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ABSTRACT

One of the most consumed and popular food product among consumers across the globe is chocolate and
consumers are becoming evermore demanding of their chocolate all over the wotld. The aim of this study
was to design a dark chocolate enriched with matcha green tea (2%, 3%, 4%) to enhance its antioxidant
activity. The most suitable matcha addition step (mixing, refining, conching, tempering) during chocolate
production process was investigated by using total phenolics and flavonoids, and antioxidant activity (ORAC
and DPPH assays) since phenolics may be destructed during the production process. As expected, increase
in matcha percentage in chocolate formulation resulted in an increase of phenolics and antioxidant activity.
However, addition of more than 3% matcha to the chocolate formulation reduced consumer acceptability.
Keywords: Dark chocolate; matcha green tea; total polyphenols; antioxidant activity; sensory evaluation

MACA YESIL CAYI iLE ZENGINLESTIRILMIS BITTER CIKOLATA
GELISTIRILMESI

oz
Diinya genelinde titketiciler arasinda en ¢ok popiiler olarak tiiketilen gida tirtinlerinden biri ¢ikolatadir
ve tiketicilerin ¢ikolatadan beklentileri giderek artmaktadir. Bu calismanin amaci, antioksidan
aktivitesini arttirmak icin maca yesil cayr (%2, %3, %4) ile zenginlestirilmis bir bitter cikolata
tasarlamaktir. Fenoliklerin tiretim islemi sirasinda tahrip olabileceginden dolayr ¢ikolata Uretim
prosesi sirasinda en uygun maca cayt ckleme asamast (karstirma, inceltme, konglama veya
temperleme), toplam fenolikler ve flavonoidler ve antioksidan aktivite (ORAC ve DPPH yéntemleri
ile) kullanilarak arastirilmustir. Beklenildigi gibi formilasyonda bulunan maga ¢ay1 ylizdesindeki artis,
fenolik igerigin ve antioksidan aktivitenin artmasina neden olmustur. Ancak, % 3'ten fazla maga
ilavesi tiketici begenilirligini ve kabul edilebilirligini azaltmustir.
Anahtar kelimeler: Bitter ¢ikolata; maga yesil ¢ay; toplam polifenol; antioksidan aktivite; duyusal
analiz
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Dark chocolate with matcha

INTRODUCTION

Chocolate is a popular and widely consumed
product around the world. The main ingredients
in chocolate are cocoa liquor, sugar and other
sweeteners, cocoa butter, milk products, flavours
and emulsifiers (Tanabe and Hofberger, 2005).
Chocolate processing steps consist of mixing,
refining, conching and tempering. The main
ingredients are blended in mixing step. Then,
particle size of the mass is reduced and smooth
texture is obtained in refining step (Tanabe and
Hofberger, 2005). In conching step, different time
and temperature treatments are applied until all
ingredients are homogenously dispersed in the
continuous fat phase. Consequently,
crystallization of triacylglycerols in cocoa butter is
provided by shearing chocolate mass at controlled
temperatures in tempering step where small stable
cocoa butter crystals are occurred. As the final
product, chocolate has a glossy appearance, a

good texture and bloom resistance (Tanabe and
Hofberger, 2005; Afoakwa et al., 2008).

The cocoa (Theobroma cacao), raw material of cocoa
liquor and cocoa butter, presents a potentially rich
dietary source of flavonoids such as flavonol
monomers (-)-epicatechin (EC) and (+)-catechin
(C), and oligomers of these monomeric base
units, which are known as the procyanidins
(Andres-Lacueva et al., 2008; Mathur et al., 2002;
Mursu et al., 2004). Polyphenols have gained
much attention due to their possible benefits in
human health such as protective effects against
cardiovascular diseases, cancers and other age-
related diseases arising from antioxidant activities
of these compounds (Nishitani and Sagesaka,
2004; Wollgast and Anklam, 2000). However;
processing parameters such as degree of
alkalization treatment, temperature and time
affect the flavonoid content of chocolates.
Whereas, significant amounts of flavonoids can
be remained in chocolate by applying appropriate
processing conditions (Aachary et al., 2012). Still,
consumers are becoming evermore demanding of
their chocolate all over the wortld. Therefore,
manufacturers are willing to produce value-added
chocolates. For this reason, organic chocolate,
chocolate containing cocoa (70%, 85%, 90%o),
probiotic chocolate, prebiotic chocolate, sugar-

free chocolate, etc (Ozgiiven, 2014) have been
produced until now. In the concept of enhancing
flavonoids of chocolate, dark and white
chocolates enriched with matcha tea are
commercially available now in the international
markets. Matcha tea is finely milled or fine
powdered form of green tea (Camellia sinensis).
Unlike green tea, matcha is grown avoiding direct
sunlight since sunlight affects the composition
and amount of catechins in the tea leaves (Weiss
and Anderton, 2003). After harvesting, leaves are
chopped, rolled and heated to inactivate
polyphenol oxidase enzyme. Hence, significant
amount of catechins in green tea is preserved
(Komes et al., 2010). The major phenolics present
in tea leaves are flavan-3-ols (catechins), which
compose to 30% of their dry weight (Rusak et al.,

2008). The important naturally occurring
catechins in tea leaves are (-
epigallocatechingallate (EGCG), (-
epigallocatechin  (EGC), (-)-epicatechingallate

(ECG), (-)-epicatechin (EC), (+)-gallocatechin
(GC) and (+)-catechin (C) (Manian et al., 2008,
Nishitani & Sagesaka, 2004). Although catechins
are dominant phenolic compounds, tea leaves

also contain up to 4% various flavonols and a
trace of flavones (Rusak et al., 2008).

In this study, by combining dark chocolate and
matcha (2%, 3% and 4%), a chocolate presenting
high phenolic content, was developed. The aims
of this study were to determine the most suitable
chocolate production step (mixing, refining,
conching and tempering) for matcha addition, to
investigate the effect of chocolate production
steps on phenolics and antioxidant activity, and to
optimize a recipe for consumer acceptance due to
possible astringent flavor of tea. This study has a
great potential to serve as the model for a new
product development as a dark chocolate
enriched with high polyphenol content.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Folin-Ciocalteu phenol reagent, Catechin, Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), 2,2"-azobis [2-methylpropionamidine],
dihydrochloride (AAPH) and fluorescein were
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purchased from Sigma-Aldrich Chemical (St.
Louis, MO). Matcha was obtained from Aiya Inc.,
America. Chocolate samples were produced by
Pelit Cikolata ve Gida Sanayi Inc., Turkey.

Production of dark chocolates with and
without matcha

The recipe of bitter chocolate consisting of cocoa
liquor, refined sugar, cocoa butter, soy lecithin,
vanillin and matcha tea is given in Table 1.
Matcha (2%, 3% and 4%) was added by replacing
refined sugar instead of cocoa components in the
formulation in order to prevent decreasing
phenolic content that comes from cocoa. First,
matcha (2%) was added in the formulation in
different production steps (mixing, refining,
conching and tempering) to determine the least
destructive step on phenolics without disrupting

textural properties of the chocolate product.
Then, chocolate samples containing 2%, 3%, 4%
matcha and control chocolate samples without
matcha were produced. 5 kg sample batches were
produced for each run. Ingredients were mixed in
a Mixer (Model UMC-5, Stephan Machinery
GmbH, Hameln, Germany) and refined to 18+2
micron particle size using a 3-roll mill refiner
(Bihler SDY-200, Wohl Associates, Inc,
Bohemia, Czech Republic). After conching in a
Conche (Buhler, Richard Frisse GmbH ELK-02,
Bad Salzuflen, Germany) at 77£3 °C for 12 hours,
tempering was performed using a laboratory scale
mini-temperer (Model TOP, Selmi stl, Via Statale,
Santa Vittoria d'Alba, Italy). Tempered chocolate
was then moulded and cooled in a cooling tunnel
(Model TUN, Selmi stl, Via Statale, Santa Vittoria
d'Alba, Italy).

Table 1. Recipe of bitter chocolate samples

. Control Chgcplate Chgcplate Chgcplate
Ingredients containing 2% containing 3% containing 4%
chocolate
matcha matcha matcha

Cocoa liquor (%) 58.90 58.90 58.90 58.90
Refined sugar (%) 29.60 27.60 26.60 25.60
Cocoa butter (o) 11.10 11.10 11.10 11.10
Soy lecithin (%) 0.39 0.39 0.39 0.39
Vanillin (%o) 0.01 0.01 0.01 0.01
Matcha tea (%) 0 2 3 4

Extraction of phenolic compounds

The extraction of phenolic compounds was
performed according to the method desctibed by
Giiltekin-Ozgiiven et al. (2016). The lipid phase
was removed from 10 g of the ground chocolates
by extracting three times with 45 ml of hexane.
Defatted sample of 1.0 g was extracted with 10 ml
of 80% methanol in water for 10 minutes at 30°C
in the ultrasonic bath (USC900TH, VWR
ultrasonic cleaner, Radnor, PA, USA). The
extracts of the samples were obtained after
centrifugation at 4000 rpm for 10 min at 4°C.

Determination of total phenolics

The amount of total phenolics (TP) in the matcha
and chocolate extracts was determined using the
Folin—Ciocalteu method described by Wollgast
(2004). 300 wl of diluted extracts were mixed with
1.5 ml of 10-fold-diluted Folin—Ciocalteu reagent

and 1.2 ml of 7.5 g/100g of sodium carbonate.
The mixture was allowed to stand for 30 minutes
at room temperature before the absorbance was
measured at 765 nm. Results were expressed as
mg catechin equivalents (CE) per g defatted
chocolate. Samples were analyzed in triplicate.

Determination of total flavonoids
Determination of flavonoids in the matcha and
chocolate extracts was performed according to
the colorimetric assay of Lee et al. (2003). 1 ml of
diluted extracts were mixed with 300 ul of NaNO»
(5%). Then at 5% min, 300 ul of AICI; (10%) and
at 6t min, 1 ml of 1 mol/L. NaOH were added.
After addition of 2.4 ml of water, the absorbance
of the mixtures were determined at 510 nm.
Results were expressed as mg CE per g defatted
chocolate sample. Samples were analyzed in
triplicate.
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Determination of phenolic profile of matcha
Phenolic profile of matcha was determined using
HPLC according to the method described by
Dragovi¢-Uzelac et al. (2005). The liquid
chromatographic system consisted of a Waters
2695 Seperation module and Waters 2996 PDA
dedector fitted with a Waters Supelcosil C18
column (5 um, 250 x 4.6 mm i.d.). The injection
system with 20 ul sample loop was used.
Detection was done at wavelength of 280 nm
(210-360 nm). Elution was carried out at a flow
rate of 1 mL/min under a linear gradient of 3%
acetic acid in water (solvent A) and 3% acetic
acid:25% acetonitrile:72% H>O (solvent B) from
100% A to 30% A in 40 min and then to 20% A
in 45 min, to 15% A in 55 min, to 10% A in 57
min, finally 10% A in 57-75 min. Fine matcha
powder was extracted using 80% methanol in
water in an ultrasonic bath at 30°C for 10 min and
20 ul of the extract was injected into the HPLC.
Individual phenolic compounds were identified
and quantified using curves of phenolic standards.
Results were expressed as mg per g tea sample.

DPPH radical scavenging activity assay
DPPH assay described by Brand-Williams et al.
(1995) was slightly modified and employed in this
study (Sanchez-Moreno et al., 1998). The extract
stock solutions were diluted with water at
different ratios changing between 1/20 and 1/50.
Then, an aliquot of chocolate extracts (0.1 ml) for
each dilution was added to 2.9 ml of 6x10->M of
methanol solutions of DPPH. The reaction was
allowed to take place in the dark at room
temperature for 30 minutes. The absorbance
values were measured at 517 nm. The percentage
of remaining DPPH (DPPHRr%) was calculated
by using the equation (1).

DPPHr% = [(DPPHrt)/DPPHr=0] x 100
(Equation 1)

where DPPHr—y is the concentration of the
DPPH solution at the time of zero and DPPHr is
the concentration of the DPPH after 30 min. The
percentage of remaining DPPH against the
sample concentration was plotted to calculate the
ECsp values (the amount of antioxidant necessary
to decrease by 50% the initial DPPH

concentration).
triplicate.

Samples were analyzed in

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
assay

The ORAC assay was performed according to
method described by Huang et al. (2002). AAPH
(153 mmol/L) and fluorescein stock solutions (4
x 103 mmol/L) were prepared with 75 mmol/L
phosphate buffer (pH 7.4). Fluorescein working
solution (8.16 x10-> mmol/L) was made by
diluting stock solution with 75 mmol/L
phosphate buffer (pH 7.4). 25 ul of diluted
chocolate extracts were mixed with 150 pl of
fluorescein working solution in wells. 75 mM
phosphate buffer was used as a blank. Then, the
plates were allowed to equilibrate by incubating
for 15 minutes in the Synergy™ HT Multi-
Detection ~ Microplate  Reader  (BioTek
Instruments, Winooski, VT) at 37°C. Reactions
were initiated by the addition of 25 pl of AAPH
solution. The fluorescence was then monitored
kinetically for 3 hours with data taken every
minute. ORAC values were calculated according
to Cao and Prior (1999). The area under curve
(AUC) of the samples were determined using
equations 2 and 3 respectively.

AUC =05+ f1/f0 + ... fi /fO + ... + £34/f0 +
0.5(f35/0) (Equation 2)

where fO: initial fluorescence reading at 0 min and
fi: fluorescence reading at time i.

Net AUC= AUCsample — AUCblank
(Equation 3)

The regression equation between net AUC and
Trolox concentration was determined. ORAC
values were expressed as pmol Trolox equivalents
(TE)/g sample using the prepared standard curve.
Samples were analyzed in triplicate.

Sensory Evaluation

Sensory attributes of dark chocolate with matcha
and control without matcha were evaluated to
determine Dbitter taste, mouthfeel, melting,
brittleness, and acceptable matcha taste using a 5-

point hedonic scale (1=dislike extremely,
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3=moderate, 5=like extremely) by 25 panelists
selected from post-graduate students and staff of
the Food Engineering Department of Istanbul
Technical University. Selected panelists were
trained in 3 different sessions to carry out sensory
analysis. They worked under the direction of the
panel leader to develop the glossary of terms and
their definitions and scores for references. In
sensory analysis, the samples were served
monadically, and the serving order of the samples
was randomized. Sensory tests were carried out in
individual air-conditioned booths. Crackers and

taste-free water were provided for palate
cleansing.
Statistical Analysis

All analyses were repeated at least three times
using triplicate samples for each chocolate
sample. The data are presented as mean =*
standard deviation. The significance (p<<0.05) of
the differences between the means was
determined using one-way analysis of variance
(ANOVA) with Duncan’s post-hoc test. The
statistical analyses were performed with the SPSS
v.15 statistical programme (SPSS Inc., Chicago,
USA). The correlation between phenolic content,
flavonoid content and ORAC were performed
using the Microsoft Excel Data Analysis
(Microsoft Corp., Redmond, Wash., USA).

RESULTS AND DISCUSSION
Characterization of matcha

Total phenolic and flavonoid content of matcha
tea extract was found to be 156.6 mg CE/g and
136.2 mg CE/g, respectively. The reverse phase
HPLC analysis was used for the separation and
identification of flavan-3-ols in matcha tea
powder. According to the results, the most
abundant bioactive constituents of green tea were
EGCG (63 mg/g) and EGC (40 mg/g) followed
by EC (11 mg/g) and GC (3 mg/g). The results
of catechins in the matcha are comply with the
study of Weiss and Anderton (2003), who
determined EGCG (57.4 mg/g), EGC (12.6
mg/g), ECG (12.8 mg/g), EC (4.0 mg/g) and C
(0.83 mg/g). Antioxidant activity of the matcha
extract was determined to be 2116 pmol TE/g
and 0.82 mg/ml, respectively in terms of ORAC
and ECsp values, which means that matcha green

tea showed a strong antioxidant activity due to its
high phenolic content. In this case, a low ECsg
value (0.82 mg/ml) is indicative of strong
antioxidant activity.

Incorporation of matcha into dark chocolate

The most suitable chocolate production step for
addition of matcha (2%) without destroying
phenolics was determined considering total
phenolics, flavonoids and antioxidant activity
(Figure 1A, 1B, 1C and 1D). According to the
results of chocolates containing 2% matcha,
addition of matcha in mixing, refining or
conching steps was not statistically significant (P
> 0.05) in terms of TPC, TFC and antioxidant
activity (ORAC and DPPH assays). On the
contrary, a significant increase in phenolic content
of chocolates was observed after addition of
matcha in tempering step. As presented in Figure
1C and 1D, antioxidant activity results of dark
chocolate with matcha (2%) were in agreement
with those of TPC and TFC. Even though
addition of matcha in tempering step was found
to be more preservative method for phenolics, it
was not suitable for chocolate production since
matcha could not be combined with chocolate
homogeneously. For these reasons, matcha was
incorporated into chocolate in mixing step to
ensure homogeneous chocolate samples were
obtained. Therefore, chocolates with 2%, 3% and
4% matcha were produced by adding matcha in
the mixing step. So, chocolate samples containing
2%, 3% and 4% matcha were produced to
increase phenolic content without deteriorating
sensorial properties of the products. Due to bitter
and astringent flavour of phenolic compounds
(Streit et al., 2007), 4% was selected as the upper
limit for matcha addition in chocolate recipe.

TPC, TFC and antioxidant
chocolate samples

After the decision to add matcha in the mixing
step, all chocolate samples containing matcha
(2%, 3% and 4%) were produced in this way. The
final chocolate products were obtained after
tempering step. Total phenolic and flavonoid
content of control chocolate sample without
matcha and chocolate samples containing matcha
(2%, 3% and 4%) was shown in Figure 2A and

activity of
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2B. In the final products, phenolic content of
control and chocolate samples containing matcha
(2%, 3% and 4%) was significantly different from
each other (P < 0.05). As expected, chocolate
samples with 4% matcha exhibited the highest
TPC (21.23 mg CE/g) and TFC (12.21 mg CE/g)
while control chocolates contained the lowest
TPC (16.28 mg CE/g) and TFC (9.49 mg CE/g).
Compared to the control chocolate, TPC
increased 12.32%, 23.68%, 30.41% and TFC
increased 7.76%, 17.32%, 28.59% in chocolates
with 2%, 3% and 4% matcha, respectively. In fact,

total phenolic and flavonoid content of chocolate
samples was comply with the study of Pimentel et
al. (2010) who determined TPC 62.9 pmol CE/g
(18.26 mg CE/g) and TFC 21.6 umol CE/g (6.27
mg CE/g) in datk chocolate containing 71%
cocoa, which was similar to the results of our
control chocolate but lower than the chocolate
samples with matcha. Meanwhile, there was a
positive and significant correlation between total
phenolics and total flavonoids of the chocolate
samples (12 =0.952).
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Figure 1. TPC (A), TFC (B), ORAC (C), ECso (D) of chocolate with 2% matcha after addition of
matcha in mixing, refining, conching and tempering steps.
Values are expressed as mean T standard deviation.

a-e: Means with different letters are significantly different at the level of P < 0.05
TPC: Total Phenolic Content, TFC: Total Flavonoid Content

Meanwhile, the highest ORAC value was
obtained in chocolates with 4% matcha (852 umol
TE/g), followed by chocolates with 3% matcha
(808 umol TE/g), chocolates with 2% matcha
(741 umol TE/g), and control chocolate (682
umol TE/g) (Figure 2C). In compartison to

control chocolate, ORAC values of chocolates
enhanced by 8.65%, 18.48% and 24.93% after
addition of 2%, 3% and 4% matcha, respectively.
Gu et al. (2006), who determined ORAC values
ranging from 516 to 444 pmol of TE/g in
unsweetened chocolate with 49.5% of nonfat
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cocoa solid content, which was lower than
chocolate samples results in this study due to their
higher nonfat cocoa solid (70%) and matcha
green tea content. The ECsp value of the extract
of control chocolate (6.24 mg/ml) was
significantly higher than that of chocolate extracts
containing 2% (5.76 mg/ml), 3% (5.24 mg/ml)
and 4% (4.92 mg/ml) matcha (Figure 2D). The
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lower ECso value indicates a higher antioxidant
activity. In terms of DPPH assay, antioxidant
activity increased 7.69%, 16.01% and 21.20%
after addition of matcha to chocolate samples by
2%, 3% and 4%, respectively. Therefore,
antioxidant activity results measured by ORAC
and DPPH assays are in agreement.

TFC (mg CEfg)

Control % % as

wMixing
Refining
Conching

EC50 (mg TE/mI)

wTempering

Control % 3% 4%

Chocolate samples

Figure 2. Changes in TPC (A) and TFC (B), ORAC (C) and ECso (D) values of control and chocolates
containing 2%, 3% and 4% matcha during chocolate production steps.
Values are expressed as mean T standard deviation.

a-d: Means with different letters are significantly different in each chocolate sample at the level of P < 0.05
TPC: Total Phenolic Content, TFC: Total Flavonoid Content

Changes in TPC, TFC and antioxidant
activity during chocolate production

Figure 2 (A, B, C and D) shows the effect of
chocolate production process on TPC, TFC and
antioxidant activity. A significant increase was
observed in refining step while a significant
reduction was detected in conching step in terms
of TPC, TFC and antioxidant activity. This
process effect is given in Table 2 using the average
results of all chocolate samples including control
chocolate, chocolate samples with 2%, 3% and
4% matcha in terms of TPC, TFC and antioxidant
activity. According to the results, TPC and TFC

of chocolate samples increased by 13.02% and
11.72% during refining step. However, conching
caused a decrease of 15.37% in TPC and 16.94%
in TFC of chocolates. Similarly, antioxidant
activity measured by ORAC and DPPH assays
showed an increase of 10.02% and 8.89% during
refining step. In contrast, conching caused a
reduction of 13.67% and 19.21% in antioxidant
activity in terms of ORAC and DPPH assays.
Therefore, it is possible to say that difference
between the effect of chocolate production steps
on phenolics was statistically significant (P <
0.05).
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Table 2. The effect of refining and conching steps on the TPC, TFC, ORAC and ECsg values of
control and chocolates containing matcha (2%, 3% and 4%).

