etkili yaklagimlar ultrasonun isiyla
(thermosonication, TS), basingla (manosonication, MS)
veya IsI ve basingla (manothermosonication, MTS)
birlikte kullaniimasidir. Cesitli g¢alismalar TS, MS ve
MTS’nin her bir muamelenin tek basina uygulanmasina
kiyasla ilave hatta sinerjik etkisi bulundugunu
gbstermektedir [34]. Ornegin Czank ve ark. [35] insan
sutinde  Escherichia  coli ve  Saccharomyces
epidermis’in inaktivasyonunda TS uygulamasinin tek
basina ultrason uygulamasina (150 W, 20 kHz) gore
oldukga etkili oldugunu belirlemislerdir. Lee ve ark. [36]
fosfat tamponundaki (0.01 M, pH 7) Escherichia coli’nin
inaktivasyonu Uzerine 40, 47, 54 ve 61°C’de ve 100,
300, 400 ve 500 kPa’da ultrason, TS, MS ve MTS’nin
(20 kHz, 124 um genlik) etkilerini karsilastirmiglardir.
Arasgtirmacilar o6ldiriici faktorlerin - kombinasyonunun
(1s1 velveya ultrason, basingla veya basingsiz) 5 log
birimlik bir azalma gerceklestirmek igin gerekli muamele
suresini 6nemli olglde kisalttigini ortaya koymuslardir.
Escherichia coli'nin TS ve MTS ile inaktivasyon
oranlarinin, ultrason ve MS ile elde edilenlere goére
onemli diizeyde yiksek oldugu belirlenmistir.

TS’nin etkinligi artan sicaklikla azalmaktadir. Bu durum,
buhar basincindaki artis ve sivi ylzey gerilimindeki
azalmanin bir sonucu olarak kavitasyon etkisindeki
azalmadan kaynaklanmaktadir [33]. Ancak, MS veya
MTS ile bu etkinin Ustesinden gelinebilmektedir. Bu
yontemler kaynama noktasinin Uzerindeki sicakliklarda
kavitasyonun devam etmesine olanak saglamakta,
ultrasonla mikrobiyal inaktivasyon etkinligini oldukca
arttirmaktadir [37]. Diger taraftan, TS’nin sit islemedeki
uygulamalari ticari hale donustirilmeye gereksinim
gOstermektedir, ¢lnkl sut ve sat drlnlerinin ylksek
siddetli ultrasonla muamele edilmesi istenmeyen lezzet
olusturma egilimi géstermektedir [38].

UHT islemine dayanikh olan lipazlar ve proteazlar gibi
Istya direncli enzimler 1sil islem gérmus sit ve diger sut
Urtnlerinin kalitesini ve raf omrini azaltabilmektedir.
Ancak, bu tir enzimler MTS ile sadece isil iglem
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uygulanmasina goére 10 kat daha hizli inaktif hale
gelmektedir. Genellikle, ultrasonun diger uygulamalarla
kombinasyonu enzim inaktivasyon etkinligini arttirmada
daha etkilidir. Ozellikle, diisiik siddetli ultrason ve hafif
iIst (TS) velveya basincin (MS, MTS) eszamanl
uygulanmasinin gidalardaki cesitli enzimlerin
inaktivasyon etkinligini arttirdigi bildiriimektedir. Bununla
birlikte, duyarlilk enzimden enzime degdisebilmektedir
[37]. TS’nin (150 W, 20 kHz, 120 ym genlik, 30-75.5°C,
40.2-102.3 saniye) sut enzimlerini (alkali fosfataz,
laktoperoksidaz ve y-glutamiltranspeptidaz) inaktif hale
getirmede sadece 1sI kullanimindan daha etkili oldugu
bildirilmistir [33].

Diger taraftan, daha hafif dizeylerde ultrason kullanimi

stut fermantasyon iglemlerini desteklemede etkili
olabilmektedir. Dusik siddetli ultrason kullanimi
fermantasyon tanki igerisindeki kitle transferini
arttirmakta ve bdylece enzim verimliligini
yukseltebilmektedir  [6]. 100 kHZz'in  Gzerindeki
frekanslara sahip ultrason dalgalarinin, hicrelere

onarilabilir hasarlar veren stabil kavitasyon olusturan
disuk siddet nedeniyle hicreler lzerinde higbir olumsuz
etkiye yol agmadigi, mikrobiyal hicrelerin metabolik
aktivitesini degistirerek, bunlarin Uremelerinin
hizlanmasina ve daha fazla miktarda metabolizma
arinine neden oldugu bildiriimektedir [39]. Sut Grunleri
fermantasyonunda ultrasonun c¢ogu yararh etkisi, kisa
sirelerde ve duslk frekanslarda ortaya c¢ikmaktadir.
Dolayisiyla, orta siddette kisa sireli ultrason
uygulamasi, ultrasonun bazi olumsuz etkilerini ve enerji
giderlerini minimize etmeye olanak saglamaktadir [6].