Percentage Increase by Refining (%)

Chocolate Chocolate

’ *
Control! Chocolate with with 3% with 4% Average
2% matcha
matcha matcha
TPC 11.51 12.60 12.95 15.03 13.02
TFC 11.82 10.94 11.72 12.40 11.72
ORAC 10.43 10.26 9.84 9.54 10.02
EC50 10.23 8.27 8.35 8.69 8.89
Percentage Decrease by Conching (%0)
. Chocolate Chocolate .
Control! Chocolate with with 3% with 4% Average
2% matcha
matcha matcha
TPC 14.92 15.79 14.87 15.90 15.37
TFC 17.69 17.65 17.14 15.27 16.94
ORAC 14.40 14.55 13.66 12.05 13.67
ECso 16.83 20.56 19.24 20.20 19.21

1Control: Chocolate without matcha
TPC: Total phenolic content
TFC: Total flavonoid content

“Standard deviation (<10%) is omitted to simplify the result

Meanwhile, there was a high negative correlation
between the ORAC and ECsvalues (12=-0.942).
Antioxidant activity of chocolate samples were in
accordance with the TPC, which was confirmed
by a strong correlation obtained between the
results (2ZORAC/TPC=0.979, 2DPPH/TPC=-
0.90). Similarly, a high correlation was observed
between the antioxidant activity and flavonoid
compounds of chocolates (r2ORAC/TFC=0.985,
t2DPPH/TFC=-0.921) as well, which implies that
the antioxidant potential of chocolate was directly
related to their phenolic content.

Sensory Evaluation

The chocolate samples were evaluated for
bitterness, acceptable matcha taste, brittleness,
melting rate and smooth mouthfeel attributes
(Figure 3). Por bitterness and acceptable matcha
taste, there was no significant difference among
chocolates with 2% matcha and control (P >
0.05). However, for acceptable taste of matcha,
there was a significant difference between
chocolates with 2% matcha and chocolates with
3% and 4% matcha. In relation to brittleness, the
chocolates with 2% and 3% matcha and the
control were scored the highest with no

significant difference among them (P > 0.05).
Furthermore, the melting rate and smooth
mouthfeel of the chocolates significantly
decreased due to addition of matcha (P < 0.05).
This study indicates that maximum 3% matcha
addition was acceptable for consumer, but adding
matcha more than 3% in datk chocolates reduce
the consumer acceptability.

CONCLUSIONS

In summary, matcha green tea powder may be
used as a value-added ingredient besides being a
beverage due to exhibiting a strong antioxidant
activity. In dark chocolate product, the results
were successful. As expected, a significant
increase in phenolic content was obtained by
adding 2%, 3% and 4% matcha (P < 0.05).
However, according to sensory test results using
matcha more than 3% causes undesirable taste in
bitter chocolates. Adding matcha in tempering
step causes less destruction on phenolics but
matcha could not be mixed with chocolate
homogencously. Therefore, it was preferred to
add matcha in mixing at the beginning of the
process.
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Acceptable matcha
taste =

Bitterness

W Smooth mouthfeel

Brittleness

e=p==Control

W==2% Matcha e=e=3% Matcha e=e=4% Matcha

elting rate

Figure 3. Spider diagram showing the sensory profile of control and chocolates with 2%, 3% and 4%
matcha.
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes is one of the food-borne pathogens that cause major health problems wotldwide. Application
of essential oils (EOs) is used to control this pathogen and reduce microbial levels. The aim of the present study
was to investigate the antibacterial activity of 15 different EOs obtained from plants on L. monocytogenes strains
from ready-to-eat foods. In this study, thyme oil (mean zone 24.850%3.714 mm) showed the highest antibacterial
activity against L. monocytogenes. Clove oil (mean zone 12.383%2.215 mm) and sage oil (mean zone 11.117+3.170
mm) were also determined high antibacterial activity. Ginger oil and gatlic oil did not have any antibacterial activity
against L. monocytogenes strains. This study shows that using of EOs against food-borne pathogens in food systems
could be useful.

Keywords: Essential oils, antibactetial activity, Listeria monocytogenes, disc diffusion method

gE§iTLi UCcucCu YAGLARIN TUKETIME HAZIR GIDALARDAN iZOLE
EDILEN LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARI UZERINDEKI
ANTIBAKTERIYEL AKTIVITESI

oz
Listeria monocytogenes diinya capinda 6nemli saglik sorunlarina neden olan gida kaynakli patojenlerden
biridir. Ucucu yaglarin (EOs) uygulanmasi, patojenlerin kontrol edilmesi ve mikrobiyel seviyelerin
azaltilmast amactyla kullanilan yontemlerden biridir. Bu ¢alismanin amact, bitkilerden elde edilmis olan 15
farklt EOs’un titketime hazir gidalardan izole edilmis olan L. monocytogenes suslart izerindeki antibakteriyel
aktivitesini arastirmaktir. Bu ¢alismada, kekik ugucu yaginin (ortalama zon ¢apt 24.850+3.714 mm) L.
monocytogenes’e karst en yiksek antimikrobiyel aktiviteyi goésterdigi belirlenmistir. Karanfil ugucu yagi
(ortalama zon ¢apt 12.383%2.215 mm) ve adagayi ucucu yagi (ortalama zon capt 11.117£3.170 mm) ise,
diger yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip ucucu yaglardir. Zencefil ugucu yagt ve sarimsak ugucu yaginin,
L. monocytogenes suslarina karst antibakteriyel etkisi saptanamamustir. Bu ¢alisma, gida sistemlerinde gida
kaynakli patojen bakterilere karst EO’larin kullanilmasinin yararlt olabilecegini géstermektedir.
Anahtar kelimeler: Ucucu yaglar, antibakteriyel aktivite, Listeria monocytogenes, disk diftizyon yéntemi
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INTRODUCTION

Food safety is becoming an important part of
consumers lives from farm to fork (Kuan et al,,
2017). Foods may become contaminated with
microorganisms at any stage of production,
processing, distribution, storage or preparation.
Nowadays, recent food trends have focused on
unprocessed or natural foods that do not contain
chemical preservatives (Oggiano, 2015). Essential
oils (EOs) obtained from plants promise as
alternative substances for food safety (Sakkas and
Papadopoulou, 2017; Imane et al, 2020).
Moreover, EOs are also a good alternative to
chemical or synthetic preservation agents in food
industry (Moreira et al., 2005; Paparella et al.,
2008; Gouveia et al., 2016).

EOs are volatile secondary metabolites that can
be extracted from all parts of plants such as buds,
gums, blossoms, flowers, leaves, stems, twigs,
seeds, fruits, roots, wood, or bark depend on the
growing species (Winiska et al., 2019; Cho et al.,
2020; Jarzebski et al., 2020). EOs are generally
recognized as safe (GRAS) by the US Food and
Drug Administration (FDA) (Trinetta et al., 2017;
USFDA, 2019). EOs are commonly used in areas
such as food, medicine and cosmetics with their
properties such as antibacterial, antimycotic,
antifungal, antiviral, antiparasitic, antitoxigenic,
anticancer, anti-inflammatory and antioxidant
activity. These characteristics may be related to
the function of parts of plants (Vazquez-Sanchez
et al., 2015; Moussaoui and Alaoui, 2016; dos
Santos et al.,, 2018). EOs are complex mixtures
containing about 500 compounds, such as
alcohols, esters, ethers, terpenoids, aldehydes,
phenol and phenol ethers (Stefanakis et al., 2013;
Vazquez-Sanchez et al., 2018). However, the
chemical composition of EOs may differ. The
chemical composition responsible for the
antimicrobial properties of EOs is influenced by
climate and geographical conditions such as
harvesting, storage and isolation techniques
(Alexopoulos et al., 2011). There have been more
than 3000 EOs, with approximately 300 of which
are commercial (Stefanakis et al., 2013; Sakkas and
Papadopoulou, 2017). These EOs can be
extracted from different parts of the aromatic
plants using various methods such as water or

steam distillation, solvent extraction, expression
under pressure, supercritical fluid and subcritical
water extractions. Among of these methods,
distillation is the most commonly used (Viuda-
Martos et al., 2011; Yagi et al., 2016; Fancello et
al., 2020; Imane et al., 2020).

EOs exhibit significant antimicrobial activity
against food-borne pathogens such as Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aurens, Escherichia coli,
Salmonella, and Bacillus cerens (Ozogul et al., 2015;
Guo etal., 2019; Al-Nabulsi et al., 2020). EOs can
also be evaluated against various fungal species
(Vinda-Martos et al, 2011; Sakkas and
Papadopoulou, 2017). This antibacterial activity
can be explained by the damage of EOs to the cell
membranes, genetic materials and enzyme
systems of bacteria and degradation of
phospholipid double layers (Moreira et al., 2005;
Viuda-Martos et al, 2011; Gines and
Tihminlioglu, 2017). Moreover, many EOs are
reported to contain antimicrobial compounds
such as thymol, carvacrol, eugenol and
cinnamaldehyde (Herman et al., 2016; Tariq et al.,
2019; Cho et al., 2020; Xiao et al., 2020). Gram
positive bacteria are more sensitive to EOs than
Gram-negative bacteria because Gram negative
bacteria are composed of two layers that protect
the cell and give it a hardness to the cell
Therefore, this outer membrane gives the
bacterial surface a strong hydrophilic property
(Viuda-Martos et al, 2011; Sakkas and
Papadopoulou, 2017).

L. monocytogenes is one of the most important
foodborne pathogens (Guo et al., 2019) and can
cause an important public health problem with
high mortality and morbidity rates (Lee et al,
2018; Stratakos, et al., 2020). L. monocytogenes
infection entitled listeriosis can lead to disease
during vulnerable stages of life such as newborn,
pregnant woman, elderly and persons with
immunocompromising conditions individuals
(Gomez et al, 2014). Listeriosis can cause
important health problems such as gastroenteritis,
septicemia, meningitis, —meningoencephalitis,
endocatditis, and fetal losses (Zhu et al., 2017;
Desai et al., 2019; Nichols et al., 2020). L.
monocytogenes can be found in various food groups
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such as milk and dairy products, meat and meat
products, seafood, vegetables and ready-to-eat
foods (Lee et al., 2018). L. monocytogenes grows
between 0.4 and 50 °C (Zhu et al.,, 2017; Guo et
al., 2019). Therefore, the development of this
pathogen in refrigerator conditions makes food
preservation difficulties. As an alternative to the
cooling process for controlling I.. monocytogenes in
foods, non-thermal processing methods can be
used as well as traditional methods. Adding
natural antimicrobial agents such as bacteriocin,
EOs, enzyme, organic acids to foods is one of the
most remarkable effective applications in recent
years (Nichols et al., 2020).

The purpose of this paper was to provide an
overview of the antibacterial activity of EOs
considered suitable for application in or on foods.
Based on this idea, antibacterial activity of 15
different EOs against L. monocytogenes strains
previously isolated from ready-to-eat food in
Ankara was determined using disc diffusion
method.

MATERIALS AND METHODS

Essential Oils

Fifteen different herbal EOs (purity =98%,
Balen™, Ankara) purchased from herbalists in
Ankara were used in this study. All of the EOs
used in this study were produced by distillation
method by the manufacturer. In addition, the
purity and chemical composition of EOs were
determined by the manufacturer. Essential oils
used in this study were: rosemary (Rosmarinus
officinalis L), peppermint (Mentha x piperita),
eucalyptus (Ewcalyptus globulus), thyme (Thymus
vulgaris L), laurel (Lawurus nobilis L), juniper
(Juniperus communis L), St. John’s Wort (Hypericum
perforatum L), ginger (Zingiber officinale), black seed
(Nigella Sativa 1), clove (Syzyginm aromaticum), sage
(Salvia  officinalis), pine turpentine  (Pinus
terebenthinae), gatlic  (Allium  sativum L)), dill
(Anethum  graveolens 1), and cumin (Cuminum
eyminum L). All of these EOs were stored at room
temperature in the dark condition.

Bacterial Strains
In this study, 29 different L. monocytogenes strains
isolated from ready-to-eat foods in Ankara

previously and one reference strain (Listeria
monocytogenes ATCC 7644) were obtained from the
culture collection of Food Microbiology
Laboratory, Department of Food Engineering,
Ankara University, Ankara, Turkey. These strains
inoculated on Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck™,
Germany) and Brain Heart Infusion (BHI) broth
(Merck™, Germany) and incubated at 35°C for
24 h. All of the strains were stored at —20°C in
30% (v/v) glycerol (Metck™, Germany) until
tested.

Determination of antibacterial activity
Antibacterial activity of the EOs against L.
monocytogenes strains was performed using the agar
diffusion method as recommended by de Aguiar
et al, 2018. As a preliminary step, EOs were
sterilized by passing thorough 0.22 um pore-size
membrane filters as described by Cava et al
(2007) and then sterile discs (6 mm diameter white
disc) (Oxoid Itd, ES) were impregnated with
approximately 15 pL of each steril EOs. All of the
discs were soaked for 18 h at room temperature
under aseptic condition. For preparation of the
bacterial suspension from overnight culture,
turbidity was visually adjusted to that of a 0.5
McFarland  turbidity — standard ~ (~1.5x108
CFU/mL) using sterile TSB. Ten mL of the
bacterial suspensions were added to 90 mL
Tryptic Soy Agar (TSA) (Sigma™, Germany).
Then, this medium was mixed with a shaker and
poured into each sterile petri dishes. After
solidification, the discs impregnated with 15 pL. of
different EOs were placed on the surface of petri
dishes. Disks with gentamicin (10 mg) were used
as positive control. Negative control discs were
soaked with the sterile distilled water. The plates
containing discs were kept at room temperature
for at least 30 minutes before incubated at 37°C
for 24 h. At the end of the incubation times, the
inhibition zone diameters were measured by a
clean ruler. The sensitivity to the different EOs
was classified as follows: not sensitive (-) for
diameter less than 8 mm; sensitive (+) for
diameter 9-14 mm; very sensitive (++) for
diameter 15-19 mm and extremely sensitive
(+++) for diameter larger than 20 mm (Ponce et
al., 2003). All tests were performed in duplicate.
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Statistical analysis

In our study, measurements related to
quantitative variables are summarized with mean
and standard deviation. The comparisons
between groups in terms of measurement
averages were tested with variance analysis
(ANOVA). When the ANOVA test is found to
be significant, sub-sets related to the groups were
created with the Post Hoc (Tukey b) test. The
significance level was accepted as 5%. The
analyzes were carried out using SPSS (Version 25)
software.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, the antibacterial effects of 15
different commercially purchased EOs on L.
monocytogenes  strains were investigated. When

making measurements, completely transparent
diameters formed around the discs were taken
into account as the inhibition zone. The
formation of the inhibition zone around the disc
was shown in Figure 1. The average values of
antibacterial inhibition zones for different EOs
against L. monocytogenes were showed in Table 1.
As can be seen in Table 1, when the zone
measurement averages were compared, a
statistically significant difference was found
between the types of EO (FF=234,629; p<0,001).
The susceptibility of 30 different L. monocytogenes
strains to EOs was in Table 2. Moreover, zone
measurement averages for EO types were shown
in Figure 2 with 95% confidence intervals.

Table 1. Average zone diameters (mm) and standard deviation values of herbal EOs*

Essential oils Mean

Ginger 0.000£0.0007
Gatlic 0.000£0.0002
St. John’s Wort 0.100£0.548~
Cumin 0.133%0.7302
Laurel 0.150£0.8222
Juniper 0.267%+1.0152
Eucalyptus 2.76712.932b
Pine tutpentine 3.950£3.687>
Black seed 4.233%3.586b
Dill 7.43312.511¢
Rosemary 8.450£1.936¢
Peppermint 8.45013.749¢
Sage 11.117£3.1704
Clove 12.383+2.2154
Thyme 24.850£3.714¢

F: 234.629; p<0.001

*The difference between the mean values of essential oil types was statistically significant (F=234.629; p<0.001).
The smallest significant difference test (LSD: Least Significant Difference) was performed for multiple
comparisons to determine the source of the differences. In case of no significant difference between the groups,

the mean values were indexed with the same letter.
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Table 2. EOs susceptibility of Listeria monocytogenes strains
b

a + ++€ 444
Essential Oils - P
n % n % n % n /o

Ginger 30 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Garlic 30 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
St. John’s Wort 30 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Cumin 30 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Laurel 30 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Juniper 30 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Eucalyptus 28 93.3 2 6.7 0 0.0 0 0.0
Pine turpentine 26 86.7 4 13.3 0 0.0 0 0.0
Black seed 24 80.0 6 20.0 0 0.0 0 0.0
Dill 14 46.7 16 53.3 0 0.0 0 0.0
Rosemary 12 40.0 18 60.0 0 0.0 0 0.0
Peppermint 10 33.3 20 606.7 0 0.0 0 0.0
Sage 4 13.3 24 80 2 6.7 0 0.0
Clove 2 6.7 22 73.3 6 20.0 0 0.0
Thyme 0 0.0 0 0.0 3 10.0 27 90.0

- : <8 mm ( not sensitive)
+ : between 9 mm and 14 mm ( sensitive

++: between 15 mm and 19 mm (very sensitive)
+++ 220 mm (extremely sensitive)

Figure 1. The formation of the inhibition zone around the disc (Listeria monocytogenes ATCCT7644)
(Disc 1: thyme oil, disc 2: clove oil, disc 3: St. John’s Wort oil, disc 4: cumin oil, disc 5: laurel oil, disc 6: Pine
turpentine oil, disc 7: garlic oil, disc 8: eucalyptus oil).
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Figure 2. Subsets for different Eos types and comparison of mean zone diameters (with 95%
confidence interval)
Group a: Ginger oil (1), Garlic oil (2), St. John’s Wort oil (3), Cumin oil (4), Laurel oil (5), Juniper oil (6)
Group b: Eucalyptus oil (7), Pine turpentine oil (8), Black seed oil (9)
Group c: Dill oil (10), Rosemary oil (11), Peppermint oil (12)
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Group d: Sage oil (13), Clove oil (14)
Group e: Thyme oil (15)

According to the results, the most effective
antibacterial activity was found to be against
thyme oil (mean zone 24.850 * 3.714 mm). This
antibacterial effect was followed by clove oil
(mean zone 12.383 + 2.215 mm) and sage oil
(mean zone 11.117 * 3.170 mm). In this study,
the lowest antibacterial activity of EOs were St.
John's wort oil (mean zone 0.100 £ 0.548 mm),
cumin oil (mean zone 0.133 * 0.730 mm), laurel
oil (mean zone 0.150 £ 0.822 mm), and juniper oil
(mean zone 0.267 = 1.015 mm), respectively. In
addition, ginger oil and gatlic oil did not show any
antibacterial activity against the L. monocytogenes
strains used in the study.

When the antibacterial activity of EOs was
examined, it was possible to form five
homogeneous EOs groups (Figure 2). In our
study, thyme oil samples were showed the highest
antibacterial activity against to all L. monocytogenes
stains with an average zone diameter of
24.850£3.714 mm. Thyme oil was classified as
group “e” in Figure 2. We found that 90% (27/30)

of L. monocytogenes strains were extremely sensitive
to thyme oil and 10% (3/30) were very sensitive.
Our findings were similar to previously published
report. Viuda-Martos et al. (2011) reported that
thyme oil (20 uL)) had high inhibitory effects on
three bacteria tested: 38.00 mm, 16.50 mm and
19.83 mm for L. innocua, Serratia marcescens and
Psendomonas fluorenscens, respectively. Similarly, Hu
et al. (2018) investigated the antibacterial effect of
thyme oil on L. monocytogenes, S. Typhimurium,
Stap. anrens and E. coli O157: H7 and found
average zone diameters of 23.60 mm, 20.01 mm,
14.07 mm and 22.47 mm, respectively. Moreover,
Canberi et al. (2020) found that thyme oil had
high antibacterial effect against Stap. aureus strains
with an average zone diameter of 23.203 mm.
However, in contrast to our findings, Moreira et
al. (2005) reported that thyme oil showed lower
antibacterial activity against E. co// strains and
obtained zone diameters between 10-12 mm.
High antibacterial activity of thyme oil may be
related to the high thymol and carvacrol content,
which can form hydrogen bonds with the active
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site of many enzymes due to the acidic nature of
the hydroxyl group (Witiska et al., 2019).

Clove oil and sage oil used in our study were in
the second group entitled “d” in Figure 2 with the
highest  antibacterial  activity — against L.
monocytogenes strains. Clove oil was found to be the
most effective EO after thyme oil with an
inhibition zone diameter of 12.383%£2.215 mm. In
this study, while 20% (6/30) of L. monocytogenes
strains were very sensitive to clove oil, 73.3%
(22/30) of L. monocytogenes strains wete sensitive to
that. In addition to these results, 6.7% (2/30) of
L. monocytogenes strains were not sensitive to clove
oil. Consistent with our results, de Aguiar et al.
(2018) reported that clove oil showed an
antibacterial activity against Streptococcus  suis
isolates with an inhibition zone diameter of 6.0-
28.0 mm (mean zonel5.8+5.0 mm). In contrast
to our study, Condo et al. (2020) found that clove
oil had a weak antibacterial effect against E. co/,
Klebsiella pnenmoniae, Psendomonas aernginosa, Stap.
anrens and S. epidermidis and also no antibacterial
activity of clove oil was detected against Ent.
Saecalis and  Streptococcus pyogenes. In our study,
antibacterial activity of sage oil against L.
monocytogenes strains was similar to antibacterial
activity of clove oil. The average value of the
inhibition zone diameter measured for sage oil
was 11.117£3.170 mm. The measurements of the
inhibition zones were lower than that reported by
Radinz et al. (2019) who investigated the
antibacterial activity of clove oil on L. monocytogenes
and reported the average inhibition zone diameter
as 247 mm. Moreover, higher antibacterial
activity of sage oil was published by Miladinovié
and Miladinovi¢ (2000) who reported that the
antibacterial effect of sage oil against S7ap. aureus,
E. coli, and B. subtilis, and measured inhibition
zone diameters of 19.05+0.23 mm, 19.20%£0.57
mm and 20.20£0.84 mm, respectively. Eugenol,
the main component of clove oil, has an
inhibitory effect on L. monocytogenes (Tariq et al.,
2019). The antibacterial activity of sage oil can be
explained by the presence of components such as
camphor, thujone and 1,8-cineole (Ghorbani and
Esmaeilizadeh, 2017).

The third group in Figure 2 consists with
peppermint oil, rosemary oil and dill oil. In our
study, the average zone diameters measured for
rosemary oil, peppermint oil and dill oil were
8.450£3.749 mm, 8.450%1.936 mm and
743312511 mm, respectively. Additionally,
66.7% (20/30) of L. monocytogenes strains were
found to be sensitive to peppermint oil, 60.0%
(18/30) to rosemary oil and 53.3% (16/30) to dill
oil. On the other hand, 33.3% (10/30) of L.
monocytogenes  strains were not sensitive to
peppermint oil, 40.0% (12/30) to rosemary oil
and 46.7% (14/30) to dill oil. Similar results has
been previously reported by Hu et al., (2018) who
determined the antibacterial activity of rosemary
oil against L. monocytogenes strains and obtained the
average zone diameters of 9.87 mm and 6.83 mm.
In addition, they did not find antibacterial effect
of peppermint oil on L. monocytogenes. de Aguiar et
al. (2018) were also obtained that peppermint oil
showed antibacterial effects against Szrep. suis
isolates with a zone diameter of 16.4 mm. Esmael
et al,, (2020) found that the antibacterial effect of
rosemary oil against S. aureus and Stap. epidermidis
and measured inhibition zone diameters of 12.5
mm and 15.18 mm, respectively. Opposite result
has been previously reported by Elgayyar et al.
(2001) who found that L. monocytogenes was not
sensitive to rosemary oil and dill oil. In consistent
with our results, the antibacterial activity of dill oil
against B. cereus, Stap. anreus, E. coli and Salmonella
tphi has also been reported by Hojjati (2017) who
revealed that inhibition zone diameters measured
for dill oil was found to be 1.33£0.31 cm,
1.30£0.08 cm, 1.2320.82 cm, and 1.44£0.06 cm,
respectively. According to statistical data, the
group “b" containing black seed oil, pine
turpentine oil and eucalyptus oil showed low
antibacterial activity against pathogen bacteria in
this study. While 20% (6/30) of L. monocytogenes
strains were sensitive to black seed oil
(4.233£3.586 mm), 80% (24/30) of the strains
were not sensitive to black seed oil. Inhibition
zone diameters measured for pine turpentine oil
and eucalyptus oil were found to be 3.950 £ 3.687
mm and 2.767£2.932 mm, respectively.
Moteover, 13.3% (4/30) of L. monocytogenes strains
were sensitive to pine turpentine oil, and 6.7%
(2/30) of strains were sensitive to eucalyptus oil.
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In accordance with our results, Nair et al., (2005)
reported that antibacterial activity of black seed
oil with average inhibition zone diameters ranging
from 28.20+2.00 mm to 39.50£1.10 mm was
detected against L. monocytogenes strains. Similatly,
Viuda-Martos et al., (2011) found that black seed
showed antibacterial activity with an average 19
mm inhibition zone diameter against L. innocua.
Finally, Ozogul et al., (2015) investigated the
antibacterial activity of eucalyptus oil and pine oil
against E. co/i strains, and determined the average
inhibition zone diameters of 2.75%£0.07 mm and
5.25%0.35 mm, respectively.

The group entitled “a” with the lowest
antibacterial activity in our study included juniper
oil, laurel oil, cumin oil, St. John's Wort oil, garlic
oil and ginger oil. We found all L. monocytogenes
strains showed no sensitivity to gatlic oil and
ginger oil. At the same time, the average inhibition
zone diameters for juniper oil, laurel oil, cumin oil,
and St. John's wort oil were measured as
0.267£1.015 mm, 0.150£0.822 mm, 0.133+0.730
mm and 0.100£0.548 mm, respectively. In this
group, we can say that these EOs did not have a
good antibacterial activity on L. monocytogenes
strains. In contrast to our findings, Canberi et al.
(2020) examined the antimicrobial activity of
juniper oil, lautel oil, cumin oil, St. John's Wort
oil, garlic oil and ginger oil against S. aureus strains
and found average zone diameters 6.49 mm, 6.33
mm, 6.51 mm, 6.21 mm, 6.27 mm and 6.25 mm,
respectively. Moreover, antibacterial activity of
garlic oil against Stap. aureus was measured by
Khashan (2014) who reported that the zone of
inhibition was 23 mm. When our results are
compared with the results obtained Khashan
(2014) and Canberi et al. (2020), gatlic oil was
more effective on S. aureus.

CONCLUSIONS

In this study, the antibacterial activity of some
EOs against L. monocytogenes strains from ready-to-
eat foods has been demonstrated using disc
diffusion method. Thyme oil is particulatly
promising by inactivating L. monocytogenes strains.
Consequently, the EOs could be used alone or in
combination with antibacterial agents to control
food-borne bacteria, although more in vivo

studies on the safety and the effect of EOs are
needed.
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Starter kultir, kontrolli kosullarda standart kiltir elde etmek icin endtstride kullanilan
mikroorganizmalardir. Mayalar destekleyici kiiltiitler olarak fermente trtinlerin olgunlasmasinda, aroma ve
kivamin gelismesinde katkida bulunmaktaditlar. Cryprococcus humicola suslant birgok peynir ¢esidinde dogal
olarak bulunmaktadir. Bu mayanin gida endustrisinde kullanilabilmesi icin starter zelliklerinin belitlenmesi
oldukea 6nemlidir. Bu ¢alismada peynirden izole edilen 8 Cyrptococcus humicola maya izolatlatimin bazi starter
kiiltiir 6zelliklerinin belitflenmesi amaglanmistir. Maya izolatlarinin proteolitik ve lipolitik aktiviteleri, maya
iceren steril disklerin etrafinda olusan seffaf zonlara gore tayin edilmistir. Mayalarin proteolitik aktiviteleri
sonucu olusturduklart seffaf zon c¢aplartin biiytiklikleri 10.23-17.40 mm arasinda Olgiliitken, lipolitik
aktiviteleri sonucu olusan zon caplart ise 9.12-12.44 mm arasinda degismistir. 8 maya izolatindan 2 izolat (C.
humicola MBP2 ve MBP3) tireyi hidroliz edemezken, 1 izolat (C. humsicola MBPT) treyi gicli hidroliz etmistir.
Farkli tuz konsantrasyonlarinda maya izolatlarinin (MBP4 ve MBPG6 izolatlart haric) en yitksek canliligin %4
NaCl konsantrasyonunun oldugu tespit edilmistit. Ayrica, C. humicola MBP4 ve MBPG izolatlart hari¢ diger
izolatarin 37°C’de daha yuksek canlilik degetletine sahip oldugu beliflenmigtir. Mayalatin amilaz enzim
aktiviteletinin 8.87-14.54 mm arasinda degismektedir.

Anahtar kelimeler: Maya, starter aktivite, proteolitik aktivite, lipolitik aktivite, Cryptococcns humicola.

INVESTIGATION OF STARTER ACTIVITY OF THE YEAST SPECIES
CRYPTOCOCCUS HUMICOLA ISOLATED FROM WHITE CHEESE

ABSTRACT
Starter culture are microorganisms used in industry to achieve standard culture under controlled
conditions. Yeasts as supportive cultures contribute to the development of ripening, aroma and
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C. humicola suslarinin starter aktiviteleri

consistency of fermented products. Cryprococcus humicola strains are naturally found in many cheese
varieties. To use this yeastin the food industry, itis very important to determine the starter properties.
In this study, it was aimed to determine some starter culture properties of 8 Cyrptococcus humicola yeast
isolates isolated from cheese. Proteolytic and lipolytic activities of these isolates were determined
according to clear zones around the sterile discs. The diameters of clear zones of the yeasts were
measured in the range of 10.23 mm to 17.40 mm at proteolytic activity whereas zone diameters were
measured in the range between 9.12 mm and 12.44 mm at lipolytic activity. While two isolates (C.
humicola MBP2 and MBP3) from eight yeast isolates could not hydrolyze urea, one isolate (C. bumicola
MBP7) effectively hydrolyzed urea. At different salt concentrations, yeast isolates (except MBP4 and
MBPG6 isolates) were found to have the highest viability at 4% NaCl concentration. Except for C.
humicola MBP4 and C. humicola MBPG isolates, other isolates had higher viability values at 37°C. The
amylase enzyme activity zone diameters of the yeasts were measured between 8.87-14.54 mm.
Keywords: Yeast, starter activity, proteolytic activity, lipolytic activity, Crypfococeus humicola.

GIRIS
Beslenme aligkanliklarimizda siit ve siit Griinleti
Onemli bir yer tutmaktadir. Diinyada siit Giriinleri
icinde en fazla tiketilen stt driind ise peynirdir
(Eroglu ve Ozcan, 2018). Peynir icerdigi yiiksek
biyolojik  degerli proteinler, vitaminler ve
mineraller bakimindan besin degeri bakimindan
olduke¢a zengindir. Diinyada ve tlkemizde hem
peynir dretimi hem de peynir tiketimi gln
gectikce artmaktadir (Kara ve Akkaya, 2015).

Starter kultirler cesitli stt trtnlerinin Gretiminde
lezzet, yapt, tekstiir ve gériiniim bakimindan arzu
edilen nitelikleri kazandirmak amaciyla, siite
katilan secilmis mikroorganizmalarin kultirleri
olarak tanimlanitlar. Endistriyel boyutta Beyaz
peynir Uretiminde ise pastdrize inek, koyun ve
keci  sutleri  kullamlir.  Site  uygulanan
pastorizasyon islemleri, patojen ve zarath
mikroorganizmalarin yaninda mevcudiyeti arzu
edilen ve starter kiltir olarak  bilinen
mikroorganizmalarin cogunun da tahtip olmasina
neden olur. Bu nedenle uygulanan ist islemleri
sonrast arzu edilen tat ve aroma da peynir elde
edebilmek icin belirli mikroorganizmalarin saf
veya karisik kiiltiirlerinin kullanimi teknolojik bir
zorunluluk haline gelir (Tekinsen, 2000; Oguz ve
Andig, 2020). Ancak tlkemizde endistriyel
boyutta starter kiiltiir iretiminin olmamasi, peynir
treticilerinin disa bagimli hale getirmistir bu da
tlkemizdeki starter kiltiir calismalarina olan ilgiyi
artirmaktadir (Soran ve Celik, 2018).

Peynir cesitlerine 6zgl aromayi, tadi ve yapisal
6zellikleri belitleyen ise peynir mikrobiyotasindaki
mikroorganizmalardir.  Peynir  iretiminden

peynirin olgunlasmasina kadar gecen siirede
kullantlan  mikroorganizmalar birincil — starter
kiltirler ve ikincil starter kiltirleri olarak
gruplandinlitlar. Birincil starter kiltlrler arasinda
cogunlukla laktik asit bakterileri yer alir ve bu
bakteriler laktozdan laktik asit iiretimi ile peynirin
karakteristik  tadt i¢in gerekli bir takim
biyokimyasal olaylardan sorumludurlar (Itrlinger
vd., 2017). Tkincil starter kiltiirler ise mayalar,
kiifler, propiyonik asit bakterileri, kotineformlar,
stafilokoklar ve starter olmayan laktk asit
bakterileridir  (Girsoy ve Turkmen, 2018).
Oldukg¢a heterojen olan bu grup peynitin
olgunlasma sitirecinde aktif rol oynamaktadir
(Picon, 2018). Peynirin olgunlasma agamasinda
ikincil starter kaltirlerin aktiviteleri, peynirin
olgunlasma siiresini, endustriyel boyutta uretilen
peynirin tipini ve en 6nemlisi olusan peynirin
lezzetini etkilemektedir (Cotter ve Beresford,
2017; Lee vd., 2018; Oguz ve Andig, 2020).

Peynir tipi ile yakin iliskili olan mayalar,
peynirlerin sert veya yart sert olmast i¢in kullaniir.
Mayalar kaliplardan ¢ikarilan taze peynitlerin
tzerine ¢6zelt halinde puskirtilerek ya da
istenilen peynir tipine gbre kazanlarda ¢ig stte
degisen oranlarda eklenir (De Vuyst vd., 2016;
Karaman vd., 2018). Tim bunlara ilaveten
mayalarin degisik tipteki peynirlerin
mikrobiyotasinda 6nemli bir yere sahip olmast
destek kiltiir olarak kullanilabilmeleri acisindan
dikkat ¢ekicidir (Suzzi vd., 2001).

Mayalarin olgunlagsma stiresince baslica katkist ise
Ozellikle ortam pHim distren laktk asidi
kullanarak bakteriyel gelismeyi desteklemek ve
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olgunlasmanin ikinci kademesini baglatmaktir.
Mayalarin olgunlasma siiresince peynir pH’sinda
meydana getirdigi bu degisiklik sadece laktik asit
kullammi ile ilgili olmayip, proteolizden
kaynaklanan alkali metabolizma triinleri de pH’y1
duisirebilmektedir (Suzzi vd., 2001; Rossouw vd.,
2016). Bunun yaninda mayalarin peynir lezzet ve
aromasina katkilari, bazi tlrlerin genellikle laktozu
fermente etme ve bunun sonucu olarak etanol,
asetaldehit, etil asetat ve etil butirat
olusturmalarina  baglanabilir. Bazi mayalann
yiuksek lipolitik ve proteolitik aktiviteye sahip
olmalari, aminoasit, yag asitleri ve estetler gibi
aroma olusumuna O6ncllik eden maddeletin
meydana gelmesinde biiyitk rol oynamaktadur.
Bununla birlikte mayalar, diger
mikroorganizmalar icin gerekli B vitaminleri;
pantotenik asit, niasin, riboflavin ve biotin gibi
bazi gelisme faktOtrlerini salgilayarak gelisimi
desteklemektedir (Ferreira ve Viljoen, 2003).

Mayalarin  enzimatik  Ozellikleri, — genellikle
proteinaz ve peptidazlarin aktiviteleri sonucu
meydana gelen aci peptitlerin parcalanmasinda da
O6nemli rol oynamaktadir. EHsas itibariyle, aci
peptitlerin daha kiigiitk molektlli peptitlere ve
aminoasitlere parcalanmasinda mayalarin
aminopeptidazlati ve karboksipeptidazlar katkida
bulunmaktadir (Wyder, 2001). Kisaca mayalarin
peynir Uretiminde dogal veya kontrollii destek
kiltir olarak kullanimu ile ilgili 6zellikler; laktoz
fermantasyonu, aroma bilesenleti olusumu, laktat
asimilasyonu,  birincil ~ starter ile  olumlu
interaksiyonu, proteolitik ve lipolitik 6zellikler
olarak 6zetlenebilir (Fréhlich-Wyder vd., 2019).

Starter kiltir olarak en biyik ve kiymetli grubu
olusturan mikroorganizmalar arasinda laktik asit
bakterileri (LAB) kullanddmaktadir. Gida kaynakh
cogu LAB, GRAS (Genel Olarak Guvenilir)
statisinde olmasina ragmen, LAB arasinda
fazlalasan antibiyotik direnglilik ve bu direngliligin
patojen bakterilere aktarilabiliyor olmasi, LAB’1n
6zellikle 1s1l islem yapilmadan tiketilen gidalarda
starter kiltiir olarak kullamlmasint stnirlamaktadir
(Ksonzekova vd., 2016). Bu nedenle peynitlerden
izole edilen mayalarin starter kualtir olarak
degerlendirilmeleri {izerinde arastirmalar giin
gectikce artmaktadur.

Bu amacla bu calismada, beyaz peynirden izole
edilen 8 Cryptococcus  humicola maya izolatinin
proteolitik aktivite, lipolitik aktivite, tGreyi hidroliz
etme yetenegi, farkli tuz konsantrasyonlarinda ve
sicaklik derecelerinde canlilik miktarlar ve amilaz
enzim aktivitesi gibi bazt starter kiltir
ozelliklerinin belitflenmesi amaglanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismada Kullanilan Mayalar

Bu calismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bélimi Biyoteknoloji Laboratuvari'nda
daha once yuratilmas, Abudureyimu
MAIHEBUBATI'in Doktora Tezi kapsaminda
kullantlmis olan Beyaz peynirden izole edilen ve
API 32C (bioMerieux) sistemi ile biyokimyasal
tanilart yapilmis 8 maya izolatt kullanilmistir.

Mayalarin Proteolitik, Lipolitik ve Amilaz
Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Mayalarin proteolitik, lipolitik (Piotr vd., 2005) ve
amilaz enzim aktivitelerinin belitlenmesinde (Kim
vd., 2004) spot agar yoOnetimi kullanilmistir.
Mayalar YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose)
stvi  besiyerinde  37°C  de 48  saatte
aktiflestirilmistir. ~ Aktif  kiltlrlerin  optik
yogunluklart  spektrofotometre de (Hithachi,
Japonya) 600 nm'de 0.0’ya ayarlanmistr.
Proteolitik aktivitenin belirlenmesinde Skim milk
agar (SMA) (3 g beef ekstrakt, 5 ¢ pepton, 10 g
skim milk, 15 g agar, 500 mL saf su), lipolitik
aktivitenin belirlenmesinde Tribitirin agar (TA)
(5 g pepton, 3 g yest ekstarakt, 10 mL Tributitin,
15 g agar ve 1000 mL saf su) ve amilaz enzim
aktivitesinin belitflenmesinde ise Nisasta hidroliz
agar (NA) (5 g beef ckstrakt, 20 g ¢6ztlebilir
nisasta, 10 g triptoz, 5 g NaCl, 15 g agar, 1 L saf
su) kullanilmustir. Sterilizasyondan sonra Petri
kutularina dékiilen besiyerlerinin tizerine 10 uL
aktif maya kiltirlerini iceren 6 mm c¢aph steril

diskler yerlestirilmis ve 30°C de 5 giin
inkiibasyona  birakilmustir.  Diskler  etrafinda
olusan zonlarin ¢apt dijital kumpas ile

olctlmistir. Proteolitik ve lipolitik aktivite de
olusan zon ¢aplart d<2 mm: Enzim aktivitesi
dusik, d= 2-10 mm: Enzim aktvitesi orta, d>10
mm:  Enzim  aktivitesi  yitksek  olarak
degerlendirilmistir. Amilaz enzim aktivitesinde



C. humicola suslarinin starter aktiviteleri

zonlarin daha berrak gbrinmesini saglamak
amaciyla besiyerine birka¢ damla Gram iyot
cozeltisi (%0.5 iyot, 1 g potasyum iyodur, pH 7)
ilave edilmistit.

Mayalarin Ureyi Hidroliz Edebilme Yetenegi
YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) sivi
besiyerinde aktiflestirilen ve optik yogunluklar
spektrofotometre’de 600 nm de 0.6’ya ayarlan
kiiltiirlerin {ire hidroliz etme yetenekleri Ure
besiyerinde (20 g tire, 5 g NaCl, 2 ¢ KH2PO4 1 g
pepton, 1 g glukoz, 12 mL fenol kirmizisi, 2 g
NaHPOy, 100 mL saf su kanstinilarak pH 7’ye
ayarlanmustir) belitflenmistir. Besiyeri renginin
sartddan pembeye doniismesi tireaz pozitif olarak
yorumlanmistir (Kim vd., 2004).

Mayalarin Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda
ve Farkli Sicakliklarda Canliliklar:

Mayalarin farkli tuz konsantrasyonlarinda (%4,
%0, %10 NaCl) (Abdel Nasser ve Moghaz, 2010)
ve farkli sicakliklarda (30°C ve 37°C) (Barnett vd.,
2000) canli mikroorganizma  sayilart  seri
dilisyonlar yapilarak log KOB/mlL. cinsinden
hesaplanmistir (Halkman, 2019).

Istatistiksel Analizler

Tium calismalar, her calisma icin paralel sayist
degismekle birlikte genel olarak ti¢ paralelli ve iki
tekerriirli  olacak  sekilde  yapilmistir.  Bu
calismalardan elde edilen veriler bu tekrarlarin
ortalamast * standart sapma (SD) seklinde
verilmistir. Mikrobiyolojik ¢alismalarda kullanilan
istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (22.0
Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) kullanilmistir.
Mayalarin proteolitik ve lipolitik aktivitelerinin
zon ¢aplart arasinda korelasyon olup olmadigt
korelasyon testi ile analiz edilmistir. Mayalarin
farkh tuz konsantrasyonlarinda canlt hiicre sayilari
arasindaki farklihgin anlamli olup olmadigr LSD
ve Tukey (P <0.05) testleri ile analiz edilmistir. 8
maya izolatinin iki farklt sicaklikta canli hiicre
sayilari arasindaki farkliligin anlaml olup olmadig:
t-Testi (P <0.05) ile analiz edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Artan niifus, kirsaldan kente gb¢ ve sanayilesme
gibi faktorler endiistriyel gida tiretimini kaginilmaz
kdmistir. Endistriyel Olcekte fermente gida

Uretiminde kaliteyi her zaman aym Olcide
koruyabilmek geleneksel yontemlerle mimkin
degildir. Bu amagla, fermente gida tretiminde
hem standartlasmaya hem de kalite kontroliine
olanak tantyan starter killtirlerin kullanilmast bir
zaruriyettir (Kieliszek vd., 2017).

Starter kultirlerin temel islevleri arasinda; asit
olusturma, proteoliz ve lipoliz, lezzet ve aroma
bilesiklerinin olusumunda rol almast ve zararh
bakterilerin inhibisyonu sayilabilir (Andrade vd.,
2017). Mayalarin starter aktivite 6zelliklerinden
dolayt  endistride  kullanimlarina  6nem
verilmektedir  (Andrade vd., 2017). Yapilan
arastirmalara gore peynirlerden izole edilen maya
turlerinin gesitlilik g6sterdigi gérilmektedir. Buna
ragmen  aralarinda  Kiuyveromyces — marxianus,
Debaryomyces  hansenii, — Saccharomyces  cerevisiae,
Yarrowia lipolytica, Trichosporon cutanenm (beigelii),
Rhodotoruta mucilaginosa, Torulaspora delbrueckiinin
bulundugu 10 tiir en sik rastlanilan mayalardir
(Suzzi vd., 2001). Peynirlerde tuzlamayi takiben
maya biyotasinda, Kiuyveromyces lactis, K. marxianus
ve T. delbriickii gibi laktoz pozitif mayalar hakim
olmaktadir. Olgunlasma kosullart; 6zellikle de
sicaklik ve bagil nem, peynirdeki maya biyotasi
kompozisyonunu 6nemli Ol¢lide etkilemektedir
(Wyder, 2001). Asit Uretimine dahil olmayan
ancak, olgunlasma asamasinda yardimct destek
mikrootrganizma olarak mayalar (K. marxianus, K.
lactis, D. hansenii, Geothricum candidum, Dipodascus
capitatus, 8. cerevisiae, S. unisporus, S. exiguns, Candida
catenulata, C. intermedia) olduk¢a 6nemli bir role
sahiptir (Oguz ve Andig, 2019).