Ultrasonik Goriintiileme ve Proses Kontroli

Ultrasonun sdtle ilgili aragtirmalar ve analizlerde analitik
bir ara¢ olarak kullaniminin ¢ok sayida o6rnekleri
bulunmaktadir. Ornegin, Corredig ve ark. [40] siit
bilesenlerinin jellesmesini izlemek amaciyla ultrasonik
spektroskopi  kullanmiglardir. Bu iglem, incelenen
orneklerde farkl frekanslarda ultrasonik genligin hizinin
ve sdnumlenmesinin dlgimind icermistir. Wang ve ark.
[41] 1sil iglemden sonra kazein g¢ozeltilerinin rennin ile
pihtilasma oOzelliklerini belirlemek Uzere dusuk siddetli
ultrason kullanmislardir. Ultrasonik gorintileme gesitli
peynirlerde yapi gelisimini, peynir yapiminda kesim
zamanini, peynirlerin  reolojik  6zelliklerini, 1sitma
nedeniyle peynirdeki yapisal degisimleri ve peynir
olgunlugunu incelemek amaciyla da kullaniimistir [6].

Diger taraftan,
ultrasonun

dusuk siddetli
gida ve gida
izlenmesinin iyilestiriimesinde
kullanilmasi da s6z konusudur. Bu endistriyel
uygulamalar yumurta, et, meyve ve sebzeler, sut
Urtnleri ve diger JUrinlerin tekstlr, viskozite ve
konsantrasyonunun belirlenmesi; c¢esitli proseslerin
izlenmesi ve kontroli amaciyla kalinhk, akis dizeyi ve
sicaklik élgimlerini icermektedir [42].

ve ylksek frekansl
Uretim  proseslerinin
endustriyel  olarak

Ultrasonik Atomizasyon

Atomizorler
kurutulmasi

sut drtnlerinin  puskirtmeli  kurutucuda
sirasinda yuksek bir yuzey/kitle orani
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saglayarak hizli 1si transferine ve yuksek buharlagsma
hizlarina imkan vermektedirler. Sit uygulamalarinda
kullanilan en yaygin iki atomizér santrifij (doner) ve
basingli  (nozul) atomizérlerdir. Ancak ultrasonik
atomizorler de uygulanabilir bir alternatif sunmaktadir.
Bu noktada, sivi bir beslemeyi titresen bir borudan
gecirerek aerosol olusturan ultrasonik nozullar ile daha
yuksek ultrasonik frekanslarda calisan ve ince bir sivi
filminde fiskiye benzeri bir yapi olusturan ultrasonik
nebulizatorleri (sis haline getiriciler) birbirinden ayirmak
gerekmektedir. Bir ultrasonik nebulizatériin olusturdugu
damlacik blyidklugl, bir ultrasonik nozuldan elde

edilene goére on kat daha kuguktir. Blyuk o6lgekli
islemler icin nozul igeren ultrasonik puskurtmeli
kurutucular mevcut olmasina ragmen, ultrasonik

nebulizatorler buyudk Olgekli sanayi kullanimi i¢in hentz
gelistiriimemistir. Her iki cihaz da klasik puskurtmeli
kurutma atomizodrlerine goére teknik Ustlnlige sahiptir,
soyle ki ¢ok daha dusik hizda bir sprey
olusturmaktadirlar. Bu durum, kurutma igin gerekli
puskirtme bdlmesinin ¢ok daha kiguk olabilmesi
anlamina  gelmektedir [6]. Diger atomizasyon
yontemleriyle kiyaslandiginda, ultrasonik nozullarin
belirgin avantajlarindan biri bu cihazlarda daha genis bir
deligin  kullanilabilmesidir ki bu delik nozul tipi
atomizorlerdeki basingli akis igin gereksinim duyulan
kiclk deliklere gore, tikanmalara kargi daima daha az
egilimlidir [43].

Fonksiyonel Ozelliklerin Degistirilmesi

St isletmelerinde peyniraltt suyu proteinleri cesitli
islenmis gidalarda kullaniimak Uzere konsantre
edilmektedir. Bu iglem sirasinda oldukga yiksek
dizeylerde (agirhkca %4-15) protein igeren sulu
peyniraltt suyu proteini c¢ozeltileri sl isleme tabi
tutulmaktadir. Protein ¢ozeltisinin 6nemli dizeyde artan
viskozitesi 1sil iglem duizeyini ve kullanilabilen toplam
kurumadde konsantrasyonunu sinirlamaktadir. Daha
sonra viskozite ikincil st Grunlerinin Uretimi sirasindaki
ikinci bir i1sil islemde daha da artmaktadir. Daha ylksek
protein diizeylerinde (agirlikga %15’in Gizerinde), bu sl
islemler jel olusumuna yol agabilmektedir. Ashokkumar
ve ark. [44] bu problemin Ustesinden gelebilmek icin
yeni bir yaklasim ortaya koymuslardir. Boyle bir 1sitma
asamasindan sonra ¢ok kisa sureli ultrason uygulamasi
bu agregatlari pargcalamakta ve sonraki Isitma sirasinda
tekrar olusmasini dnlemekte, dolayisiyla genellikle bu
islemle iligkili olan viskozite artisini azaltmaktadir.
Arastirmacilar gozlenen viskozite azalmasini esasen
akustik kavitasyon sirasinda olusan fiziksel kuvvetlere
dayandirmiglardir. Ultrason uygulamasinin sut
Urinlerinde viskoziteyi azaltmasina iliskin baska
galismalar da mevcuttur. Deshpande ve Walsh [45]
ultrason uygulamasinin gerek kesikli gerekse surekli
sistemde rekonstitlye sit proteini konsantrati ve
rekonstitlye yagdsiz sutun viskozitesini énemli dizeyde
distrdigini  ortaya koymuslardir.  Arastirmacilar
viskozitedeki azalmanin ultrason uygulamasi nedeniyle
protein agregatlarinin pargalanmasiyla birlikte artan
¢6zUnurligun bir sonucu olabilecegini belirtmiglerdir.
Benzer sekilde, bir bagka ¢aligmada digsik frekansh (20
kHz) ultrason uygulamasinin hem kesikli hem de sirekli
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sistemde yagsiz sut konsantratinin viskozitesini