Bazi mayalann yiiksek lipolitk ve proteolitik
aktiviteye sahip olmalari, aminoasit, yag asitleri ve
estetler gibi aroma olusumuna Oncilik eden
maddelerin  meydana gelmesinde biytik rol
oynamaktadir (Azad ve Tomar, 2016). Onemli
starter kaltir Ozelliklerinden biri  proteolitik
aktivite oldugu icin bu c¢alismada 8 Cryprococcus
bumicola maya izolatinin proteolitik aktiviteleri
agar spot yontemi ile beliflenmistir. Mayalarin
proteolitik aktiviteleri sonucunda olusturduklart
en biuytk seffaf zon capt C. humicola MBP7’de
(17.40 mm) tespit edilitken, en kic¢tk seffaf zon
capt  C.  hwumicola MBP3’te  (10.27 mm)
belirlenmistir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Izolatlarin proteolitik, lipolitik, amilaz enzim aktiviteleri ve iireyi hidroliz edebilme
yetenekleri
Table 1. Proteolytic, lipolytic, amylase engyme activities, and ability to hydrolyze urea of isolates

Proteolitik o . Amilaz enzim Ureyi hidroliz
: . Lipolitik aktivite .. .
I1zolat aktivite zon ¢apt son capt (mm) aktivite zon ¢apt edebilme
(mm) on ¢ap (mm) yetenekleri
meeoé/ﬂf activity Lipobtic activity /'47'77]/4% enzyme Ability 10
Isolates gone diameter one diameter (nm) activity gone diameter Ivdrohee nrea
(mm) 26 (mm) yaroly
C. humicola MBP1 13.22+0.32 10.47£0.20 14.54+1.88 Zayif
(Weak)
Yok
' + + -
C. humicola MBP2 16.20£0.10 11.0520.73 12.4310.22 (No Ability)
Yok
~ + + +
C. humicola MBP3 10.23£0.01 10.2840.83 13.0940.68 (No Ability)
C. bumicola MBP4 13.80+0.83 9.96%0.32 13.49+0.55 Zay
(Weak)
C. humicola MBP5 12.90+0.45 9.12+1.02 10.9610.64 Zayif
(Weak)
C. humicola MBP6 11.86%0.20 10.68+1.15 8.8740.19 Zapf
(Weak)
C. humicola MBPT 17.40%0.08 12.44%1.21 12.78+1.09 Gl
(Strong)
C. humicola MBP8 11.98%0.16 9.8410.99 12.4240.51 Zapf
(Weak)
Mayalatin peynir mikrobiyotasinda 6nemli bir mayalarin lipolitik Ozellikler tastmasi peynirin
yere sahip oldugu, proteolittk ve lipolittk — lezzeti agisindan 6nemli oldugundan
enzimleri, alkali Grlinler Gretimi ve peynir kitlesine calismamizda, mayalarin lipolitik  aktiviteleri

penetrasyonlart ile olgunlagsmada 6nemli bir rol
ustlenmektedirler (Azad ve Tomar, 2016;
Kieliszek vd., 2017).

Sitin yapisinda bulunan lipaz enzimi ile starter
kaltir olarak kullanilan mayalarin  tretmis
olduklarr ekstraseliiler lipaz enzimleri vasitasiyla,
sitin temel bilesenlerinden olan trigliseritler,
gliserol ve serbest yag asitlerine hidroliz
olmaktadir (Budak vd., 2016). Serbest yag asitleri
de peynirin tat ve aroma gelisimine yardimci
olmaktadir. Bir ¢alismada yardimar starter kiltir
olarak kullanilan mayalarin proteolitik ve lipolitik
aktiviteleri sonucu peynirde tat ve koku
olusturdugu belirtilmistir (Carrasco vd., 2016).
Peynir olgunlagmasi bakimindan katkisi olabilecek

mayalart iceren disklerin etrafinda olusan seffaf
zonlara goére tayin edilmistir. Sekiz maya
izolatinda en buyik zon ¢apt 12.44 mm ile C.
bumicola MBP7'da tespit edilirken, en kiigiik seffaf
zon ¢apt 9.12 mm ile C. humicola MBP5 mayasinda
bulunmustur. Mayalarin proteolitik ve lipolitik
aktivite zon caplart arasinda korelasyon olup
olmadigt Pearson Korelasyonuna gdre tespit
edilmis ve bir korelasyon (r=0.661) oldugu tespit
edilmistir.

Feta peyniri salamurasindan izole edilen .
cerevisiae suglarinin D. hansenii suglarindan daha
fazla lipolitik aktivite gésterdigi rapor edilmistir.
Her iki mikroorganizmanin da lipolitik 6zellikleri
bakimindan Feta peyniri olgunlasmasina katkida
bulunabilecekleri savunulmustur (Bintsis  vd.,
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2003). Guerzoni vd., (2001) cesitli kaynaklardan
izole edilen 12 Yarrowia lipolytica tiriniin lipolitik
aktivite gosterdiklerini bildirmislerdir.

Calismalarda clde edilen sonuclar
degerlendirildiginde, farklt maya tiitlerinin farkl
diizeylerde proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip

olabilecekleri ve bununda peynitlerin
olgunlasmasinda katkisi olabilecegi seklinde
degerlendirilmistir.

Mayalar treyebilmek icin azot kaynagina ihtiyag
duyarlar.  Fermantasyon  sirasinda  atjinin
aminoasidi yan iiriin olarak iireyi olusturur. Ure,
azot kaynagi acisindan zengindir ve mayalar icin
de O6nemli azot kaynagidir. Cinkdi mayalarin
gelisimi icin azot kaynaginin azalmamasi gerekir
(Wu vd., 2017). Ure, bazt mikroorganizmalar
tarafindan  hidroliz  edilerek amonyak ve
karbamata dontsiir. Amonyak alkali madde
oldugundan ortamin asitligini azaltarak pH’in
yikselmesi agisindan 6nemlidir (Escribano vd.,
2017). Aragtirmada aktif maya kiltirleri %2
oraninda ire iceren YEPD besiyerine inokiile
edilmistir. Besiyeri renginin saridan pembeye
donisimu hidroliz  yetenegi  olarak
degerlendirilmistir. Yapilan bu calismada 8 maya
izolattnin  Ureyi hidroliz edebilme yetenegi
arastirilmis ve arastirmada kullandan suglardan C.
humicola MBP2, MBP3’lin treyi hidroliz edebilme
yetenegi yok iken, MBP1, MBP4, MBP5, MBPO,
MBPS8  izolatlarinin  treyi hidroliz  edebilme
yeteneginin zayif oldugu, C. humicola MBP7’nin ise
treyi hidroliz edebilme yeteneginin giicli oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 1). Mayalarin treyi
hidroliz etme yetenegi ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlamlmamustir.

ure

Tuza direncli olarak canliligint stirdiiren mayalar
peynir etrafinda mikrofilm tabakast olustururlar
ve peynirin ckosistem igerisinde gelisimlerini
saglayarak peynirin tat ve aromasina katki saglarlar
(Asada vd., 2020). Bu calismada 8 maya izolatinin
farklt NaCl konsantrasyonlarinda (%0, %4, %0,
%10) canli hicre saylart tespit edilmistir.
Konsantrasyon artisina  baglt olarak canlilik
miktarlarindaki degisimler Cizelge 2’de verilmistir.
Mayalarin  kontrol besiyerinde (YEPD) canlt
hiicre sayilart 3.10 log KOB/mL (MBPG) ile 2.71

log KOB/mL (MBP2) arasinda oldugu tespit
edilmistir.  Farkli tuz konsantrasyonlarinda
mayalarin canlt hiicre sayilart arasinda anlaml bir
farklilik tespit edilmisgtir (P>0.05) Mayalarnn en
yuksek canlilik gosterdikleri tuz konsantrasyonu
%4 iken, en digsik canliik g6sterdikleri tuz
konsantrasyonu ise %10°dur. Mayalar %41tk
NaCl'li YEPD besiyerinde (MBP4 ve MBPG6
izolatlart hari¢ kontrol besiyerinde daha iyi
gelisme  gOstermislerdir) daha iyl gelisme
gosterdikleri tespit edilmistir.

Hiicredeki neredeyse tiim biyokimyasal stirecleri
etkileyen termodinamik parametrelerden biri
sicakhiktir. Bu parametre canli  hiicrelerin
Olctilmesi i¢in aragtirma gruplar tarafindan kabul
edilmisgtir. Sicakligin ayarlanmast,
mikroorganizmalarin cogalmasini engellemek icin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu vd., 2017).
Mayalar icin sicaklik, beslenme ve gelisme
acisindan oldukca 6nemlidir. Sicaklik enzim
aktivitesini etkileyen en Onemli faktSrlerden
biridir. Sicakltkta meydana gelecek degisiklik
olusan metabolizma urtnlerinide etkilemektedir
(Molon ve Zadrag-Tecza, 2016). Bu ¢alismada C.
humicola turine ait 8 maya kultirinin 30°C ve
37°C de canli hicre saylant Cizelge 2’de
verilmistir. C. humicola tirine ait 8 izolatin hepsi
her iki sicaklik derecesinde de farkli miktarlarda
canlilik g6sterirken, izolatlar icinde C. humicola
MBP4 izolatinin 30°C'de en yuksek canliliga (3.95
log KOB/ml) sahip oldugu gorilmektedir.
MBP4 ve MBPG6 izolatlart hari¢ diger izolatlarin
37°C'de daha iyi gelisme gosterdikleti tespit
edilmistit. Mayalarin her iki sicakliktaki canlt hiicre
sayllart arasindaki farkliligin  (P=0.00) anlamb
oldugu belirlenmistir.

Mayalarin soguga adaptasyonu, mevcut karbon
kaynaklarint kullanmak icin hiicre dist hidrolitik
enzimlerin Uretilmesi ile mimkiin olmaktadir ve
bu yolla besin geri déniisimi ve organik madde
mineralizasyonuna  katkida  bulunmaktaditlar
(Baeza vd., 2017). Amilazlar, gida, deterjan,
camastrhane, tekstil, wunlu  mamuller ve
biyoyakitlar gibi endiistrilerde kullanim i¢in biiyiik
potansiyele sahiptir. Ozellikle gida sektdriinde
amilaz enzim aktivitesine sahip
mikroorganizmalarin belirlenmesi ¢ok 6énemlidir.

877



878

D. Uzundag, S. Arslan, Z. Yiksekdag, Y. Beyatl,

A. Sakalli

Mayalarda bu alanda uygun adaylar olarak
gorilmektedirler.  Mayalarin  amilaz =~ enzim
aktivitesi, mayanin fermantasyon icin ihtiyag
duydugu sekerin olugmasini, ekmek olusmasini
saglayan mayalarda hamurun kivamli olmasint
saglamaktadir (Carrasco vd., 2016; Selwal vd.,
2017). Bu calismada, mayalarin amilaz enzim
aktivitesi arastirlmasinda agar spot yGnetimi

kullantlarak ~ mayalarin = steril  disk  etrafinda
olusturdugu berrak zon c¢apt Olgilmustir ve
Cizelge 1’de verilmistir. Yiksek amilaz aktivitesi
sahip olan izolatlar olarak C. humicola MBP1
(14.535 mm), C. humicola MBP4 (13.49 mm), C.
humicola MBP3 (13.09 mm) ve C. humicola MBP7
(12.78 mm) tespit edilmisgtir.

Cizelge 2. izolatlarin farkli tuz konsantrasyonunda ve farklt sicakliklarda canlt hiicre sayist (log
KOB/mL)
Table 2. The number of live cells of the isolates at different salt concentrations and temperatures (log CFU/mlL)

Canli hiicre sayist (log KOB/mL) Canlt hiicre sayist (log
Live cell connt (log CFU/ml.) KOB/ml)
Live cell connt (log CEFU/mL)
Izolatlar Tuz Sicaklik
Lsolates Salt Temperature
Kontrol 37°C
(YPD) %4 NaCl | %6 NaCl | %10 NaCl (Kontrol) 30°C
Control (Control)
MBP1 2.88+0.40 | 3.09£1.08 | 2.88%£0.07 | 2.69+0.53 3.31+0.03 3.24%0.03
MBP2 2.71+0.70 | 3.26£1.80 | 2.91£0.76 | 2.59%0.07 3.20+0.21 2.9740.53
MBP3 3.04+0.40 | 3.17£0.73 | 2.82£0.83 | 2.50%0.21 3.25+0.95 3.2310.07
MBP4 2.89+1.00 | 2.77£0.33 | 2.73£0.40 | 2.63+1.55 3.3240.70 3.9510.47
MBP5 2.87+0.66 | 3.18%0.61 | 2.81+1.14 | 2.62+0.98 3.2710.61 3.2040.73
MBP6 3.10+£0.10 | 3.00£0.40 | 2.98%0.66 | 2.64+0.53 3.2010.09 3.26+01.21
MBP7 2.8710.66 | 2.8910.48 | 3.14£1.47 | 2.66%1.90 3.3340.60 2.8210.66
MBP8 3.06+£0.33 | 3.07+1.8 | 2.51+1.21 | 2.60+0.03 3.1710.07 3.0410.87

Yapilan literatiir taramalarinda C. bumicola tirtinde
proteolitik aktivite, lipolitik aktivite, tireyi hidroliz
etme yetenegi, farkli tuz konsantrasyonlarinda ve
stcaklik derecelerinde canhihk miktarlan ve amilaz
enzim aktivitesi ile ilgili herhangi bir literatiir
bilgisine rastlamlmamigtir ve bu maya tirinin
tlkemizde de dahil olmak tzete starter kiltir
olarak kullanimina yonelik arastirma
yapilmamistir.  Cryptococens  cinsinin  bilinen ve
tanimlanmis 34 tiirt vardir ve hemen hemen hepsi
(C. neoformans, C. albidus, C. lanrentii ve C. curvatus
gibi) klinik olarak izole edilmistir (Fell ve Statzell-
Tallman, 1998). Calismamizda Beyaz peynirden C.
bumicola’nin izole edilmesinin nedeninin ya stt
kaynagindan peynirin olgunlagsmast asamasina
kadar gecen stire igerisindeki bulastan dolay1 ya da

cevresel etkilere baglt olarak bulagmast ile izole
edilmis olabilecegini diisiinmekteyiz. Ulkemizdeki
sit sagimi kosullart ve peynir iretimindeki
kontaminasyonlar gbz Ontine alindiginda C.

bumicoldmin  varhgiun  normal  oldugunu
dusindirmustur.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar arasinda ctkar catismast
bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

YB ve ZY arastirmayr tasarladi. SA ve DU
analizleri gerceklestirdi. DU, ZY ve AS makaleyi
yazdi. HIK ve OS makalenin son halini okudu ve
onayladi.
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Narin sahip oldugu yiiksek besleyici degeti ve benzersiz duyusal 6zellikleri sebebiyle tiiketici talebi ve ticari
tretimi son yillarda artmistir. Buna ek olarak, nar biyoaktif bilesenler acisindan zengin bir kaynaktir ve bu
yizden tiiketimi saglik bakimindan bircok fayda saglamaktadir. Klimakterik olmayan dogasina ragmen,
pazarlanabilirligi ve tliketici tarafindan kabuld; soguk zarari, catlama, kabukta kahverengilesme ve clirime
gibi cesitli faktérlerden sinirlanmaktadir. Bu problemleri dnlemek icin farklt hasat sonrast uygulamalar
kullantlmaktadir. Bu yontemler; 1st uygulamalar, modifiye atmosfer ambalajlama, yenilebilir kaplamalar,
kimyasal ajanlar ve engel teknolojisini icermektedir. Bu nedenle detlemenin amact; narin sagliga faydasi,
ekonomik degeri ve hasat sonrasinda kullanilan farkli teknolojiletin biitiin nar ve nar taneleri tizetine etkisini
gtincel kaynaklardan yararlanarak Szetlemekdtir.

Anahtar kelimeler: Nar, saglik yarari, ekonomik deger, hasat sonrast teknolojiler

POMEGRANATE (Punica granatum): HEALTH BENEFITS, ECONOMIC VALUE
AND POSTHARVEST PRESERVATION METHODS

ABSTRACT

Consumer’s demand and commercial production for pomegranate has increased in the last decades
due to their high nutritional value and unique sensory properties. In addition, pomegranate is a tich
source of bioactive compounds and therefore its consumption provides many health benefits. In
spite of the non-climacteric nature of the fruit, marketability and consumer acceptance is often
limited by chilling injuries, cracks, husk scald and decay. In order to avoid these problems, different
postharvest treatments have been used. These methods include heat treatments, modified
atmosphere packaging, edible coating, chemical agents, and hurdle technology. Therefore, this review
aims to summarize all the recent studies about the health benefits, economic value and effect of the
different postharvest technologies used in whole pomegranate and pomegranate arils.

Keywords: Pomegranate, health benefits, economic value, postharvest technologies
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GIRIS
Nar (Punica granatum 1.), genellikle taze olarak
tilketilen meyvelerden bir tanesi olup, aym
zamanda meyve suyu, regel, likér ve diger
formlarda da kullamlmaktadir. Bir¢ok tropikal ve
subtropikal tilkede yaygin olarak yetistirilmektedir
(Roukas ve Kotzekidou, 2020). Nar, yiiksek
organoleptik 6zellikleri ve antioksidan potansiyeli
nedeniyle tiketiciler tarafindan tercih
edilmektedir. Tgerigindeki fitokimyasal bilesikler,
Ozellikle  antosiyaninler,  diger = kompleks
flavanoidler ve hidrolize edilebilir tanenler
(ellagitanninler, gallik asit ve ellagik asit) biyoaktif
bilesenler olarak bilinmekte ve kardiyovaskiler
hastaliklar, iltihaplanmalar, alzheimer, diyabet ve
kanser gibi bazi dejeneratif hastaliklara karsi
koruma saglamaktadir (Garcia-Pastor vd., 2020;
Mantzourani vd., 2020). Gida endiistrisinde narin
cesitli tiirevleri; nar kabuk ekstrakti, kabuk tozu,
nar suyu ve nar suyu tozu olarak bazt gida
driinlerine eklenmektedir. Bu amacla yenilebilir
film ve kaplamalarda antimikrobiyal aktiviteyi ve
mekaniksel Ozellikleri iyilestirmek, et ve balik
triinlerinde oksidasyonu azaltmak ve mikrobiyal
kaliteyi ~ gelistirmek  tizere  kullanilmaktadir
(Kandylis ve Kokkinomagoulos, 2020).

Genellikle, nar meyvesi ¢esidine ve depolama
kosullarina bagli olarak 2 ile 7 ay arasinda uzun bir
depolama 6mrine sahiptit. Bununla bitlikte,
meyvelerden c¢ikarilan tanelerin, dis ortama maruz
kalma ve isleme operasyonlarindan kaynaklanan
doku  hasart nedeniyle kisa  raf
bulunmaktadir. Nar tanelerinde meydana gelen
hasar; solunum ve etilen liretim oranlarinda artiga
yol a¢makta, metabolik aktiviteyi degistirmekte,
besinsel ve duyusal 6zelliklerin bozulma oranim
arttirmakta ve sonug¢ olarak raf émrini 6nemli
6lgiide azaltmaktadir (Venkataramudu vd., 2018;
Sason ve Nussinovitch, 2020). Bu detlemenin
amact narn bilesimi, saghfa yarari, ekonomik
degeri ve raf Omrind wuzatmada kullanidan
yontemlere iliskin bilgi vermektir.

omru

NARIN KiMYASAL ICERIGI
Narin kimyasal bilesimi cesit, yetistirme bolgesi,
olgunluk, yetistirme uygulamasi, iklim ve

depolama kosullarina bagh olarak degismektedir
(Desseva ve Mihaylova, 2020; Gumienna vd.,

2016). Nann toplam meyve agithginin yaklasik
%?50'si kabuktan olusmaktadir (Mphahlele vd.,
2016). Nar kabugu; fenolikler, flavonoidler,
ellagitanninler ve proantosiyanidin bilesikleri,
mineraller, 6zellikle potasyum, azot, kalsiyum,
fosfor, magnezyum, sodyum ve kompleks
polisakkaritlerden olusmaktadir (Bassiri-Jahromi
ve Doostkam, 2019; Sreekumar vd., 2014). Geriye
kalan %50’si yenilebilir kismi olusturmaktadir ve
bunun %40’ tanelerden ve %10y tohumlardan
meydana gelmektedir (Mphahlele vd., 2016;
Pareek vd., 2015). Taneler; %85 su, %10 toplam
seker (glikoz, sukroz, fritktoz) ve %1.5 pektin,
organik asitler (askorbik, sitrik ve malik asit),
konjuge linolenik asit ve diger bilesenleri
icermektedir  (Salehi, 2020; Kandylis ve
Kokkinomagoulos, 2020). Meyve suyu; siyanidin-
3,5-diglikozit, siyanidin-3-glikozit, delfinidin-3,5-
diglikozit, delfinidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-
glikozit antosiyaninlerinden olusmaktadir (Zhang
vd., 2019). Tohum agithiginin %12-20'si tohum
yagl icerir ve konjuge linolenik asitlerin %64-
83'inden fazlasina sahiptit (Bedel vd., 2017).
Konjuge izomer olan punisik asit, tohum
yagindaki en baskin yag asidi olup, digetleri ise
katalpik asit ve o-eleostearik asittit (Boroushaki
vd.,, 2016). Nar meyvesinde  bulunan
antosiyaninlerin E  vitamini (a-tokoferol), f3-
karoten ve askorbik asitten daha yiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur
(Steekumar vd., 2014).