diistrdigi belirlenmigtir [46].

Sit ve sit drinlerinde diger 6nemli bir fonksiyonel
Ozellik ¢ozindrluktir. Bu konuda yapilan bir galismada,
5 dakika slreyle 20 kHz frekansinda yiksek siddetli
ultrason uygulamasinin rekonstitiye st proteini
konsantratinin ¢ézunurligunud énemli duzeyde arttirdigi
(%35.78'den  %88.30’a) belirlenmigtir. Bu etkinin
globuler proteinlerin ¢ boyutlu yapisindaki degisimlerin
bir sonucu oldugu degerlendirmesinde bulunulmustur
[47]. Zhao ve ark. [48] da yaptiklar bir ¢alismada 8.0-
12.0 arasinda degisen alkali pH degerlerine ayarlanmis
sut proteini konsantrati, misel kazein konsantrati ve
peyniralti suyu proteini izolati c¢ozeltilerine 5 dakika
streyle 20 kHz frekansinda ultrason uygulamiglardir.
Arastirmacilar uygulama sonucunda sut proteinlerinin
¢6zUunurlGgunun onemli dlzeyde arttigini
belirlemislerdir. Ayrica, s6z konusu uygulamayla tim
Orneklerde, sut ve Urlnlerindeki diger bir fonksiyonel
Ozellik olan koplk olugsturma kapasitesinin yukseldigi
ortaya konmustur. Jiang ve ark. [49] tarafindan yapilan
bir arastirmada da peyniralti suyu proteini izolatindan
hazirlanan dispersiyonlara 20 kHz frekansinda farkli
surelerde ultrason uygulanmistir. Calismada ultrason
uygulanan dispersiyonun kopuk olusturma yeteneginin,
ultrason uygulanmamig dispersiyona gore %63 oraninda
daha yuksek oldugu belirlenmistir.

Ultrason uygulamasi kazein misellerini pargalamak ve
daha klguk pargaciklar iceren sit elde etmek igin de
kullaniimaktadir. Bu uygulama sutlin peynir mayasiyla
pihtilasma yetenegini arttirmaktadir [50]. Liu ve ark. [51]
pH 6.7'deki rekonstitliye yagsiz site pihtilastirma oncesi
20 kHz ve 30°Cde ultrason  uyguladiklari
calismalarinda, peynir mayaslyla pihtilasma
Ozelliklerinin  (pihtilagsma silresi, pihtt  sikihdr vb.)
ultrason uygulanmamis kontrol 06rnegine kiyasla
iyilestigini  belirlemiglerdir. Arastirmacilar pihtilasma
davranisindaki iyilesmenin st proteinlerindeki ultrason
kaynakli  degisimlerle  iligkili ~ oldugunu  ortaya
koymuslardir. Bu calismaya benzer sekilde, Zhao ve
ark. [50] pihtilastirma 6ncesinde yagsiz kegi sutine 20
kHz frekansinda ultrason uygulamislar ve ultrason
uygulamasinin  kegi  sutinin  peynir mayasiyla
pihtilasma 6zelliklerini gelistirdigini belirlemislerdir.

Yogurdun fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla
ultrasonun isiyla (TS) veya isiI ve basingla (MTS) bir
arada  kullaniimasiyla  yapilmig  galismalar da
bulunmaktadir. Riener ve ark. [52] tarafindan, temin
edildigi isletmede pastérizasyon (72°C’'de 15 saniye
sureyle) ve ¢ift kademeli homojenizasyon (ilk kademede
150 bar, ikinci kademede 50 bar basingla) islemlerine
tabi tutulmus sutlerin  kullanildigi  bir arastirma
yaplimistir. Calismada 45°C’de 6n isitma uygulanmig
farkl yag oranlarina (%0.1, 1.5 ve 3.5) sahip sutlere 10
dakika slreyle 24 kHZ'lik ultrason frekansi kullanilarak
TS uygulamasinin, geleneksel yontemle isitilan
(90°C’de 10 dakika) sutten elde edilen kontrol
yogurtlarina gére daha Ustiin reolojik Ozelliklere sahip
yogurt Uretimine olanak sagladigi ortaya konmustur.
Ayrica TS uygulanmig sutlerden elde edilen yogurtlarin
daha yiksek su tutma kapasitesi ve daha dusuk
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sinerezis gosteren daha guglu jel yapisina sahip oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde, yogurtlarda uygun
fonksiyonel Ozellikler elde etmek amaciyla MTS
kullanimi Uzerinde yapilan bir c¢alismada, site MTS
uygulamasinin (12 saniye, 20 kHz ve 40°C), MTS
uygulanmamis sutten elde edilen kontrol yogurtlarina
kiyasla Ustin reolojik Ozelliklere sahip yogurt eldesine
imkan verdigi saptanmistir. MTS uygulanmis sitten elde
edilen yogurtlarin neredeyse tim reolojik parametreler
acgisindan daha yuksek degerler géstermesine yol agan
daha gugli yapiya sahip oldugu ortaya konmus ve
MTS’nin yogurt teksturinl iyilestirmek igin yararlh bir
uygulama olabilecegi ifade edilmistir [53].

SONUGC
Ultrason  uygulamasi, geleneksel gida isleme
teknolojilerine gére daha dusik enerji gereksinimi

go6stermesi, gidalarda minimum dlzeylerde istenmeyen
degisimlere yol agmasi, prosesleri hizlandirmasi, verimi
arttirmasi, kullanim kolayhgi, insanlar igin guvenli
olmasi, gevre dostu olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle gida
sanayisinde ve bu sanayinin 6nemli bir dali olan sut
sanayisinde gelecek vadeden bir teknolojidir. Bu
teknoloji sut ve udrinlerinde ylksek siddetli ve dusik
siddetli olmak Uzere iki farkli sekilde uygulanabilmekte
ve siddete bagl olarak Urtnlerde birgok farkli etki ortaya
koymaktadir. Ultrasonun isiyla, basingla ve hem isi hem
de basingla bir arada kullanildigi uygulamalar da
mevcuttur ve genellikle bu durumda etkisi daha da
artmaktadir. Sut islemede ylksek siddetli ultrason dustk
siddetli ultrasona goére ¢ok daha fazla alanda (membran
temizleme, gaz giderme, homojenizasyon,
kristalizasyon, mikrobiyal inaktivasyon, fonksiyonel
ozelliklerin degistiriimesi gibi) kullaniimaktadir. Ultrason
teknolojisi, geleneksel gida isleme yOntemleriyle
kiyaslandiginda birgok avantaja sahip olmasina ragmen
blylk odlgekli sanayi prosesleri icin gelistirimeye
gereksinim gostermektedir. Bu amagla, her bir st
arininde s6z konusu teknolojinin kullanimina iligkin
islem kosullarinin belirlenmesine yonelik olarak daha
fazla arastirma yapilmasina ihtiyagc bulunmaktadir.
Ayrica, sut ve st drlnleri Uretim sektorinde faaliyet
gbsteren igletmelerin, ultrason teknolojisinin geleneksel
teknolojilerle kiyaslandiginda sahip oldugu avantajlar
hakkinda bilinglendiriimesinin ve sanayi ile igbirligi
halinde yurutilecek cgalismalarin da bu konuya katki
saglayacagi dusunulmektedir.
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is not published anywhere previously and will not be
submitted to anywhere before the editorial board
makes a final decision on the manuscript.

» The editorial board is authorized to make necessary
changes in manuscripts accepted for publication.

Peer review policy

Manuscripts pass through initial screening in the
editorial office followed by internal review by Editors.
After the first evaluation, manuscripts are double-blind-
reviewed by a peer review system involving at least two
independent reviewers to ensure high quality of
manuscripts accepted for publication. The Editors have
the right to decline formal review of a manuscript if it is
(i) on a topic outside the scope of the Journal, (ii) lacking
technical merit, (iii) fragmentary and providing
marginally incremental results or (iv) poorly written.
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Preparation of a manuscript

1. Manuscripts should be prepared in A4 size, and the
text must be prepared in a single column format. The
text must be double-spaced, and a single space should
be left between paragraphs. All lines and pages must be
continuously numbered.

2. The title must be 14pt Arial, bold, small letters and
centered. A blank line should be left after the title, and
the names of authors should be given in 10pt Arial and
centered. In addition to each author’s contact address,
the phone and fax numbers and e-mail address of the
corresponding author should be provided. If the
institutions of the authors are different, superscript
numbers should be used to indicate their addresses.

3. The headings (e.g. Abstract, Introduction, Materials
and Methods etc.) must be 10pt Arial, and should be
typed in bold capital letters. Each heading should
appear on its own separate line. A blank line should be
left after each heading. A list of keywords, a maximum
of 5, should be provided below the abstract section of
the manuscript.

4. The main text should be prepared in 9.5pt Arial.

5. Typical articles mainly consist of the following
divisions: Title, Author Names, Addresses, Contact
Information, Corresponding author’s e-mail address,
Abstract, Main text (Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion, Conclusions),
Acknowledgements (if necessary), Abbreviations (if
necessary) and References.

6. The abstract should not exceed 250 words, and the
main purpose and method and the most significant
result and conclusion should be presented in the
abstract. The abstract should be prepared as a single
paragraph, and should not include any citation.