EKONOMIK DEGERI

Turkiye’de 2018 yilinda iretilen nar miktar1 537
bin ton iken, 2019 yilinda ise 559 bin tona
yukselmistir BUGEM, 2019). Nar ihracatt 2018
Ocak-Aralik arasinda 207 bin ton olup, degeri 114
milyon § iken, 2019 Ocak-Aralik arasinda ise nar
ihracatt 155 bin ton ve degeri 97 milyon § olarak
gerceklesmistir. Meyve ihracatinda 2019 yilinda
ckonomik deger olarak ilk sirayr mandalina
alirken, nar yedinci siradadir (AKIB, 2020).
Avrupa Bitligine tiye tlkelerde nar icin satts fiyatt
aylik ortalama olarak kg basina 1.40-4.54 €
arasinda degismekte olup, Hollanda’da yillik sats
fiyatnin  2.69 €/kg oldugu bildirilmektedir.
Turkiye’den Avrupa kitasindaki tlkelere satis
fiyat ise 1.50-1.80 €/ kg arasinda degismekte
olup, yilbasindan sonraki aylarda ise 2.50 €/ kg
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degerine kadar cikabilmektedir. Turkiye’de nar
ihracat  yapan 37  firmanin  bulundugu
bildirilmektedir (Ikinci vd., 2018).

SAGLIGA YARARLARI

Nar, binlerce yilik tibbi kullanimt olan antik bir
meyvedir. Son yillarda nar, cesitli iyilestirici
bulgulart sayesinde bir medikal ajan olarak
oldukca fazla dikkat ¢cekmistir (Doostkam vd.,
2020). Nar; meyve (kabuk, su ve tohum),
yapraklar, cicekler, kékler ve kabuk gibi cesitli
bolimlerden olusmakta ve bu bolimlerden elde
edilen cesitli kimyasal bilesikler bir¢ok hastaligin
tedavisinde ¢ok &nemli roller oynamaktadir
(Guerrero-Solano vd., 2020; Ahmadiankia, 2019).
Nar yapraklart ve kabugundan ekstrakte edilen
bilesenlerin antidiyabetik ve hipolipidemik etki
gOsterdigi tespit edilmistir (Salwe vd., 2015). Nar
suyunun ayrica bobrek tast dustirmede etkili
oldugu belirtilmistir (Ilbey vd., 2009). Nar suyu,
ic/d1s kabuk ve tohumdan olusan nar ekstraktinin
da damar sertliginin engellenmesinde koruyucu
etki gosterdigi tespit edilmistir (De Nigris vd.,
2007). Narda bulunan polifenollerden; ellajik asit,
kafeik asit, luteolin ve punikalejin icerisinde
influenzaya karst en etkili antiviriis etkisinin
punikalajin ile saglandig1 rapor edilmistir (Haidari
vd., 2009). Nar antioksidan, antiinflamatuar,
antiproliferatif, antianjiyojenik, antiinvazif ve
antimetastasik 6zellikler géstermekte ve apoptozu
tetiklemektedir. Ayrica NF-«B,
PI3K/AKT/mTOR, ve Wnt gibi cesitli sinyal
yollarini regille etmekte, kanser gelisiminden
sorumlu olan antiapoptotik genler, MMPs,
VEGF, c-met, siklin, Cdks ve proinflamatori
sitokinezler gibi genlerin ekspresyonunu da
diizenlemektedir (Khwairakpam vd., 2018).

NARDA KALITE KRITERLERI

Nar meyvesinde kalite degerlendirmesi birkag¢
o6nemli dis ve i¢ 6zelliklere dayanmaktadir. Dig
ozellikler arasinda meyve boyutu, sekil ve dis
gorinimi (renk, catlama, giines haslanmasi,
ciriikler) bulunurken, i¢ 6zellikler arasinda
toplam suda ¢oziiniir katt madde (SCKM), titre
edilebilir asitlik (T'A), lezzet (seker/asit orant) ve
tanen icerigi Onemlidir. Bu 6zellikler gesit
farkhliklari, olgunluk derecesi ve biyiime
bélgesine bagli olarak degismektedir (Arendse vd.,

2015). Narlarin asitligi hasatta %0.13 ile %4.98
arasinda degismektedir. Tatlt ¢esitlerde %1’den
az, tatli-eksi cesitlerde %1-2 ve eksi cesitlerde
%2’den fazladir. SCKM iceriginin  %17'nin
lzerinde olmast tathilik, toplam fenol (TPC)
miktarinin ise %0.25'in altnda olmast eksilik
acisindan  arzu  edilmektedir. Munsell trenk
semastnda 5R-5/12'ye esit veya daha koyu kirmizt
meyve suyu rengi tercih sebebidir (Pareek vd.,
2015). Narn gorintsini etkileyen hastaliklara
sahip olmamasi gerekmekte ve Gstiiniin ise toprak
veya yabanct madde gibi istenmeyen maddelerden
arnindirdmast  gerekmektedir. Narda gérinimi
cok fazla etkilemeyen hafif hasarlara ayrica
meyvenin ta¢ kismindaki az derecedeki kopma ve
kirilmalara bir 6l¢lide izin verilebilmektedir (Ikinci
vd., 2018).

KALITE KUSURLARI

Nar, hasattan sonra distk solunum ve etilen
tretim oranina sahip olmasi nedeniyle klimakterik
olmayan meyve olarak siuflandirilmaktadir.
Klimakterik olmayan yapisina ragmen, hasat
sonrasinda  soguk  zararlanmasi,  kabukta
kahverengilesme, meyve catlamasi ve ¢lirime gibi
kalitatif ve kantitatif kayiplar gézlenmektedir
(Opara vd., 2015).

Soguk Zaratlanmasi

Narda depolanabilirligi uzatmak ve uzak tlkelere
ticaretini kolaylastirmak icin soguk depolama
kosullart gerekmektedir. Ancak nar meyvesinin
dustik sicakliklara karst olan hassasiyeti nedeniyle,
soguk zaratlanmasi gorilmekte ve buna bagh
olarak nar tanelerini ve ic membranlart ¢evreleyen
beyaz dokuda kahverengilesme ve kabukta ise
cukurlagsmalar meydana gelebilmektedir (KKashash
vd.,, 2019). Genel olarak meyvelerde gorilen
soguk zararlanmasi, hiicre membranlarinin hiicre
yapisint - koruyamayarak, membran lipid ve
proteinlerinin faz degisimi neticesinde
gerceklesmektedir (Wani ve Herath, 2018). Narda
5°C'nin altinda depolanma soguk zararlanmasina
yol agmakta olup, depolama stiresine bagh olarak,
bu olay hem i¢ hem de dig meyve kalitesinde
azalmaya neden olmaktadir (Mirdehghan vd.,
2007).
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Kabukta Kahverengilesme

Kabuk yuzeyindeki renk degisimi, depolama
sirasinda gorilen ve Grlinlin tasinmast sirasinda
ortaya ¢ikan bir fizyolojik bozukluktur. Belirtiler;
depolama sirasinda o-dihidroksifenollerin- kinon
bilesenlerine enzimatik oksidasyon ile
donistimiinden  kaynaklanabilmektedir ancak
enzimatik esmetlesme ile sonuclanan
biyokimyasal degisiklikler belirsizligini
korumaktadir (Arendse vd., 2018). Semptomlar,
elmadaki  kahverengilesmeye benzer olarak
gorilmekte olup, renk degisimi genellikle
meyvenin alt tarafinda gelismeye baglayip, Ust
kismina dogru yayilmaktadir (Belay vd., 2020).
Nar ve elmadaki renk bozukluklarina neden olan
biyokimyasal streglerin benzer oldugu One
strtlmektedir (Defilippi vd., 2000).

Meyve Catlamasi

Meyve catlamast esas olarak yaz aylarindaki
yiksek gtines 1sinlarindan ve disik nemden
kaynaklanabilmektedir (Sharma vd., 2018). Aym
zamanda su stresi ve kabuk esnekligindeki
degisimler de narda meydana gelen catlamanin
diger sebeplerindendir. Uzun sireli kuraklik
kabugun sertlesmesine neden olmaktadir ve bu
durumu sulama veya yagmutlar takip ederse,
turgor basincinda  asimetrik  artis  meydana
gelmektedir. Nar tanelerinin turgor basincindaki
artis kabuktaki turgordan daha fazla oldugunda ise
bu basing farkliligt nedeniyle kabuk catlaklart
olugsmaktadir (Grifan vd., 2019). Asir1 olgun
meyveler, toprak nemindeki degisimle birlikte
gindliz ve gece atmosferik nem farkliligina karst
cok  hassas  olduklarindan, daha  kolay
catlamaktadir (Mir vd., 2012).

Curime

Narlarin depolama potansiyelini siirlayan en
onemli etkenler gri kiif (Botrytis cinerea), yesil kuf
(Penicillinm digitatum), penicilliom (P. expansum) ve
Aspergillus nigerdan kaynaklanmaktadir. B. cinerea,
enfekte olmus meyveden bitisik sagliklt meyveye
misel yayilmasi ile gegebilmektedir. B. cinerea esas
olarak meyveyi aga¢ lzerindeki gen¢ meyvenin
kaliks kismindan enfekte etmekte ve hasattan
sonra nemli kosullar altinda etkilenen bolgede
karakteristik bir gri miselyum olusturmaktadir
(Palou vd., 2013). Gri kuf clrigi genellikle

kaliksten baslamakta, kabugun tzerine yayilarak
belirgin bir kahverengi renk degisikligine neden

olarak, kabugu sertlestirmektedir. _Aspergilius
curikligiinde ise meyvede dis semptom
gorilmemekte olup, tanelerde ise kararma

meydana gelmektedir (Arendse vd., 2015).

HASAT SONRASI MUHAFAZA

YONTEMLERI
Narlarin ~ depolanmast  sirasinda  bir¢ok
fizikokimyasal, enzimatik ve mikrobiyolojik

faaliyet meydana gelmekte olup, bu stirecler narn
kalitesinin, raf 6émriiniin ve ekonomik degerinin
azalmasina yol acmaktadir. Bu nedenle bu
problemlere yonelik olarak gelistirilen stratejiler
agagida 6zetlenmektedir.

Is1 Uygulamalar1

Soguk zararlanmasina karst hassas olan trlnlerin
depolanmasinda, digik sicakliklann etkisinin
azaltlmast ve meyve kalitesinin stirdirilmesi
amaciyla kullanilan hasat sonrast 1s1 uygulamalari
(Barman vd., 2018), 20°C ve uzerindeki
sicakliklarda saatler ya da glinler olarak ifade
edilebilen sicak su veya sicak hava kullanilarak
yapilmaktadir (Lurie and Pedreschi, 2014). Soguk
zararina ugramis Urlnlerin  kisa stireyle 1st
uygulamalarina tabi tutulmastyla membranlar,
organeller veya metabolik faaliyetlerdeki zararlatin
onartlmasina olanak saglanmaktadir (Zainalabidin

vd., 2019).

Sicak su, sicak hava ve aralikli 1sitma islemlerinin
nardaki etkilerinin arastirildigt bir calismada; sicak
hava ve aralikli 1sitma, raf dmrii boyunca duyusal
ozelliklerini etkilememistit. Natlarin 45°C sicak
suya daldirdmasi, 50°C sicak suya daldirilmislara
kiyasla, daha yiksek burukluk ve gevreklik skorlar
elde edilmesine neden olmus, sululuk bakimindan
ise daha diigitk puanlarin alinmasini saglamugtir.
Aralikli 1sitilan narlar, depolamanin Giglincii ayinda
daha diistk clirime oranlarina sahip bulunmustur
(Yanclo vd., 2018). Artés vd., (2000) tarafindan
yaptlan calismada ise nar 3 gin boyunca 33°C
sicaklik ve %95 bagl nemde bekletilmis ve daha
sonra narlar 2°C ve 5°C sicakliklarda 90 giin
depolanmustir. Ayrica, diger bir uygulamada ise 1
gin 20°C sicakliktaki kesikli isitma dongisi
sonrasinda 6 giin 2°C ve 5°C’de bekletilmistir.
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Kesikli 1sitma uygulanan meyvelerin en yitksek
antosiyanin konsantrasyonu ve titrasyon asitligi
degerlerine ve ayrica en iyl goriinime sahip
oldugu tespit edilmigtir. Depolama sicakliginin
5°C oldugu narlardaki asil kayiplarin clrime
nedenli oldugu, en az kaybin ve tazelige yakin tat
skotlarinin ise 2°C depolama ve kesikli 1sitma
uygulamasinda meydana geldigi gézlenmistir. En
distik  soguk  hasarlat  kesikli  1sitma
uygulamalarinda meydana gelmistir (Artés vd.,
2000). Diger bir calismada ise nar meyvelerine
45°C sicaklikta 4 dakika boyunca 1st uygulamasi
yaptlmis ve 2°C sicaklikta 90 glin boyunca
depolanmustir. Isil uygulama yapilan nar taneleri
kontrol 6rneklerine gore daha yiiksek antioksidan
aktivite gbstermistir. Ayrica, 1sil uygulama yapilan
nar tanelerinde seker ve organik asit miktarlart da

daha  yiksek  konsantrasyon — gOstermistir
(Mirdehghan vd., 2000).
Genel olarak  degetlendirilecek  olursa, 1s1

uygulamalannin  dustik sicaklikta depolamanin
meydana getirdigi soguk zaratlanmalarina karst
meyvelerde bir diren¢ olusturdugu ve boylelikle
hasat sonrast kalitenin korunmasinda olumlu
etkiler gosterdigi gorillmektedir. Fakat soguk
depolamadan  c¢ikarilan  bir  Grind st
uygulamalarina tabi tutarken dikkat edilmesi
gereken nokta, bu stirenin ne ¢ok fazla ne de ¢ok
az bicimde uygulanmasidir.

Modifiye Atmosfer Ambalajlama

Modifiye atmosfer ambalajlamada (MAP), Grtintin
solunumu ve ambalaj materyalinin = gaz
gecirgenliginin -~ kontroli  pasif MAP  ile
saglanabilmektedir (Colgecen ve Aday, 2015). Bu
stireci; Uriinin solunum hizi ve triinin agihgy,
ambualaj filminin kalinlig1 ve ylizey alam gibi bir¢cok
faktor etkilemektedir. MAP yontemi; solunumun
ve etilen dretiminin yavaslatlmasi, enzim
aktivitesi ve c¢lrimenin azaltlmasi ile Urinin
kalitesini korumaktadir (Shaarawi ve Nagy, 2017).

Minimal iglenmis tane natlarin 4 farkli kogullarda
(H: Hava; A: Azot (%100 Ny); ZO: Zengin
Oksijen (%70 O2+%10 CO2+%20 Nz; DO:
Disik Oksijen (%5 O2+%10 COx+ %85 Ny),
polipropilen (PP) kaselerde cift yonli gerdirilmis
polipropilen (BOPP) filmlerle ambalajlandigt

calismada Ornekler 5°C  sicaklikta 18  giin
depolanmustir. 20 haricindeki bitiin
uygulamalarda denge atmosfer saglanmis olup,
genel olarak H, A ve ZO atmosferlerinde
ambalajlanan taneler kalite 6zelliklerini korumusg
ve panelistler tarafindan 18. giinde dahi kabul
edilebilir olarak nitelendirilmistir; ancak DO ile
ambalajlanan tanelerin pazarlanabilirlik periyodu
15 gin ile siurh kalmustir (Ayhan ve Estiirk,
2009). Diger bir calismada iki farkh tipteki
ambalajlama yonteminin (MAP 1, Xtend film:
MAP 2, ZOEPAC torba) narin kalitesi lzerine
etkileri 6°C  sicakllk ve %90 bagl nem
kosullarinda 120 giin stiresince incelenmis ve 40.
giinde denge atmosferinin saglandigi gbzlenmistir.
Kontrol 6rnekleri ile kiyaslandiginda MAP
uygulamalarninin agirlik kaybi ve distaki fizyolojik
bozukluklart 6nemli derecede azalt§l, gorsel
kaliteyi  korudugu ve kabuk  rengindeki
bozulmalart 6nledigi gérilmistiir. MAP 2 agirhk
kaybini azaltmada ve raf 6mri sirecinde en etkili
yontem olarak bulunmustur (Selcuk ve Erkan,
2016). Baska bir calismada 160.1 cm? ambalaj
yuzeyindeki delik sayisinin (0, 3, 6 ve 9) tanelenmis
natlarin kalitesine etkisi 5°C sicaklikta ve 15 gin
boyunca izlenmistir. Ambalaj icerisindeki gaz
kompozisyonu delik sayisindan 6nemli derecede
etkilenmistir. Oksijen konsantrasyonu delik sayist
ile dogru orantida artis gosterirken, en yitksek
karbondioksit konsantrasyonu deliksiz MAP
uygulamasinda ~ (P-0)  g6rilmistir.  Suda
¢o6zlnebilir toplam kuru madde miktarindaki en
buyik dists 9 delikli MAP (P-9) uygulamasinda
tespit edilmigtir. En yiksek aerobik mezofilik
bakteri, maya ve kiaf saylan P-0 ve P-9
uygulamalaninda belirlenmistir. Genel olarak, P-3
ve P-6 MAP uygulamalart tanelenmis narlarnn
kalite 6zelliklerini P-0 ve P-9 uygulamalarindan
daha iyi korumustur (Hussein vd., 2015). Tayyari
vd. (2017) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada tig
farkli gaz kompozisyonunun (Hava sartlarinda
ambalajlanan, MAP1: %5 Oz +%85 Nz +%10
COz2 ve MAP2: %70 Oz +%20 N2 +%10 COy)
nar Uzerindeki etkisi iki farkli depolama
sicakliginda (4 ve 8°C) 30 giin siresince
arastirilmis ve ¢alismada 9 giin sonrasinda hava
sartlarinda  ambalajlanan  tanelerde kif tespit
edilmistir.  Dugstk  oksijen atmosferi ile
ambalajlanmis  6rneklerde 30 giin  boyunca
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kiflenme gérulmemis olup, MAP1'de tutulan ve

4°C'de saklanan nar tanelerinin doku ve
gorinimleri hava sartlannda  ve MAP2
kosullarinda  ambalajlananlardan ~ daha  iyi

gOrilmuigtiir. Baska bir calismada iki farklt
modifiye atmosfer ambalaji (MA1 ve MAZ2) ile
ambalajlanan narlar 24 saat boyunca 3 farkl
kosulda 6nceden sogutulmus ve 5 ay boyunca 6°C
ve %90 bagil nem kosullar altinda depolanmistur.
Depolamada, MA2 uygulamasindaki agirlik kaybi
MA1 uygulamasindan énemli 6l¢iide daha yitksek
ctkmistir. Depolama stiresinin sonunda, ¢lirlime
ise  MAl'de MA2'dekinden daha yuksek
bulunmustur. Ote yandan, 5 aylik depolama
sonunda MA2 kosullarindaki meyvelerin duyusal
degerlendirme puanlart daha disik ¢kmistir
(Golkarian vd., 2020).

Sonug olarak MAP yonteminin ambalaj icindeki
optimum gaz bilesimini saglamasindan dolay1
driiniin solunum hizint azaltug ve boylelikle raf
Omrind  artturdi@l  goérilmektedir.  MAP
yonteminin;  kolay  ve  hizli  bicimde
uygulanabilmesi, ticari olarak da yaygin sekilde
kullanilmasina  yol agmaktadir. Ayrica, yeni
ambalajlama materyallerinin gelistirilmesi ve aktif
ambalajlama gibi konseptletle, gida
endistrisindeki gereksinim ve degisimlere ¢bzim
olacag: disuntlmektedir.

Yenilebilir Kaplamalar
Yenilebilir kaplamalar karbondioksit ve oksijen
gibi gazlara karst Griin Uzerinde yari gecirgen bir

bariyer saglamakta, arin gbruntsini
iyilestirmekte  (Duran vd., 2016), tekstiirel
Ozellikler1  gelistirmekte,  solunum  hizim

azaltmakta (Oz ve Eker, 2017) ve ayni zamanda
su kaybint engelleme gérevini de dstlenmektedir
(Sason ve Nussinovitch, 2020).

Cesitli islemler sirasinda hasar gérmis nar
tanelerinin raf émrini artirmak icin yapilan bir
calismada aljinat bazli koruyucu jel tabaka hasarh
nar tanelerinin ylizeyine daldirma yontemiyle
uygulanmis ve nar taneleri 4°C sicaklikta 10 giin
depolama sonrasinda kaplanmamuglara gére daha
az agithk kaybetmistir. Mikrobiyal olarak ise
20°Cde 5 gin  depolama  sonrasinda
kaplanmamuslara gore 2 log daha az kiif ve maya

icermektedir (Sason ve Nussinovitch, 2020).
Viswanath vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada
farklt kaplamalarin (%1 kitosan, %100 Aloe vera
ve %10 bal) nar taneleri Gzerindeki etkileti 4, 7 ve
26°C’de 20 gtin stitesinde incelenmis, %1 kitosan
kaplamanmn agihk kaybi, SCKM, TA, toplam
scker ve askorbik asit bakimindan 4°C’de en iyi
korumayt sagladigi tespit edilmistir. Diger bir
calismada ise recine vaksi, karnauba vakst ve
kitosan (%1 ve 2) kullanilarak uygulanan t¢ farkl
kaplamanin narin 4.5°C sicaklikta 120 gunlik
depolama siirecinde kalitesine etkisi arastirilmis
olup, recine ve karnauba vakst ile kaplanan
meyveler diger uygulamalara gore énemli Slgiide
daha duasiik solunum orami ve agirhik kaybi
degerleri gostermistir. Ayrica, karnauba vaksinin
meyve kalitesi ve biyoaktif bilesikleri daha yitksek
derecede koruyabildigi saptanmustir (Meighani
vd., 2015). Abdel Fattah vd. (2016) tarafindan
farkli konsantrasyonlardaki (%0, 0,5, 1, 1,5 ve 2)
kitosan kaplamanin, 4°C'da 16 gin boyunca
depolanan nar tanelerinde etkisinin
degerlendirildigi ¢alismada; kaplanmis Srneklerin
TA, pH, toplam antosiyanin, toplam fenolik icerik
ve antioksidan aktivite degerleri kaplanmamis
Orneklere kiyasla daha az degisiklik géstermistir.
Kitosan kaplama, tanelerin gorsel kalitesinin
korunmasina yardimct olmustur. Sonuc olarak
kitosan cozeltilerinin (%1.5 ve 2)
konsantrasyonlar;, 16 gin boyunca 4F1°C'de
depolama strasinda narlarin kalitesini korumak
icin daha etkili bulunmustur.