7. Latin names in the text should be in italics, and
names and abbreviations should follow international
rules. If abbreviations that are not standard are
unavoidable, they must be defined at their first mention
in the text. Consistency of abbreviations throughout the
article must be ensured. Internationally accepted rules
and conventions must be followed, and the international



system of units (SI) must be used. If other units are
mentioned, their equivalents in S| must be provided.

8. Table headings should be on the top of each table
and figure captions below each figure. Each table or
figure must be numbered consecutively in accordance
with their appearance in the text. All figures and tables
should be cited in the text. The data presented in the
tables and figures should not be repeated in the text.
Table headings and figure captions should be self-
explanatory. Figures and pictures must be provided in
high resolution, and pictures (and, if necessary figures)
should be included in the text as *. jpg format.

9. References in the text should be cited in numbers in
square brackets [1] and details of the citations must be
provided in the Literature or References section with
their respective numbers.

10. Mathematical equations should be numbered and
cited in the text.

11. References should be given according to the APA
manual of style. The following formats should be used
for the details of cited references, and the journal names
must be typed in italics. References to the Web
addresses (if necessary, the official web pages should
be preferred) must include full web address and the date
of access.
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Etik Beyani

Akademik GIDA®, gida bilimi ve teknolojisi alaninda
orijinal arastirma ve derleme makalelerinin yayinlandigi
hakemli bir dergidir. Dergi U¢ ayda bir Sidas Medya Ltd.
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yayinlanmaktadir. Derginin genel bilimsel kalitesini
iyilestirmek igin yayinci tarafindan asagdidaki yonergeler
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Yayin Politikasi

Akademik Gida dergisine gonderilen tim makaleler
Dergi Editérleri icin Davranis Kurallari ve En lyi
Uygulama Kilavuzlari ve Dergi Yayincilari igin Davranis
Kurallarinda (Code of Conduct and Best Practice
Guidelines for Journal Editors and Code of Conduct for
Journal Publishers) belirtilen Genel Kilavuzlara uygun
olarak degerlendiriimektedir. Bilimsel yazilar dergiye
gonderiimeden o6nce derginin  Yazim Kurallarinin
okunmasini 6nemle tavsiye ederiz. Yazarlar ayni
zamanda Avrupa Bilim Editorleri Birligi'nin (EASE)
(European Association of Science Editors) Ingilizce
olarak basilacak makaleler igin “Bilimsel Makalelerin
Yazarlari ve Cevirmenleri igin Rehber’e uymalidir.
Yazarlar, insan veya hayvan verilerini iceren
arastirmalari igin Uluslararasi Tip Dergisi Editorleri
Komitesinin (International Committee of Medical Journal
Editors) dnerilerini takip etmelidir.

Makalelerin Degerlendirilmesi

Dergiye gonderilen tim makaleler, bilimsel igeriklerinin
0zglnlugu ve kalitesi Olgutlerine gore degerlendirilir.

Dergiye gonderilen tim yazilar, ilk olarak yayin
ofisindeki (teknik ve genel kalite degerlendiriimesi
acisindan) eleme isleminden geger ve ardindan
teknik ve bilimsel editorler tarafindan degerlendirilir.
ilk degerlendirmeden sonra, editérler (i) dergi
kapsami disinda kalan bir konu hakkinda
hazirlanmis  makaleleri (i) teknik  olarak
eksik/yetersiz makaleleri, (i) kismi ve marjinal artan
sonuglari iceren makaleleri veya ( iv) kotl yazilmis
makaleleri reddetme hakkina sahiptir.

ilk inceleme  sonucunda makalenin ileri
degerlendirme igin uygun olduguna karar verilirse,
dergide yayimlanmak Uzere kaliteli makalelerin
secimini yapmak amaciyla, makaleler gift-korll
(hakemin ve yazar/yazarlarin birbirlerini
gormedikleri) degerlendirme sistemi ile en az iki
bagimsiz hakemden olusan bir degerlendirme
surecinde bilimsel incelemeye alinir.

Hakemler tarafindan talep edilirse, makalenin
hakem gorusleri dogrultusunda yazarlar tarafindan
revize edilmis versiyonu orijinal hakemler tarafindan
tekrar degerlendirilir. Degerlendirmelerin ardindan
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editorler hakem Onerileri dogrultusunda makale
hakkindaki nihai kararlarini verirler. Gerekirse
editorler, hakemlerin istedikleri tim sartlarin yerine
getirilmesi igin yazarlardan ilave revizyon isteyebilir.
Kabul edilen makalelerin son versiyonu, yayin
oncesi taslagin (galley proof) hazirlanmasi igin
teknik editorlere gonderilir. Yazarlardan,
makalelerinin dizgisi hazirlanmig taslaklarini son
kontrol i¢in yayin dncesinde incelemeleri istenir.
Tim makaleler, nihai formlarinda DOI numarasi
almis ve cevrimici olarak pdf dosyalari halinde
yayimlanir. ligili veritabanlarinda bu sekilde
indekslenir.

Yayin Ucreti

Akademik Gida dergisinde makalelerin yayinlanmasi
icin herhangi bir yayin lcreti talep edilmemektedir.

Gizlilik

Editorler, Akademik Gida'ya gonderilen tim makaleleri
tam bir gizlilikle ele alr. Editérler, hakemler haricinde,

COPE tavsiyelerine uyulmadidi takdirde, Uglncu
sahislara makale ile ilgili higbir bilgi vermezler.
Yayinlanmak Uzere dergiye gonderilen makaleler

hakemler icin de gizlidir ve bilimsel degerlendirme igin
aldiklari makalelerin herhangi bir boliminid Gglncl
sahislarla paylagsmalarina veya dagitmalarina izin
verilmez. Suiistimal suphesi oldugunda, hakemlerin
derhal gizli bir sekilde yayin ofisine bagvurmalari nerilir.
Hakemler ayrica, Dergi Editorleri Igin Davranis Kurallari
ve En lyi Uygulama Kurallar ile Dergi Yayincilari igin
Davranis Kurallar'ni (Code of Conduct and Best
Practice Guidelines for Journal Editors and Code of
Conduct for Journal Publishers) takip ederek editore
gizli yorumlarinda belirli bir eylem Onerebilirler.

Akademik Gida, ¢ift-kér bir hakem inceleme sureci
yuratdr, yani calismanin elestirel degerlendirmesini
saglamak i¢in hakemlerin isimleri gizlidir. Hakemlerden,
raporlarinda adlarini veya irtibat bilgilerini
aciklamamalari istenir. Hakem raporlari yazarlara
gonderilemeden énce bu agidan kontrol edilir.

Yazarlik

Bir yazar, bir arastirmanin fikrine veya tasarimina,
verilerin elde edilmesine, verilerin analizine veya
yorumlanmasina blyluk Olgiide katkida bulunan,
makalenin hazirlanmasinda, yazilmasinda veya gézden
geciriimesinde entelektiel igcerige elestirel katki yapan
bireydir. Katkida bulunanlar diger kisiler makalenin
Tesekkir boliminde belirtiimelidir ve galismanin yazari
olarak kabul edilemez. Tim yazarlarin dogru ve tam
isimleri ile ORCID kimlikleri dergiye gonderilen
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makalenin bagslik sayfasinda yer almalidir. Yazarlarin
isimlerinin yaninda calistiklar kurumlar ve
yazigsmalardan sorumlu yazarin gegerli bir adresi
verilmelidir. Yazismalardan sorumlu yazarin telefon ve

faks numaralari ile e-posta adresi makalenin ilk
sayfasinda belirtiimelidir. Tdm yazarlar, goénderilen
makalenin  daha 6nce herhangi bir yerde

yayinlanmadigini ve makale hakkinda Akademik Gida
dergisi nihai bir karar vermeden 6nce makaleyi baska bir
dergiye gondermeyeceklerini garanti etmelidir.

Destekleyen/Finans Saglayan Kuruluglar

Arastirmanin tim finans kaynaklarina iligskin detaylar,
Tesekklr boliminde belirtiimelidir. Yazarlar, resmi
finansman kurum/larinin tam isimlerini ve proje/hibe
numaralarini belirtmelidir.

Yazarlarda Degisiklik

Makalenin Akademik Gida'ya sunulmasindan sonra
yazar isimlerinde degisiklik ancak revizyon sirasinda
gerekli olan ek galismalar durumunda olabilir. Makalenin
yayina kabul edilmesinden sonra herhangi bir
degisiklige izin verilmez. Yazarliktaki degisiklik, hakem
géruglerine verilen cevaplar sirasinda yazismalarda
belirtiimeli ve tim yazarlar tarafindan kabul edilmelidir.
Yazigmalardan sorumlu yazar, yazarlarin sirasi da dahil
olmak Uzere makalenin revize edilmis versiyonundaki
degisikliklerden sorumludur.

Calisma Verilerinde Duzeltme

Yayinlanan verilerin  dogrulugundan tim yazarlar
sorumlu olmalidir. Verilerin dizeltiimesi icin,
yazigsmalardan sorumlu yazardan yayin 6éncesi taslagi
(galley proof) incelemesi ve makalenin
yayinlanmasindan 4 gin &nce dikkatlice duzeltmesi
istenir.

Makalenin Geri Gekilmesi

Bir makalenin geri c¢ekilmesi, gonderim veya yayin
hatalarini dizeltmek igin kullanilir. Yazarlar makaleyi
geri ¢ekebilir ve bu durumda Yayin Etigi Komitesi
(COPE) Geri Cekme Kurallarina [(COPE) retraction
guidelines] uymalidir. Tekrarlanan veya benzerlik orani
yuksek bir yayin, verilerin hileli kullanimi, intihal veya
etik disi arastirma yapilmasi durumunda, makale editor
tarafindan geri c¢ekilecek ve geri c¢ekilen makale
linklerine baglanti korunacak ancak elektronik veri
tabanina (makale sayfasina) bir geri ¢ekme bildirimi
eklenecektir.

Etik Hususlar

Cikar gatismasi.