Genel olarak Ozetlenecek olursa, yenilebilir
kaplamalar meyve ylizeyinde ek bir katman olarak
gorev  yaparak, cevreyle temasini
stnirlamaktadir. Ayni zamanda Uriiniin - gorsel
cekiciligini de artturmaktadir. Uriinle beraber
tiketilebilmesinde sakinca olmamast nedeniyle,
kaplamalara eklenecek olan biyoaktif bilesenler,
gidanin besinsel ve fonksiyonel 6zelligini de
yitkseltebilmektedir. Aym zamanda kaplamalarin
dogal bilesenlerden elde edilmesi, diger ambalaj

urunun

materyallerinin  aksine ¢evreci Ozelligini de
yansttmaktadir.
Kimyasal Uygulamalar

Tuketicilerin dogal, taze, lezzetli ve yiiksek kaliteli

yenilebilir nar tanelerine olan taleplerini
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karsidlamak icin, aralarinda minimal igleme
tekniklerinin ~ agirlikli  olarak  kullanuldig
dezenfektan ile yikanmasini da igeren gesitli isleme
teknikleri gelistirilmistir (Ayhan ve Estiitk, 2009).

Tanelenmis narlann 200 ppm klorlu su+5000
ppm askorbik asit ve 200 ppm klorlu su +5000
ppm sitrik asit ile ytkanarak PP torbalarda (80 ve
150 gauge) ambalajlandigt ve 5 ve 15°C sicaklikta
depolandigt calismaya gore; klorlu su+askorbik
asit uygulanan ve 150 gauge PP torbalarda
ambalajlanan  ve 5°C  sicaklikta depolanan
tanelenmis narlarin ambalajlanmamiglara  gére
6nemli 6lctide dustik agitlik kaybi gésterdigi tespit
edilmistir. Klorlu su +askorbik asit ile muamele
edilerek 80 kalibre PP torbalar ile ambalajlanip
5°C sicaklikta depolanan tanelenmis narlann ise
en yiksek Hunter renk degerleri, organoleptik
skorlar ve en disiik bozulma degetlerine sahip
oldugu gdézlemlenmistir (Naik vd., 2017).
Continella vd. (2018) tarafindan gerceklestirilen
calismada ise taneler; distile su, klorlu su ve sitrik
asit ¢Ozeltisi olmak tizere farkli yikama ¢ozeltileri
kullanilarak ytkanmis ve kontrol olarak da ytkama
islemi  yapilmamis  6rnekler  kullandmistir.
Yikamadan sonra taneler PP kaplar ile normal
atmosfer altinda ambalajlanmig ve 15 giine kadar
4°C sicaklik ve %75 bagl nem sartlarinda
depolanmustir.  Yikama uygulamalart arasinda
kalite Ozellikleti konusunda kuclik farklidiklar
gbzlemlenmistir. Diger bir ¢alismada ise kontrolli
atmosfer depolama ve hasat sonrast ozon
uygulamasinin Hicaznar ¢esidi natlarin raf émri
ve kalitesine etkileri arastirilmistir. Kontrol, 6 saat
boyunca 5°C sicaklikta ozon gazina (4 ppm)
maruz birakilan grup ve 5°C sicaklikta 10 saniye
sire ile %0.9’luk prokloraz ¢6zeltisine batirlma
olmak tzere tuge ayrlan Ornekler kontrolli
atmosfer (%5 oksijen, %10 karbondioksit)
kosullarinda 6°C sicaklik ve %90 bagil nemde 5 ay
boyunca depolanmustir. Fungusit uygulamast
narlarin  agithk kaybt ve solunum oranlarin
6nemli 6l¢ide azaltirken, kontrol 6rneginde ozon
ve fungusit kombinasyonlarina gbre daha fazla
¢irime olustugu gézlemlenmistir. Kontrol
ornegine kiyasla ozon ve fungusit uygulamalari
yapilan ornekler daha 1yi duyusal
degerlendirmelere sahiptir (Bolel vd., 2019). Ilhan
(2018a) tarafindan yapilan ¢alismada ozon gazinin

[4200, 5000 ve 8000 C x T (ppm cinsinden
konsantrasyon x saniye cinsinden zaman)] 6n
sogutma islemi uygulanmis (20 saat boyunca hava
ile) ve uygulanmamis Hicaznar cinsi natlarda
gorillen  hasat sonrast hastaliklara  etkileri
arastirilmistir. Ozon uygulamast yapilan meyveler
ticari olarak kullanlan modifiye atmosfer
torbalarinda 6°C sicaklik ve %90-95 arasinda
degisen bagl nem kosullarinda 60 ve 120 ginliik
stireler ile depolanmistir. On sogutma yapilmis
narlara 3500 C x T dozunda yapian ozon
uygulamast, 120 giinde c¢lrime olusumunu
o6nemli Ol¢lide azaltirken herhangi bir gbrinir
fitotoksisiteye neden olmadigi tespit edilmistir.
On sogutma islemi yapilan érneklerde yapilmayan
Orneklere  kiyasla  daha  disik  ozon
konsantrasyonlarinin curiime olusumunu
azaltabildigi gorilmistiir. Diger bir calismada
klordioksit, sodyum hipoklorit ve perasetik asit
1000, 1500, 2000 pI./L dozlarda 30 dk kullanilmisg
ve ayrica Fumispore (15 saat boyunca)
ortofenilfenol (OPP)’nin etkileri ultrasonik bir
aeresol jeneratér kullanilarak (sisleme uygulamast)
incelenmistir. Uygulama yapilmis meyve, modifiye
atmosfer ambalajlama yapilarak 6°C sicaklik ve
%90-95 bagil nem kosullarinda 60 ve 100 gin
suteyle depolanmigtir. 2000 pl/I. dozunda
uygulanan klordioksit ve perasetik asit ve 1500 ve
2000 uL/L.  dozunda uygulanan sodyum
hipoklorit 60 giin depolama sonunda kontrol
Ornegine gore ¢lirimeyi 6nemli 6l¢lide azaltmustir.
Aynt sekilde 2000 pl./1. dozunda perasetik asit ve
sodyum hipoklorit 100 giin depolama sonunda da
curiimeyi buyik oranda azaltmustir. Fumispore
OPP c¢ilirimeyi azaltma konusunda bagatisiz
olmustur (flhan, 2018b).

Yapilan calismalar  degerlendirilecek  olursa,
uygulamalann etkinliginin kimyasal ¢esidine ve
konsantrasyona baglt olarak
gozlenmektedir. Kimyasal uygulamalar,
mikroorganizmalar {izerinde etki gdstererek
ciriimeyi azaltmakta ve buna baglt olarak da raf
omrind  arttirmaktadir.  Fakat  uygulanan
kimyasallarin driin tzerinde ne kadar kalinti
biraktiginin tespiti gerekmektedir.

degistigi
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Engel Teknolojisi

Engel teknolojisinde kullanilan gida muhafaza
yontemleri gesitli islemlerin  ardistk ya da
simultane uygulanmasint kapsamaktadir (Raso
and Barbosa-Canovas, 2003). Esasen bircok islem
gida glivenligi ve stabilitesini saglamak icin tek
basina yeterli olmadigt icin kombine uygulamalar

avantajli  hale  gelmektedir. Bu  sekilde
mikroorganizmalara  karst  oldiricd  etki
artturilirken, duyusal kalitedeki degisim ise

azaltilmaktadir (Qiu vd., 2019).

Tanelenmis narlarin cesitli konsantrasyonlardaki
kitosan ve askotbik asit ile kaplanarak 5°C
sicaklikta 28 glin depolandigt ¢alismada, kitosan-
askorbik asit uygulamasi tanelerin  g&rsel
kalitelerinin korunmasinda yardimct olmus ve
bakteriyel ve fungal gelisimleri engellemis olup,
raf 6mrind 21 gline kadar uzatabilmistir. Duyusal
degerlendirme sonuglart da kaplama uygulamasi
vapilan Orneklerde daha yiksek ¢tkmistir ve bu
orneklerin 25 giinliik soguk depolama stirecinden
sonra bile oldukca kabul edilebilir oldugunu
gostermistit (Ozdemir ve Gokmen, 2017). Nar
taneleri tzerinde nano-ZnO ile karboksimetil
seliloz (CMC) kaplamanin birlikte kullanildig
calismada taneler, 4 dakika boyunca damitilmig su
(kontrol),  %0.1  veya %0.2 nano-ZnO
stspansiyonu icine daldirilmis ve daha sonra ZnO
ile isleme tabi tutulan taneler, % 0.5 CMC ile
kaplanmis ve 12 gtin boyunca 4°C'de saklanmustir.
Kaplamalar, 12 giinlik depolama sirasinda toplam
maya/kuf sayisint dusurirken, toplam mezofilik
bakteri sayist ise 6 ginlik depolama sirasinda
azalmistir. Cozlinlr katt madde igerigi depolama
strasinda azalmus, fakat uygulamalar arasinda
onemli bir fark gorilmemistit. CMC + %0.2
nano-Zn0O uygulamast, toplam fenol
degisikliklerini azaltmistir. Toplam antosiyanin, C
vitamini ve antioksidan kapasite kaplanmig
tanelerde daha yitkksek bulunmustur (Saba ve
Amini, 2017). Bagka bir calismada ise klorin ile
dezenfekte edilmis natlar 0.56, 1.13, 2.27, 4.54,
9.08 ve 13.62 kJ/m? UV-C radyasyon dozlatina
maruz birakidmis ve pasif MAP kosullarinin
olusturulmast  i¢in  ¢ift yonld  gerdirilmis
polipropilen (BOPP) ile ambalajlanarak 13 ya da
15 giine kadar 5°C sicaklikta depolanmustir.
Yapilan bazi UV-C uygulamalann mezofilik,

psikrotrofik, laktik asit ve Ewnterobacteriaceae
sayllarinda dislis saglamustir fakat mikrobiyal
sayllar raf émrii boyunca sistematik bir azalma
gostermemistir (Lépez-Rubira vd., 2005). Candir
vd. (2018) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ise
narlara kitosan (CH) uygulamast (%0 ve %?2)
yapilmis ve sonra MAP alunda veya MAP’siz
paketlenmistir ve 6°C sicaklik ve %90 bagil nem
kosullarinda 6 ay depolanmistir. CH, MAP ve
CH~+MAP uygulamalar renk, titrasyon asitligi ve
askorbik asit icerigini kontrol grubuna gbre daha
iyi korumustur. CH + MAP ve MAP uygulamalari
agitlik kaybt ve kabuktaki renk degisimlerini
onemli Ol¢lide azaltmistir. Tek basina uygulanan
CH kaplamasi soguk depolama sirasindaki fungal
curiimenin kontroliinde en etkin yontem olurken,
koyu kirmiz1 renk, en yliksek antioksidan aktivite,
toplam monomerik antosiyanin ve toplam fenol
icerigine sahiptir. Yapilan diger bir calismada nar
taneleri 30 saniye stireyle 55°C sicak suya batirma,
UV-C stk (454 k]/m?) ve pasif modifiye
atmosfer ambalajlama veya ylksek oksijen
(baslangic 90 kPa oksijen) aktif modiye atmosfer
ambalajlama uygulamalarina tabi tutulmustur. 14
gune kadar 5°C sicaklik ve %90 bagil nem
sartlarinda soguk depolama uygulanmistir. UV-C
ve yuksek oksijen uygulamalari ayri ayrt ya da
birlikte en yiiksek stiperoksit dismutaz aktivitesine
neden olmustur. UV-C + yiksek oksijen
uygulamast yapilan tanelerde katalaz
aktivitesindeki diisiis en fazla seviyededir. Yitksek
oksijen ve/veya UV-C iceren butin uygulamalar
antosiyaninleri ve Ozellikle de fenolik icerigi
yitksek seviyelerde tutmustur. UV-C ve yiksek
oksijen kombinasyonu siiperoksit dismutaz ve
katalaz seviyelerini korurken, peroksidaz ve
polifenol oksidaz seviyeleri daha distk ¢tkmustir
ve antioksidan bilesiklerinin konsantrasyonlar
korunmugtur (Maghoumi vd., 2013). Limon otu
esansiyel yagl (LGEO) ile kombinasyon halinde
keten tohumu gaminin (FSG) yemeye hazir nar
tanelerinin kaplanmasi i¢in arastirildigt calismada
% 03 ve % 0.6 konsantrasyonlarda FSG
kullanilmis ve her iki konsantrasyona da LGEO,
0 ppm, 200 ppm, 500 ppm ve 800 ppm
seviyelerinde dahil edilmistir. Nar tanelerinin
5°C'de 12 giin depolandigt bu ¢alismada, LGEO
igeren kaplamalar, toplam canlt sayisint ve maya
ve kif popilasyonlarint  azaltmada  etkili
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bulunmustur. Kaplanmis numunelerde, kontrol
numunesine kiyasla daha disik agirlik kaybt
meydana gelmistir. Kontrol icin renk degisimi
(AE), kaplanmis 6rneklere kiyasla saklama stiresi
boyunca daha fazla gbzlenmistir (Yousuf ve
Stivastava, 2017).

Genel olarak bakiddiginda engel teknolojileri,
icerdigi uygulamalara (sicaklik, yenilebilir film
kaplama, UV-C) bagli olarak triinlerde farkls
etkiler gostermektedir.  Uygulanan her bir
teknolojinin  farkli avantajlara sahip oldugu
distnildiginde, bu uygulamalart aynt anda
gerceklestirmek triniin raf omriniin
uzatilmasinda  katki  saglamaktadir.  Fakat
kullanilan ~ yOntemlerin  birbirinin  etkilerini
azaltmayacak sekilde secilmesi, engel
teknolojilerinde 6nemli bir husustur.

SONUC

Nar (Punica granatum 1.), taze olarak veya meyve
suyu, recel, likdr ve diger formlarda da
kullanilmaktadir. Narin icerdigi bircok bilesen
bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Aynt zamanda narin cesitli tirevlerinden olan nar
kabuk ekstrakt, kabuk tozu ve nar suyu ¢esitli gida
triinlerinin 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla katk:
olarak da eklenmektedir. Butiin haldeki narin
depolama siiresi uzun olsa da kantitatif ve kalitatif
kalite kayiplart raf Omri boyunca meydana
gelmektedir. Ozellikle narin tanelenmis formu dis
ortama maruz kalma ve isleme operasyonlarindan
kaynaklanan doku hasart nedeniyle ¢ok daha
hassas bir yapidadir. Bu nedenle nar kalitesinin,
raf 6mrinin ve ekonomik degetinin azalmasint
Onleyecek hasat sonrast muhafaza metotlar biytik
bir 6nem kazanmaktadir. Hasat sonrast 1st
uygulamalan ile soguk zararlanmalart
6nlenebilmekte, yenilebilir kaplamalar ile tiketici
albenisi arttirilabilmekte ve kimyasal uygulamalar
ile ¢irimenin 6niine gecilebilmektedir. Ayrica
modifiye atmosfer ambalajlama ile solunum hizi
yavaslatilmakta ve engel teknolojilerinin kullanimi
ile de raf 6mri arttirilabilmektedir.
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ABSTRACT

The effect of potato starch modified by pre-gelatinization on frankfurter sausage exudation level was
investigated. This liquid exuded from the food product may have a negative impact in sensorial properties
of packaged food as well as in its microbial quality for consumers acceptance. Modified potato starch caused
a decrease in exudation formation vacuum-sealed packages of frankfurter sausages stored at +4 C. The juice
exuded into the package of the control group was higher than the other groups (P<0.05). Also, some quality
characteristics of frankfurter sausages (color, pH, water activity, thiobarbituric acid reactive substance
(TBARS), conjugated diene and free fatty acid (FFA) were analyzed during the storage period. Potato starch
exhibited a high reducing hydrolysis activity in this study. As a result; it is advisable to use modified potato
starch instead of normal potato starch to reduce or delay the exudation level in sausages.

Keywords: Frankfurter sausage, modified potato starch, exudation, TBARS, conjugated diene

MODIFIYE PATATES NiSASTASI KULLANILARAK URETILEN

FRANKFURTER SOSISLERDE AMBALAJA SIZINTININ ONLENMESI
oz
Jelatinlesme 6ncesi modifiye edilmis patates nisastasinin frankfurter sosiste sizinti diizeyine etkisi
arastirildi. Gidalardan sizan bu sivinin, paketlenmis gidalarin duyusal Ozelliklerinde ve ayrica
titketicinin kabuli i¢in Griiniin mikrobiyolojik kalitesinde olumsuz bir etkisi olabilmektedir. Modifiye
edilmis patates nisastasi, vakumlu frankfurter sosislerin depolanmast sirasinda ambalajda olusan
sizintt miktarinda bir azalmaya neden olmustur. Istatistiksel olarak kontrol grubunun ambalajina sizan
miktar diger gruplardan daha ytliksek olarak tespit edilmistir (P<0.05). Ayrica, frankfurter sosislerin
(renk, pH, su aktivitesi, tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS), konjuge dien ve serbest yag asidi
(FFA) bazi kalite 6zellikleri de depolama siiresi boyunca analiz edilmistir. Sonug olarak, frankfurter
sosislerde olusabilecek sizinti seviyesini azaltmak veya geciktirmek icin normal patates nisastast yerine
modifiye patates nisastast kullanilmast tavsiye edilmektedir.
Anahtar kelimeler: Frankfurter sosis, modifiye patates nisastast, sizintt, TBARS, konjuge dien
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Exudation in frankfurter sausages

INTRODUCTION

Oil-in-water (o/w) emulsions are dispersed
systems composed of an oil phase dispersed in an
aqueous phase. Dispersed phase molecules could
be stabilized by the proteins, polysaccharides or
emulsifiers. Such types of dispersions have a
tendency to be thermodynamically unstable.
Emulsion instability is linked to two physical
processes. The first one is the increase the
dimensions of the dispersed phase particles due to
flocculation or coalescence; the other is the
migration of particles leading to creaming or
sedimentation. The visual effect of these
processes is a clear phase separation of the
emulsion (Dickinson, 2009; Pycia vd., 2018).

Modified starch is obtained through the physical,
enzymatic, or chemical processing of starches and
the alteration of some properties. The reason for
the modification of starch is to improve the
properties and performance for different
applications. The starch is modified in order to
exhibit changes in properties such as acidity,
cooling time or freezing resistance, structure,
viscosity, and gelatinization time. Modified starch
is also used as a thickener, stabilizer or emulsifier
in the field of food (Olger ve Akin, 2008).

Processed food products, such as meat or poultry,
especially vacuum packaged frankfurter sausages
are characterized by the generation of exudates
during the storage time. This liquid exuded from
the food product may have a negative impact on
sensorial properties of packaged food as well as
on its microbial quality. In this context, exuded
liquid allows the proliferation of pathogens or
spoilage microorganisms, since this exuded liquid
acts as a media, which is rich in macro nutrients,
such as carbohydrates, proteins and fats, and
micronutrients, micro minerals and water-soluble
vitamins that may be divided from food.
Deterioration in appearance, bacterial spoilage,
and loss of exudates are the main problems in the
storage of sausages. The major disadvantages of
vacuum package of sausages were compression of
the sausage and high drip-loss. Blowing, souring,
and formation of exudates were observed in
vacuum-packed, frankfurter sausages and
associated with high numbers of lactic acid

bacteria (LAB), particularly homofermentative
lactobacilli (Narasimha Rao ve Sachindra, 2002;
Otoni vd., 2010).

Moisture drip absorber pads are commonly
placed under packaged fresh meats, fish, and
poultry to absorb unsightly tissue drip exudate but
these pads are improper to use in vacuum packed
sausages. In order to avoid this risk and preserve
sensorial characteristics of packaged food
products for consumers acceptance, some
materials have been used widely by the food
industry. Therefore, some materials such as fiber,
carbohydrates, soya protein concentrate, soy
protein isolate, precipitated milk protein (Na-
caseinate), egg white proteins and modified starch
can be used for preventing exudation. In this this
study, it was aimed to investigate the effects of
potato starch modified with pre-gelatinization
method on the quality and technological
properties of frankfurter sausage. 4% normal
potato starch (unmodified) and modified potato
starch were added to sausage prepared with beef
and chicken meat, and the physical, chemical, and
technological ~properties of the products
especially amount of the exudation of the juice
into package were examined.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Normal potato starch (Migros, Istanbul), beef
meat (including 20.36% protein, 4.24% fat,
73.77% moisture, 2.79% FFA, 5.52 pH), animal
fat (0.76% FFA) and chicken meat (including
21.67% protein, 4.49% fat, 72.92% moisture,
6.45% FFA, 5.88 pH) were used in sausage
production purchased from a local market in
Samsun. The beef and chicken meats used were
brought to the lab one day before and stored at
24 hours at + 4°C.

Formulation and Sausage Preparation

The formulations of beef and chicken meat
sausage with normal (unmodified) potato starch
or potato starch modified by pre-gelatinization
are summarized in Table 1.

All subcutaneous and intramuscular fat and
connective tissue were removed from meat. Meat

895



896

M. Saimati, H. Genccelep

and fat were ground through an 8 mm plate. Each
batch of samples consisted of four (two meat, two
chicken meat) meat batters, which differed, in
their composition by adding modified and
unmodified starch (4 %) (According to Turkish
regulations, the level of starch in sausages should

not exceed % 4 (Turkish Food Codex Meat,
Prepared Meat Mixes and Meat Products
Communique Regulation no 2018/522-30670).
Four different types of frankfurter were
formulated with salt, spices mix, and sodium

nitrite (Table 1).