Yazar/lar basgvuru sirasinda herhangi bir c¢ikar
catismasi varsa beyan etmelidir. Yazar/larin
basvuru sirasinda bilimsel dederlendirme igin en az
lic potansiyel hakem &nermeleri istenir. Onerilen
hakemler calisma arkadaslari, ortak calistiklari
kisiler veya galistiklari kurumlarin Uyeleri olamazlar.
Hakemler makaleyi degerlendirmelerini &nleyen
herhangi bir cikar c¢atismasi olmasi durumunda
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Editorleri bilgilendirmesi ve bu konuda COPE
kurallarina uymasi tavsiye edilmektedir.
Editorler Kurulu Gyeleri veya kurul Gyelerinin ortak

calistiklar  kigiler tarafindan dergiye gonderilen
makaleler icin, degerlendirme sirasindaki
Onyargillart en aza indirgemek amaciyla,

degerlendirme sireci ilgili kurul Gyelerini disarida
tutacak sekilde degistirilerek uygulanir.

Duzeltmeler (revizyonlar) sirasinda, editérler Dergi
Editérleri igin Davranis Kurallari ile En lyi Uygulama
Kilavuzu ve Dergi Yayincilari Igin Davranig
Kurallarini (Code of Conduct and Best Practice
Guidelines for Journal Editors and Code of Conduct
for Journal Publishers) takip ederler.

insan denekleri, hayvan veya bitki igeren
arastirmalar
e Arastirmanin insan denekleri veya hayvanlari

icermesi durumunda, yazarlarin Uluslararasi Tip
Dergisi Editorleri Komitesinin (the International
Committee of Medical Journal Editors) yonergelerini
izlemeleri 6nerilir.

insan denekleri iceren calismalarda, deneklerin
calismaya katilmak igin imzaladiklari onamlar
yazarlar tarafindan saglanmalidir. 18 yasin altindaki
deneklerin galismaya katilmalari igin ebeveyn veya
velileri tarafindan izin verilmelidir.

Test edilen tim denekler igin, makalenin, ilgili
kurallara vel/veya uygun izinlere veya lisanslara
uyumunu gosteren belgelerin sunulmasi gerekir.
Hayvanlar Uzerinde yapilacak her turli arastirma
kurumsal, ulusal veya uluslararasi kurallara uygun
olmali ve etik kurul tarafindan onaylanmalidir.

Bitki materyallerinin toplanmasi dahil, bitkiler
Uzerinde yapilan deneysel arastirmalar, kurumsal,
ulusal veya uluslararasi kurallara uygun olmalidir.
Saha calismalari yerel mevzuata uygun olarak
yapilmali ve uygun izinleri ve/veya lisanslari belirten
bir agiklama makalede yer almalidir.

Yayin suistimali

Akademik Gida dergisi, Dergi Editorleri igin
Davranis Kurallari ile En lyi Uygulama Kilavuzlari ve
Dergi Yayincilar igin Davranis Kurallarini (Code of
Conduct and Best Practice Guidelines for Journal
Editors and Code of Conduct for Journal Publishers)

takip eder.

e Makalenin ayni anda birden fazla dergiye
génderilmesi, intihal, yaymlanmig  makalenin
yeniden yayinlanmasi, etik kurallarin ihlali vb.

supheli bir suiistimal durumunda, arastirmacilar,

hakemler veya okuyucular  Yayin Ofisi
(ogursoy@yahoo.com) ile iletisime gecmeye tesvik
edilir.

e Makaledeki benzerlik orani tek bir kaynaktan

%10'dan fazla olmamak Uzere en fazla %25 ile
sinirflandinimigtir. Bu kosula uymayan makaleler
reddedilir. Bu sartlarin ihlal edilmesi durumunda,
COPE (COPE recommendations) tavsiyeleri
izlenecek ve ilgili tm taraflara bildirilecektir.
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Telif Hakki

Akademik Gida, yayinlanan butin makalelere orijinal
eserin uygun sekilde belirtiimesi ve ticari amagclarla
kullaniimamasi  sartiyla, herhangi bir ortamda
kullanilmasina, dagitilmasina ve ¢ogaltilmasina izin
veren “Creative Commons Attribution 4.0 CC BY-NC”
lisansini  (Creative  Commons  Attribution  Non-
Commercial 4.0 CC BY-NC) tum vyayinlanmis
makalelere uygular. Yayimlanmadan once, Telif Hakki
Devir Formu yazigsmalardan sorumlu yazar tarafindan
imzalanmali ve derginin yayin ofisine goénderilmelidir.
Yayinlanan yazilarin telif hakki Sidas Medya Limited
Sirketi'ne (Cankaya, izmir) aittir. Yazarlar, yayinladiklari
makaleleri serbestge ve ticari olmayan amaglarla,
bltinligu korundugu ve yazarlari, alinti detaylarini ve
yayincilari agik¢a belirtildigi strece kullanma hakkina

sahiptir. Bireysel kullanicilar, yazarlarin fikri ve ahlaki

haklarinin, sayginhiginin ve batanligunin tehlikeye
atimamasi sartiyla, Akademik Gida'da yayinlanan
yazilara erisebilir, indirebilir, kopyalayabilir,

goruntileyebilir ve uyarlayabilir. Kullanicilar herhangi bir
yeniden kullanimin, sahiplerin telif hakki politikalarina
uygun olmasini saglamahldir. Yayinlanan yazilarin
icerigi, ticari olmayan arastirma ve egitim amacli
kopyalanir, indirilir veya baska bir sekilde yeniden
kullanilirsa, uygun sekilde bir atif yapiimali ve ilgili
makaleye bir link [yazarlar, dergi unvani, el yazmasi adi,
cilt, yil ve sayfa numaralari ve yayinlanan link) Derginin
web sitesinde surim] saglanmalidir. Telif hakki
bildirimleri ve feragatnameler silinmemelidir.