Table 1. Formulation of frankfurters

Ingredients BC BM CcC CM
Beef (g) 2000 2000 e e
Chicken meat (g) 0 0 2000 2000
Cattle fat (%) 20 20 20 20
Ice (%) 25 25 25 25
Unmodified starch (%) 4 0 4 0
Modified starch (PGS) (%o) 0 4 0 4
Salt (NaCl) (%) 2 2 2 2
Spice mixture (%o) 2 2 2 2
Nitrite (NaNOy) (%0) 0.015 0.015 0.015 0.015

BC: Beef control group (beef + normal potato starch), BM: Beef application group (beef + modified starch), CC:
Chicken meat control group (chicken meat + normal potato starch, CM: chicken meat + modified starch); PGS;
Pre-gelatinization modified potato starch; Spice mixture: white pepper, allspice, coriander, cloves, cinnamon, garlic
powder, onion powder, mustard powder, phosphate (E450), ascorbic acid (E300), sodium ascorbate (E301), spice

extracts.

Raw meat was homogenized and ground for 1
min in a cuttert (MADO Typ MTK 6062,
Dotnhan/Schwarzwald, Germany). NaCl (2.0 %)
was then added to the meat mixture and mixed
for 1 min. After mixing, the starch (4%), ice
(25%), fat (20%), spices were added and batters
were homogenized for 1 min. The emulsion was
maintained at temperatures <10 9C and a
temperature probe was used to monitor the
temperature during this process. After
emulsifying, meat batter was stuffed into plastic
casing (30 mm diameter, Kalle Nalo Wursthiillen,
Weisbaden Germany) using a stuffer (MADO
Typ MTK 591, Dornhan/Schwarzwald,
Germany). The frankfurters were then heated at
90 °C for 30 min in a water bath (Microtest
Makine, Istanbul, Turkey). The cooked
frankfurter was subjected to cooled water (5X1
°C) bath. Sausages were peeled and vacuum
packaged (Multivac, Wolfertschwenden,
Germany) then stored at 4 + 1 0C for 60 days in
refrigerator.

Methods

Chemical Analysis

Samples were diluted 10% with distilled water and
homogenized (3000 rpm, 2 min), then pH values
were measured with a pH meter (Starter 2100,
OHAUS). Total moisture (%) contents were
determined by heating at 105°C to a constant
weight (AOAC, 2000). Protein quantities of
sausage were determined at the beginning of
storage according to the Kjeldahl method
(AOAC, 2000). The amount of fat in the samples
was determined at the beginning of storage using
diethyl ether as solvent with the Soxhlet
extraction system (AOAC, 2000). The Hunter %
a*, and b* values of the samples were determined
by colorimetry (Colotflex EZ, USA). Water
activity analysis was carried out at 25 °C using
AQUALAB Dew Point Water Activity Meter

(USA).
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Modified Starch by Pre-gelatinization (PGS)

The Micro Visco Brabender Amylograph (model
8101, Brabender, Duisburg, Germany) was used
to prepare modified starch samples with some
modifications according to the method of Aktas
ve Gengeelep (20006). Slurries of normal
(unmodified) potato starch (15 g of potato starch
and 100 mL of water) were poured into the
amylograph bowl and loaded into amylograph.
The starch suspensions were uniformly heated
from 30 to 95 °C, held at 95 °C for 3 min, and
cooled to 40 °C. Gelatinized starch was dried at
40 9C and sieved from 212 pm (Aktag ve
Gengcelep, 2006)

Water and Oil Binding Capacity

Water and oil binding capacity were determined
according to the method of Yousif vd. (2012) with
a slight modification. 15 mL of distilled water was
added to 1 g of the starch sample in a weighed
centrifuge tube. The tube was agitated on a vortex
mixer for 2 min, and then centrifuged at 6,000Xg
for 20 min. The clear supernatant was removed
and discarded. Water binding capacity (WBC) is
expressed as the weight in gram of water bound
by 1 g of dried sample. For the oil binding
capacity (OBC) determination, 15 ml refined
corn oil was added to 1 g of starch sample in a
weighed centrifuge tube. The tube was agitated on
a vortex mixer for 2 min, and then centrifuged at
6,000Xg for 20 min. The clear supernatant was
removed and discarded. Oil binding capacity is
expressed as gram of oil bound by 1 g dried
sample.

Water Swelling Capacity of Starches

The water swelling capacity of starches was
determined with the method by Lecumberri vd.
(2007). Firstly, 1 g starch (M, weight) graded
cylinder was placed and the volume (V1) was
measured. Then, 10 ml. of distilled water was
added there, followed by agitation until a
homogeneous dispersion was formed. The
resulting dispersion was allowed to stand at room
temperature for 24 hours, so that the powder
could completely bind the water. After 24 hours,
the volume (V2) of the wetted starch was
measured and recorded. Water swelling capacity is

calculated according to the formula (WSC)
(ml/g)=(V2-V1)/M.

Water Solubility Index of Starches

Analysis of water solubility index of starch
samples was determined at 10°C, 20°C, 30°C,
40°C, 50°C, 60°C and 70°C using the method of
Anderson et al. (1969). 1% aqueous suspension
(S81) of the starch sample was prepared in
centrifuge tubes, and the suspension was heated
in a water bath at the temperatures mentioned
above for 1 h with constant stirring. The resulting
mixture was centrifuged at 3.000Xg for 10
minutes. The supernatant deposited on the
surface was removed and the samples were dried
at 105°C for 18 h and weighed (Ss). The water
solubility index is calculated according to the
formula (%) = S3/S1x100.

(S1): Sample weight

The Exudation of the Juice into the Package
(EP)

Determination of juice exuded into package
samples, according to the method of Bloukas vd.
(1997) with a slight modification. Storage period
on the 1., 15, 30., 45. and 60th days, the sausage
removed from the package was dried with a paper
towel. It was weighed and recorded before and
after the sausage was wipe dried. In the same way,
the weights of the paper towels before and after
dampening were weighed. This analysis was
performed with 3 packet samples from each
group. The exudation value in the package is
calculated according to the following formula.

X =(K2-K1) + M1 -M2)/2

JEP =X/M1 x 100

K1: Initial weight of paper towel

K2: Weight of paper towel after dampening

M1: Weight of sausage sample before wipe dried
M2: Weight of sausage sample after wipe dried
JEP: Juice exuded into the package (%)

Analysis of Conjugated Diene

The formation of conjugated dienes was
determined as described by Juntachote vd. (2007).
For this purpose, 3 g sausage sample was mixed
with 30 mL distilled water and a suspension was
formed. Then 0.5 mL of this mixture was taken
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and mixed with 5 mL of hexane: isopropanol (3:1)
and centrifuged at 2,000Xg for 5 minutes. At the
end of the centrifugation, the absorbance of the
upper phase at a wavelength of 233 nm was
measured. The absorbance read is expressed as
the conjugate diene value (Juntachote et al., 2007).

Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS)

To determine the TBARS values, a sample of 10
g sausage was weighed, and 25 mL of 20%
trichloroacetic acid (TCA) and 20 mL of purified
water were added followed by homogenization
for 2 minutes using Ultra Turrax (10,000 rpm).
The resulting mixture was filtered through
Whatman No: 1 filter paper and 5 mL of filtered
capped tubes was removed from the filtrate. The
cover was closed by adding 5 mL of 0.02 M TBA
(2-thiobarbituric acid) solution and shaken. The
shaken tubes were kept in boiling water bath at 93
°C for 30-35 minutes, then cooled in tap water for
10 minutes and transferred to spectrophotometer
tubes to read the absorbance value against the
probe at 532 nm wavelength. The absorbance
values read were multiplied by a factor of 7.8 and
the TBARS wvalues was determined as mg
malonaldehyde equivalent substances / kg as an
example (Lemon, 1975).

Free Fatty Acids (FFA)

Free fatty acids were determined by according to
the Gékalp vd. (1995). 5 g of sample weighed and
add 50 mL of a mixture of diethyl ether: ethanol
(1:1, v/v) were added to sample. Mixture was
stirred for 1 min to dissolve the fatty acids.
Mixture was titrated with 0.01 M ethanolic NaOH
until a permanent pink color was obtained (at least
15 seconds). The amount of free fatty acid was
calculated as the oleic acid.

Statistical Analysis

The data of the study were subjected to variance
analysis using the package program, and the
sources of variation that were significant in terms
of statistics were compared with the Duncan
multiple comparison test (SPSS, 2008).

RESULTS AND DISCUSSION

Dependent variables tested for monitoring the
effect of functional ingredients on the
technological properties directly related to the
exudation and quality of beef and chicken meat
emulsions were classified as water activity (av),
color parameters (IL*, a* and /*), pH, TBARS,
FFA and juice exuded into the package (JEP %).

Mean values of variance analysis results of pH,
moisture, water binding capacity (WBC), oil
binding capacity (OBC), and water swelling
capacity (WSC) of normal (unmodified) potato
starch and modified potato starch are given in
Table 2, and the results of the water solubility
index (WSI) are shown in Table 2. The water
binding capacity, oil binding capacity, and water
swelling capacity values determined in starch
samples were statistically different (P<0.05).
Modified starch has also been found to have
higher oil binding capacity and binding/swelling
capacity (at room temperature). The stabilizing
effect of modified starches in emulsions is related
to their high electrical charge and having more
hydrophilic—lipophilic groups within structure,
which increase the lipid and water interactions
(Alamanou vd., 1996). These groups form a
charged layer round fat droplets, causing mutual
repulsion, reducing interfacial tension and
preventing coalescence. With the modification of
starch, technological properties have changed.
Similar results were found by Aktas ve Gengcelep
(2000).

As the temperature increased, the water solubility
index of the modified starch was measured higher
than the normal starch. This could be as a result
of the ability of modified starch to form
complexes with water that improves water
retention. The result of modification could bind
more water because of the hydrophilicity groups.
Pre-gelatinized modified potato starch performs
well in high moisture foods, such as in meat-
emulsified products like sausaas the water
solubility index, water swelling capacity, water and
oil binding properties are much better than
normal starch (Table 2). This structure easily
reabsorbed most of the extruded water if the
water separation was too slow (Table 4).
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Table 2. Some composition analysis and water solubility index (WSI) results of normal and modified

starches.
Analysis NPS MPS

pH 6.44%0. 07~ 5.96% 0.02°
Moisture (%o) 14.86%0.552 7.92% 0.46b
Fat (%) 0.20£0.01= 0.28%0.01=
Protein (%0) 0.08£0.01= 0.03£0.01b
Ash (%) 0.28%0.01= 0.28%0.01=
WBC 0.84610.065> 5.665%0.417=
OBC 1.034£0.073P 1.414£0.0402
WSC (mL/g) 0.08210.0200 5.242%0.027+
L* 93.01£1.07» 91.10£1.25»

a* -0.1£0.36 0.22£0.092

b* 4.25%1.27= 3.5240.17»

Water solubility index (WSI)
Temperature (°C) % %

10 1.59%0.14<8 2.57+0.31sA

20 1.6710.14<8 6.77£1.620

30 2.65%0.158 8.1310.47<A
40 3.6610.43<B 10.19£0.6244
50 4.01£0.60<8 11.56£1.01<A
60 10.31£1.54b8 14.6611.06°A
70 13.9711.8228 19.13£0.832A

Values are means * standard deviation. *®: Means on the same line with different letters are different (P<0.05).
NPS: Normal (unmodified) potato starch. MPS: Modified potato starch. WBC: Water binding capacity. OBC: Oil

binding capacity. WSC: Water swelling capacity.

+¢: Means on the same column with different letters are different (P<0.05) in water solubility index. 4-B: Means on
the same line with different letters are different (P<0.05) in water solubility index.

Table 3. The chemical compositions and colour values (L*, 2* and *)) of frankfurter sausages

Samples  Moisture (%)  Protein (%) Fat (%) L* a* b*
BC 63.7520.722  13.43%£0.15*  14.01£0.94*  44.83+1.50*  14.99£0.56* 16.14£0.722
BM 632020912 12.67£0.07®>  14.94%0.73*  44.83+1.41*>  15.5710.42 16.28%0.412
CC 64.5610.16*  14.12%£0.94*  12.77+0.83>  62.96+1.53*  14.48+0.23*>  22.30%0.46"
CM 63.8910.08  13.86£0.28®>  13.56%£0.50*  62.30%1.71»  14.98%0.302 24.16+0.33*

Values are means T standard deviation. <: The difference between the values with different exponents in the same
column is significant for each product types (P <0.05). BC: Control group (beef + normal potato starch), BM:
(beef + modified potato starch), CC: control group (chicken meat + normal potato starch), CM: (chicken meat +

modified potato starch).

When the values were examined, the moisture
content of the sausage was found to vary between
63.20% and 64.56%. There was no statistical
difference between sausage control and
application groups (P>0.05). Purma (2006) found
that the content of moisture changed between

55.3-56.3% and statistically no significant
difference (P>0.05) was found between the
samples in the study of the dried apricot pulp in
sausage production. It was determined that the
protein content of sausage changed between
12.67 and 14.12%, the highest amount of protein
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was in CC and the lowest amount of protein was
in BM group. The amount of protein was
determined lower in products produced by adding
modified starch. This result is probably related to
the different protein content in starch. It was
determined that the fat contents of sausage
changed between 12.77 and 14.94% (Table 3), the
highest amount of fat was found in the BM group
and the lowest amount of fat was in the CC group

(Table 3).

There was no significant difference in the
brightness (L*) values between each chicken
groups and beef groups (P>0.05). The mean
redness (4*) values were found different in all
groups (Table 3). There was statistically
significant difference between the CC and CM
groups (P<0.05) in the values of yellowness (/*),

but there was no statistically difference between
the BC and BM group (P>0.05). The color values
of sausage made with chicken meat were found to
be quite different from those of beef sausage. The
reason is that the amount of myoglobin in chicken
meat is lower than the amount of it in beef (Turp,
1999). The result is lighter colored products. The
effect of meat difference was also determined in
sausages' 2 * and 4 * values. Ayo vd. (2008) found
that the addition of walnuts did not have a
significant effect on the I* value of sausages, but
a significant increase in the values of #* and /*.
L*, a* and b* values of high and low-fat control
sausages were found very close to each other and
they obtained the result that the amount of fat did
not affect the color parameter.

Table 4. Analysis results of frankfurter sausages during the storage periods

Sample type pH JEP (%) aw Cogii‘c‘izted (mgmskg) FFA (%)
BC 6.30£0.11» 0.76£0.2872 0.976£0.006*  0.433%£0.118  0.669£0.268P 2.21%0.312
BM 6.27£0.11> 0.56£0.065P 0.970£0.007>  0.398£0.108*  0.870£0.3142 1.88+0.18>

Signiﬁcance kok kk kk ok k% ok

Storage period (day)
1 6.16£0.0174 0.45%0.10> 0.969£0.007>  0.240+0.039¢  0.626+0.043> 1.87£0.18>
15 6.18£0.0234 0.64£0.08a> 0.979£0.003*  0.382+£0.016>  0.607£0.153P 1.84+0.28>
30 6.39£0.019° 0.62%0.06a> 0.974£0.007>  0.418+0.060>  0.633£0.160° 2.04£0.082>
45 6.29£0.027¢ 0.82%0.3552 0.970£0.0112>  0.510£0.038*  0.8921+0.4952 2.1940.23q
60 6.42£0.021~ 0.76£0.222 0.973£0.001%  0.528+0.031» 1.091£0.193» 2.30£0.422

Signiﬁcance kk kk kk ok ok k%

CC 6.28%0.122 0.63£0.128 0.973£0.005*  0.389£0.153*  0.601£0.162* 3.25%0.322
CM 6.231£0.13> 0.57£0.0642> 0.969£0.007»  0.388%£0.143*  0.652%0.153* 3.12£0.252
Significance ok ok NS NS NS NS
Storage period (day)
1 6.11£0.033d 0.45%0.070P 0.968£0.004>  0.234+0.039¢  0.540+0.071> 2.93%0.201b
15 6.12%0.0284 0.60£0.0812 0.969£0.008>  0.251+0.031¢  0.526+0.026>  2.98+0.047+
30 6.37£0.037b 0.65%0.0742 0.972£0.004  0.371+£0.047>  0.572£0.167> 3.35%0.135%
45 6.2520.031¢ 0.64£0.0742 0.978+£0.008*  0.515£0.060*  0.617£0.055> 3.31£0.467%
60 6.41£0.021~ 0.64£0.098 0.969£0.005>  0.571£0.030@  0.879£0.067* 3.39£0.156*
Signiﬁcance kek Kk kk ok *ok k%

Values are means * standard deviation. **P<0.01; <: The difference between the values with different exponents in the same
column is significant for each product types (P<0.05). BC: Control group (beef + normal potato starch), BM: (beef + modified
potato starch), CC: control group (chicken meat + normal potato starch), CM: (chicken meat + modified potato starch). JEP:

Juice exuded into the package; NS: not significant.
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Starch modification had a significant effect on
pH, JEP, ay, conjugated diene, TBARS, and FFA
in meat frankfurter sausages (Table 4). In chicken
frankfurter sausage, starch only had an effect on
pH (P<0.05). The presence of pre-gelatinization
modified potato starch in the beef and chicken
emulsion formulation was found to have a
statistically significant (P<0.01) effect on pH,
JEP, aw, conjugated diene, TBARS and FFA
values of samples during storage time. When the
test results of the averages of the pH values of
sausage were examined, the mean pH values of
the control groups (BC and CC) was effect to be
statistically different from the mean values of BM
and CM groups (P<0.05).

Control (BC and CC) groups were found to have
higher pH values. This may be explained by the
fact that the pH value of the normal starch used
in the manufacture of control group sausage was
higher than the pH value modified starch (Table
2). In Table 4, pH value showed a decrease on the
45th day of storage and increased again on the
60th day both meat and chicken frankfurter
sausage. It is thought that this change in the pH
values of the 45th day is due to the partial
disruption of the proteins to the amino acids and
the fatty acids to free fatty acids. However, this
effect has not been observed in later stages of
storage. When the pH values of all samples were
examined, it was found that the pH values tended
to increase during storage. During cold storage of
emulsified type meat products such as sausage,
lactic acid bacteria multiply and decrease pH
(Ertas ve Karabas, 1998; Sisik, 2008). In this
present study, the pH drop was not achieved
when compared with other research results. This
result is probably regarded to the effect of basic
character substances in the structure. Cooked
meat products also typically exude a liquid
composed of water, fat and protein, which drips
to the vacuum packaged sausage in the
refrigerator. This liquid accounts for most of the
weight lost during the storage and represents a
loss of a marketable product, which is not sold
and it can also create a sanitation or
microbiological development problem in vacuum
packed sausages.

As can be observed in Table 4, a high capacity to
hold juice exudates was obtained in modified
starch sausages. The exudation of the control
groups to the package was found to be statistically
different from the mean of BM and CM groups
(P<0.05). Control (BC) group was found to have
a higher exudation percent. Even though
modified starch exhibited the lowest exudation
loss (0.56%) in comparison with the control
(0.76%) in meat frankfurter sausage, JEP (%)
values were similar in chicken group statistically.
Juice exuded into the package was increased
during the storage period of sausages (Table 4).
Despite the high percent loss of juice, moisture,
the water activity levels remained close to those of
the other formulations. During the storage
period, the data of the percent of juice exuded
into the package in control sausages found that
was 0.45% to 0.82% in meat frankfurter and
0.45% to 0.65% in chicken frankfurter for which
there was the significant difference between the
means. Grizotto vd. (2012) reported that the
values found for the percent loss of juice exuded
in the package that was 1.24% to 1.42%, for
which there was no significant difference between
the means either in the study using okara flour at
the different ratio (1.5%-4%).

During storage, the lower JEP value than meat
frankfurter ~was  determined in  chicken
frankfurter. This can be explained by protein
proportion found in chicken sausages (Table 3).
The amount of water held in foods increases as
the protein content increases. This can be
explained as the rate of water solubility index,
water and oil binding capacity and water swelling
capacity of modified starch were more than
normal starch (Table 2). Also, amylopectin may
govern the interactions between water and
pregelatinized starches. It has stabilizing effects,
whereas amylose forms gels and has a strong
tendency to form complexes with lipids and other
components (Hermansson ve Svegmark, 1996).
While potato starch has about 72-75%
amylopectin, and phosphate groups covalently
linked to amylopectin in potato starch increase its
hydrophilic nature.
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The highest levels of exudation occurred in the
control sausage (BC and CC) compared to
modified potato starch (Table 4). This indicates
that modified potato starch has better
hydration/binding  properties.  Modification
might increased these interactions. Water can
bind to starch and its modified derivatives by
capillary effects, hydrogen bonds, ionic bonds
and/or hydrophobic interactions, and by sutface
tension in the pores of the matrix (Colmenero vd,
2005; Thebaudin vd, 1997). Alamanou vd. (1996)
and Hughes vd. (1997) also observed that
increasing the percentage of added hydrocolloid
reduced total expressible fluid. This might be
attributed to the better absorption by modified
starches of the water added during formulation.
The stabilizing effect of modified starches in
emulsions is related to their high electrical charge
and having more hydrophilic-lipophilic groups
within the structure, which increase the lipid and

water interactions (Alamanou vd. 1996). These
groups form a charged layer round fat droplets,
causing mutual repulsion, reducing interfacial
tension, and preventing coalescence. The extent
of hydration may have increased due to starch
gelatinization as starch-water systems heated to
higher temperatures released less water suggesting
that more water molecules are absorbed into the
polymer matrix after subjecting it to the higher
temperature. Previous studies (Tananuwong ve
Reid, 2004) have shown a significant reduction in
granule crystallinity at higher temperatures. As the
granule structure becomes increasingly disrupted,
more starch polymers, especially amylopectin,
disentangle, which exposes more hydroxyl groups
to water, resulting in increased starch—water
interactions. Sausages in packages produced with
modified starch and containing modified starch
had lower drip loss than the normal starch using
in sausages.
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Fig. 1. Sausage samples on the values of leakage in the package x the effect of the storage time interaction

As can be understood from Fig. 1 (sausages and
storage time interaction), on the first day of
storage, the control group (BC and CC) showed a
lower JEP (juice exuded into the package) rate
than the sausages application group but showed
faster JEP as storage time progressed. During the
storage period of sausage, the average juice

exuded into the package with beef meat, which
was 0.45% on the first day of production,
increased to 45 days (0.76%). These values in
chicken meat were found between 0.45-0.64. On
the 60th day of the storage period in all groups, it
showed a slight decrease. It was determined that
the control group (BC and CC) was higher in



Exudation in frankfurter sausages

sausages after the 15th day of the storage period
of the JEP value. The juice exuded into the
package of sausage samples produced with
normal starch during storage was higher than
sausage samples produced using modified starch
and these differences were found statistically
significant (P<0.05). Claus ve Hunt (1991) 3.5%
reported that wheat starch and modified corn
starch reduced the juice exuded into the package
level. In the study of the use of extruded wheat
flour in the production of sausages, the fat rate
and extruded wheat flour on the value of juice

exuded into the package of sausages were
determined to be effective Uysal (2011) (P<0.05).