XV


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

SiDAS MEDYA

Akademik Gida®
ISSN Online: 2148-015X
https://dergipark.org.tr/tr/pub/akademik-gida

Ethics and Publication Malpractice Statement

Akademik GIDA® is a peer-reviewed journal where
original research and review articles are published
quarterly by Sidas Media Agency Advertisement
Consultation Ltd. (Cankaya, I1zmir, Turkey) in the field of
food science and technology. In order to improve the
overall scientific quality of the journal, following guidelines
have been established by the publisher.

Editorial Policy

General Guidelines stated in the Code of Conduct and
Best Practice Guidelines for Journal Editors and Code of
Conduct for Journal Publishers are followed by all papers
submitted to Academic GIDA. Prior to submission,
authors are highly recommended to read the Journal’'s
Instructions to Authors. Authors should also follow the
European Association of Science Editors (EASE)
Guidelines for Authors and Translators of Scientific
Articles to be Published in English. For any research
involving human or animal data, the recommendations of
the International Committee of Medical Journal Editors
should be followed by the authors of the manuscripts.

Peer Review

All contributions are evaluated according to the criteria of
originality and quality of their scientific content.

e All manuscripts pass through an initial screening
process (technical and overall quality evaluation) in
the editorial office followed by an internal review by
the technical and scientific editors.

After the first evaluation, editors have the right to
decline formal review of a manuscript if it is (i) on a
topic outside the scope of the Journal, (ii) lacking
technical merit, (i) fragmentary and providing
marginally incremental results or (iv) poorly written.
If the manuscript is considered suitable for further
evaluation, manuscripts are double-blind-reviewed
by a peer review system involving at least two
independent reviewers to ensure high quality of
manuscripts accepted for publication.

If requested, the revised version is evaluated by the
reviewers, and editors make a decision about final
acceptance based on their suggestions. If necessary,
further revision can be asked for to fulfil all the
requirements of the reviewers.

The final version is then sent to the technical editor
in order to produce a galley proof, and the authors
receive this proof for final check before publishing.
All manuscripts are posted online as pdf files in their
final form, indexed in databases with the assigned
DOI numbers.
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Publication Fee

Akademik GIDA welcomes article submissions and does
not charge any publication fee.

Confidentiality

Editors handle all papers submitted to Akademik GIDA in
strict confidence. With the exception of reviewers, they do
not disclose any information regarding submissions to
third parties, unless in case of a suspected misconduct,
where COPE recommendations are followed.
Submissions are also confidential for reviewers and they
are not allowed to share or distribute any part of the
manuscripts which they receive for evaluation to third
parties. For a case of suspected misconduct, reviewers
are encouraged to contact the editorial office immediately
in a confidential manner. Reviewers can also recommend
a particular course of action in their confidential
comments to the editor, following Code of Conduct and
Best Practice Guidelines for Journal Editors and Code of
Conduct for Journal Publishers.

Akademik GIDA conducts a double-blind peer review
process, i.e. the names of the reviewers are confidential
to ensure the critical evaluation of the work. Reviewers
are asked not to disclose their names or contact details
in their comments for authors.

Authorship

An author is an individual who substantially contributed to
the idea or design of a research, acquisition of data,
analysis or interpretation of data, was involved in drafting,
writing or revising the manuscript critically for important
intellectual content. Other contributors should be
mentioned in the Acknowledgements section of the
manuscript and cannot be considered as authors of the
study. Correct and full names of all authors and their
ORCID IDs should be on the title page of the manuscript.
Names of authors must be supplemented with their
affiliations and a valid address of the corresponding
author. The phone and fax numbers and e-mail address
of the corresponding author should be stated in the first
page of the manuscript. All authors must guarantee that
the submitted manuscript is not published anywhere
previously and will not be submitted to anywhere before
the editorial board makes a final decision on the
manuscript.

Funding Sources

Details for all funding sources of the research should be
stated in the Acknowledgements. Authors should provide
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the full official funding agency name(s) and grant
number(s).

Alteration in Authorship

Alteration in authorship after the submission of the
manuscript to Akademik GIDA can be justified only by the
additional work required during the revision. Any change
is not allowed after the acceptance of the manuscript for
publication. Alteration in authorship should be indicated
in the responses to reviewers, and should be accepted by
all authors. The corresponding author is primarily
responsible for any alteration in the revised version of the
manuscript, including the order of authors.

Correction of Data

All authors should be responsible for the accuracy of the
published data. For the correction of data, the
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