According to the test results of averages of water
activity (aw) values given in Table 4, the mean aw
values of the BC and CC control groups were
higher than the mean values of the BM and CM
group  frankfurters. This difference was
statistically significant in beef frankfurter group
(P<0.05).

The conjugate dienes determined during storage
of sausage were examined, the number of
conjugate dienes increased from 0.240 on the first
day of production as the storage time progresses
in meat sausages, and the increase after the 30th
day was further accelerated. In the study of Sagir
(2011), it was determined that the number of
conjugated dienes in all of the products was
increased regularly during storage (180 days).
Conjugated diens were determined as 0.41-0.46
(umol/mg) at the beginning of storage and as
0.81-0.90 (umol/mg) at the end of storage.

There was a statistically significant difference
(P<0.05) between the BC group and BM, but no
significant difference between CC and CM groups
(P>0.05).

As can be seen table 4, the lowest TBARS value
of meat sausage was determined at 15th day and
the difference between 30th day and 1st day was
not statistically significant (P >0.05). After day 30,
the TBARS value of sausage was increased and
the highest TBARS value was determined at 1.091
to 60 days. In chicken meat sausages, no results
were found different from 1st to 45th days. Sisik

(2008) found that the use of corn oil and broccoli
on sausage production the TBARS value
increased in all groups as storage time progressed.
In researches carried out by Ertas and Karabas
(1998) and Bloukas and Paneras (1997) it has been
reported that the TBA wvalues of frankfurters
produced using both vegetable oils and animal
fats increased along with the storage time. In the
study conducted by Wilfred Ruban vd. (2008) the
TBARS values of sausage during storage for 30
days at 4°C increased with storage time from 0.22
to 1.14 mg MA /kg.

As the free fatty acid values of sausage given in
Table 4 were examined, the mean FFA value of
the control group of beef group sausage was
found to be statistically different from the mean
of the BM group (P <0.05). This may be due to
the fact that raw potato starch hydrolysates have
high anti hydrolysis activity and could be used as
a food antioxidant agent (Wu vd., 2017). Nieto vd.
(2009) investigated the effect of potato protein
hydrolysate on oxidation reactions in meat
emulsions and reported that 2.5% of the
hydrolysate added to the mixture reduced TBARS
value (9.55 mg MDA /kg in the control sample,
3.19 mg MDA/kg in the hydrolysis potato starch
sample). There was no statistically significant
difference (P>0.05) between the chicken meat
group sausage of control group (CC) and the CM
group. As indicated in Table 4, the FFA value has
continuously increased as the storage duration
progresses. The FFA  values increased
significantly (P<0.05) in all of the sausage groups
till the 60th day of storage. The FFA (%) values
on days 1, 15, 30 and 60 were similar in beef
sausages (P>0.05). The FFA value rose to 2.30%
at the highest 60th day. Zalacain et al. (1996) have
identified the amount of FFA in the final product
as 3.31g oleic acid/100 g fat in traditional dry
fermented sausages produced by adding L.
plantarnm and S. carnosus. Jezek ve Korobova
(2016) found that selected cooked sausages FEA
amount from 1.40 to 3.31% as oleic acid in the
Czech Republic. In this study, the FFA amounts
were found lower than other similar studies.
Chicken meat group (CC, CM) had a higher mean
FFA value than beef group sausage (BC, BM).
This may be due to the fact that the FFA value of
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chicken meat from raw materials used in
production is higher than the FFA value of beef.
It might be due to the presence of unsaturated
fatty acid in chicken meat than beef because
unsaturated fat is more prone to hydrolysis. Free
fatty acids content in both group sausages
increased with storage study, but the values
remained in the acceptable limit (maximum 4%).

Exudation reduces flavor, texture,
microbiological quality and nutrient quality,
thereby reducing consumer’s acceptance of the
product. Pre-gelatinization modified starch
sausages showed a high capacity to hold water and
fat exudates and consequently, had the highest
emulsion stabilization parameters. Incorporation
of modified starches into a meat batter improved
the emulsion stability and reduced the exudation
rate, probably due to the formation of a more
stable complex. The water solubility index, water
swelling capacity, water and oil binding properties
of modified starch are much better than normal
starch. This structure easily reabsorbed most of
the exuded water if the water separation was too
slow during the storage period. The addition of
modified starch significantly decreases the
exudation value both meats types of sausages.
From the results of exudation, we concluded that
modified potato starch is better than normal
potato starch for meat and chicken sausages.
Also, modified starch was affected the FFA
values. The use of pre-gelatinization modified
starch did produce significant changes in lipid
oxidation levels in beef sausages in comparison
with normal potato starch sausages excluding
conjugated diene values. However, modified
starches can be successfully used to control juice
exuded into the package properties of meat
batters. These results suggest that the addition of
pre-gelatinized potato starch at 4% will have a
positive effect on the quality of stored the heat-
treated sausage stored at + 4 °C.  Pre-gelatinized
modified potato starch is suitable in high moisture
foods, like emulsified meat products such as
bologna type sausages and frankfurters.
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Bu calismada, kavun cekirdegi tozunun farkl ikame oranlarinda (%10, %20, %30 ve %40) kullanilarak
tretilen eristelerin diyet lifi, yag, mineral, protein igeriklerinin artirilmasi, attk degerlendirmenin éneminin
vurgulanmasi ve eristenin fonksiyonel 6zelliklerinin artirlmast amaglanmustir. Kontrol eristelere gore kavun
cekirdegi tozu ilavesi ile elde edilen eristelerde protein (%12,34-16,71), toplam diyet Lifi (%04,03-10,17), yag
(%3,76-19,12)  ve mineral iceriklerinde Onemli artislar g6zlemlenmistir. Kavun c¢ekirdegi tozu eristelerin
patlaklik degerlerini ditstirmis, kirmuzilik ve sartlik degerlerini artirmustir. Kavun ¢ekirdegi tozu orant arttikga
suya gecen madde miktar1 artmistir. Eristelerde renk, koku, tekstiir, lezzet ve genel begeni anlaminda en
yiksek puani kontrol 6rnegi alirken en dusiik puant %40 kavun cekirdegi tozu katkilr eristeler almustir.
Uygulama icinde en fazla begenilen %10 kavun ¢ekirdegi tozu igeren formiilasyon olmustur.

Anahtar kelimeler: Kavun cekirdegi, eriste, diyet lifi, tekstlir, mineral madde.

THE EFFECT OF MELON SEED POWDER ON SOME PROPERTIES OF
NOODLE

ABSTRACT

In this study, it is aimed to increase the dietary fiber, fat, mineral and protein contents of the noodles
produced by the use of melon seed powder (MSP) in different levels (10%, 20%, 30% and 40%), to
emphasize the importance of waste assessment and to give functional properties to the noodle. With
the addition of MSP compared to control noodles, protein (12.34-16.71%), total dietary fiber (4.03-
10.17%), fat (3.76-19.12%) and mineral content of noodles changed significantly. The use of MSP
decreased the brightness of the noodles but increased the redness and yellowness color values. As
the level of MSP increases, the amount of substance passing into the water was increased. The highest
score for noodles in terms of sensorial properties were observed in control, while the lowest score is
40% MSP added noodles. The most desired formulation in the application was the formulation
containing 10% MSP.

Keywords: Melon seed, noodle, dietary fiber, texture, mineral substance.
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GIRIS
Canlilarin = yasamlarini  stirdtrebilmek  icin
gereksinim duydugu temel ihtiyaglarinin basinda
enerji  gelmektedir.  Insanlar, viicutlarinda
kullandiklart  enerjiyi tikettikleri  bitkisel ve
hayvansal besin kaynaklarindan rahatlikla temin
edebilmektedirler (Aktas, 2012). Insanlarin enerji
kaynagt olarak kullandigi bitkisel besin kaynaklart
arasinda tahil ve tahil trtinleri 6nemli bir yere
sahiptir (Kalkan ve Ozarik, 2017). Kolay elde
edilebilit olmast ve maliyetinin disitk olmast
tahillarin  en ucuz enerji kaynagt oldugunu
dogrulamaktadir. (Sahin, 2001). Tahil Grtnleri
icerisinde en ¢ok bilinen karbonhidrat kaynaklart
basta ekmek olmak tizere makarna, eriste, tarhana,
cesitli firmcilik ve pastacilik Griinleridir (Eyidemir,
2000).

Eriste, tahil driinleri arasinda gelencksel olarak
tretilip ve sevilerek tiketilen bir driin grubudur.
Bolgeden bélgeye gerek kullandan hammadde
gerekse yapilis bicimine bagl olarak farkliliklar
gosterebilmektedir (Gulia vd, 2014). Eristenin
hizli  ve kolay pisirilmesi, disik maliyet,
besleyiciliginin yiiksek olmast, kurutulmus trin
olmasina baglt olarak raf émriiniin uzun olmast
gibi avantajlart sayesinde Uretim ve tiketimi
yaygin bir sekilde yapilmaktadir. Eriste yapisinda
yiksek oranda karbonhidrat bulundurmasina
ragmen protein miktari ve aminoasit dengesi
bakimindan zayiflik gésterebilmektedir (Oncel,
2017). Bu durumun da eristenin zenginlestirilmesi
ve fonksiyonelliginin  artirilmasina  yonelik
calismalarin  ortaya  ¢itkmasina  yol  agtift
gorilmektedir. Bu amacla yapilan calismalarin
temel amact Grtintin kimyasal yapisini gelistirmek,
farkli formlarda yeni driinler dretmek, Uriinin
besin degerini artrmaktir (Eyidemir, 2000).
Uriinde iyilestirmeler yapilirken dogadan ilham
alinarak cesitli bitkiler ve bitkisel atiklar
kullanilmaktadur. Bitkisel atik olarak nitelendirilen
meyve ve sebze atiklari beslenme agisindan
o6nemli olan diyet lifi, antioksidanlar, 6nemli yag
asitleri, vitaminler gibi bircok faydali bilesenleri
yapilarinda bulundurmaktadirlar. Atiklarin Griin
biinyesinde degerlendirilmesi ile bu maddelerin
kazanimt saglanabilmektedir (Yagct vd, 2000).

Bu calismada attk durumda bulunan kavun
cekirdegin kullanim alanini gelistirmede kavun
cekirdeginin kendine o6zgii Ozelliklerin eristeye
aktarilmasi ve eristenin fonksiyonel 6zelliklerinin
artirilmast amaclanmugtir.

MATERYAL VE METOD

Kavun Gekirdegi Tozu Uretimi

Tunceli ve  Elazig  bolgesinde  yetisen
kavungillerden olan kultik (kir kavunu) kavunun
cekirdegin tozu eriste Uretiminde kullanilmugtir.
Cekirdek actk renkli ve ince kabuklu bir yapiya
sahiptir. Kuru formda olan kavun cekirdekleri
temizleme islemi sonrasinda tag Sgutich
kullanilarak 6gtitme islemi gerceklestirilmistir.
Homojen kavun cekirdegi tozu elde etmek icin
500 um tel elekten gecirilmistir. Eriste tretim
anina kadar elde edilen kavun cekirdek tozu
buzdolab: sartlarinda tutulmustur.

Eriste Uretimi

Calisma eriste Gretimi i¢in uygun olan 6zel amagh
bugday ununa ikame oranlarina gére diger
hammaddeler karistirlarak uygun deneme plant
olusturulmustur. 2 tekerrirlii olarak yapimistir
(Gizelge 1). Formiilasyona gore kontrol 6rnedi
i¢in 100 g un, 20 g yumurta, 0,5 g tuz ve 36 mL su
kullanilmustir (Bilgicli, 2009).

Eriste Gretimi icin belirlenen miktatlarda tartilan
hammaddeler karistirilip 6ncelikle yogurucunun
(KMMO60 Mutfak Sefi, Kenwood) distik hiz
ayarinda 1 dakika sonrasinda yogurucu hizi
artirrlarak 5 dakika yogurulmustur. Yogrulan
hamurlar hamurun islenmesini kolaylastirmak
amactyla 20 dakika dinlendirilmistir. Sonrasinda
esit parcalara ayrilan hamurlar 6ncelikle merdane
yardimiyla inceltme makinasina uygun olacak
sekilde agimistir. Hamur yogurucunun ag¢ma
aparati ile makinada 6nce genis aralikta sonra daha
dar olan aralikta esit hizda agilmustir. Acilan
hamurlar oda kosullarinda (24 °C) yaklagtk 10
dakika daha dinlendirilip eristelerin hamurlarinin
5 mm genisliginde 2 mm kalinhiginda seritler
halinde kesilmeleri saglanmistir. Hamurlar bicak
yardimt ile kesilerek yagl kagit serilen tepsilere
Ozenle birbirine yapismayacak sekilde %10 su
igerigin altina diisiinceye kadar oda sartlarinda
kurutulmustur.



Kavun cekirdegi tozunun eristede kullanimi

Cizelge 1.Farkli oranlarda kavun ¢ekirdegi tozu kullanilarak hazirlanan eriste formiilasyonlart
Table 1. Noodle formulations prepared nsing melon seed powder in different proportions

Kontrol %10 %20 %30 %40
Control
B oo
Do sy O v
ézgm(;rta ® 20 20 20 20 20
o
Wt (o) ¥ 7 - - !

Hammadde ve Eristelerde Yapilan Analizler
Hammadde ve eriste 6rneklerinin nem miktatlati
AACC 44-19, kil miktar1 tayini AACC 08-01,
protein tayini AACC 46-12 metodu esas alinarak
kjeldahl yontemine gére yapilmistir. Azot ¢evirici
faktor 5.70 olarak hesaplanmistir. Ham yag
miktart tespitinde ise AACC 30-25 metodundan
faydalandmustir (AACC, 1999).

Mineral analizi i¢in 0.5 g tartilan numunelere 10
mL HNOs; cklenerek mikrodalga cihazinda yas
yakma islemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda
ornekler 50 mLlik balon jojeye alinarak mavi bant
filtre cthazindan stzilmis ve geri kalan hacim saf
su ile tamamlanmigtir. Elde edilen stzintiler
ICP-OES cihazina verilerek element miktarlart
tespit edilmistir (Kagar ve Inal, 2008).

Bugday unu, kavun cekirdegi tozu ve eriste
orneklerinde yapilan diyet lifi analizleri a-amilaz,
proteaz ve amiloglikozidaz enzimlerini igeren
toplam diyet lifi analiz kiti (Megazyme
International Ireland Ltd, Wicklow, Ireland)
kullanilarak yapidmistir. Sindirilebilir nisastanin
hidrolizi ve jelatinizasyonu icin 6rneklere sirastyla
enzim ilavesi yapilmustir. Her bir 6rnek karisim
Gooch krozesinden (sinter cam filtreli, 30 mL,
1D, Por: 4) vakum pompastyla filtre edilerek
filtrenin tzeri saf su ile yikanmis ve filtrat
uzaklastirip Uzerine yaklasik dort katt kadar 60
°C’deki etanol eklenerek, ¢ozuntr diyet lifi
analizinde kullanidmak tzere bir saat oda
kosullarinda bekletilmistir. Filtrat
uzaklastirildiktan sonra kalan kisim %95’lik etanol

ve asetonla tekrar yikanmustir. Cézlinmeyen diyet
lifini olusturan bu kisim, ayni zamanda analizin
sonrasinda yapilacak protein ve kil analizlerinde
belirlenecek  sindirilemeyen ~ protein  ve
¢c6zlinmeyen mineralleri de bulundurmaktadir. Bir
saat oda kosullarinda bekletilip ¢6ziintr diyet
lifinin ¢oktirilmesi saglanan ¢okelti tekrar Gooch
krozesinden vakumla filtre edilmis, %78 ve
%95’lik etanol ve asetonla ytkanmistir. Bu kisim
da ¢6ziinir diyet lifini olusturmakta aynt zamanda
sindirilemeyen  protein ve mineralleri de
icermektedir. Elde edilen ¢6zliniir ve ¢6zlinmeyen
diyet lifini igeren kalintilar 103 + 2 °C’de etiivde
12 saat bekletilmis ve tartildiktan sonra
icerisindeki protein ve minerallerin hesaplanmasi
icin protein ve kil analizleri yapilmistir. Elde
edilen veriletle ¢oziiniir ve ¢oziinmeyen diyet lifi
miktarlart ayrt ayrt hesaplanmistir (Ttumer, 2017).

Hammadde (bugday unu ve kavun ¢ekirdegi tozu)
ve Uretilen eriste Orneklerinin renk analizleri
Hunter LabScan  Colorimeter  (HunterLab
MiniScan XE, Amerika) cihazt kullanilarak
yapilmustir. Renk ozellikleri olarak L (koyuluk-
parlaklik), a (+kirmuzi, -yesil) ve b (+sar1, -mavi)
degerleri saptanmustir (Elgtin vd, 2012).

Eristelerin tekstiir 6zellikleri Brookfield Model
No: CT3-4500 tekstiir analiz cihazinda hem eriste
hamurlart hem de pismis eristelerde yapilmustir.
Eriste hamurlar ile eristelerde ayr1 aynt sertlik ve
¢cekme Ozellikleri  belitlenmistir. Sertlik
Ozelliklerini belirlemek i¢in eriste hamurlart 5
cmx10 cm, cekme degerini belirflemek icin 2.5
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cmx10 cm olacak sekilde kesilmistir. Calisma
sartlart sikistirmada TA-DE probu, hedef deger
0,4 mm, tetikleme yikd 0.05 N test hizi 0.5
mm/s, cekme testinde ise TA-DGF probu, hedef
deger 20.0 mm, tetikleme yiikii 0.05 N test hiz1 2
mm/s sartlarinda yapilmistir

Eriste 6rneklerinin agithk artist belirlenirken 10 g
eriste Ornegi 250 ml. saf suda su banyosu
icerisinde 15 dakika pisirilmistir. Stiziiliip yaklasik
2 dakika dinlendirilen eristeler tartilmustir.
Eristelerin pisirme Oncesi ve pisirme sonrast
agirliklart dikkate alinarak agirlik artist % olarak
hesaplanmustir. Hacim artistnt belirlemek  igin
oncelikle 10 g olarak tartilan eriste 6rnekleri icin
saf su dolu ol silindirine koyularak 6l¢t
silindirine karsilik gelen deger yani eristelerin
tagirdigt su miktart belirlenmis sonrasinda yine
agirlik artisginda oldugu gibi pisirilip siiziilen eriste
ornekleri dinlendirildikten sonra 6l¢i silindirine
alinmis  ve  tekrar  tasirdigt  su  miktar
kaydedilmistir. Pisirme sonrast ve pisirme Oncesi
degerin farki alinarak % olarak hacim artis1
hesaplanmistir (Ozkaya ve Ozkaya, 2005; Aktas,
2012). Suya gecen madde miktart tayininde ise
eriste Ornekleri 10 g olacak sekilde tartilarak
icetisinde 250 ml. su bulunan 500-600 ml.’lik
behetlere alinmustir. Behetler sicakligt 98+2 °Clye
ayarlanmis su banyosunda yaklasik 18 dakika
pisirilmistir. Pisirme sonrasinda eristeler porselen
stizgecler yardimi ile siiziilmiistiir. I¢inde siiziintii
bulunan beherler 135 °C’deki etiive koyularak bir
gece boyunca kurumalari saglanmistir. Tartilan
behetlere gére suya gegen kuru madde miktarlar
hesaplanmistir (Aktas, 2012).

Eristelerin renk, koku, lezzet, tekstiir ve genel
begeni Ozelliklerinin  degerlendirmesi amaciyla
yapilan duyusal analiz icin Gida Mithendisligi
Bolimi 6grencileri ve &6gretim elemanlarindan
olusan 20 kisilik panelist grubu belirlenmistir.
Panelistlerin yas araligi 20-50 olarak belirlenmistir.
Eriste Ornekleri kodlanan rastgele numaralarla
panelistlere sunulmus ve panelistlerden 1 (Asirt
koéti) - 7 (Mikemmel) olacak  sekilde
degerlendirme yapmalar1 istenmistir (Onogur-
Altug ve Elmaci, 2015).

Arastirma sonucglart IBM  SPSS  statistics 22
programi kullanilarak tek yonli varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirilmistir. Farklar 6nemli
bulundugunda  ortalamalar ~ Duncan  testi
kullanilarak karsilastirilmistir (Arbuckle, 2014).

BULGULAR VE TARTISMA
Erigtelerin Kimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Eristelerin nem igeriklerinde en yiiksek degerin
kontrol Orneginde gorilmustir  (Cizelge 2).
Kavun ¢ekirdegi tozu ilave orant arttikca nem
degerinde azalma goriilmesine karsin istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamistir Kavun ¢ekirdegi
tozu katkisina baglt olarak nem miktarinin
azalmasint yag orani yiksek olan bilesenlerin
dusiik oranlarda hidrofilik bilesikler icermesinden
dolay1 artan yag icerigine baglayabiliriz (Manthey
vd, 2004). Eriste yapiminda keten tohumun
kullanidig1 bir calismada keten tohumu ilavesiyle
nem  oranlarinda  S6nemli  bir  azalma
gbzlemlenmistir (Yiksel vd, 2018).

Eristelerin kil icerikleri kavun ¢ekirded tozu
ilavesine baglt olarak artmustir. Kavun cekirdegi
tozu ve kullanilan 6zel amaglt undaki kil oranlart
strast ile %3.65 ve %0.45 olarak belitlenmistir.
Uretilen eristelerde kiil miktarinin ise bu iki deger
arahiginda olmasi  beklenir. Beklendigi gibi
eristelerde kil oraninin bugday unundaki kil
orantyla mukayese edildiginde 2.28 ile 4.17 kat
arasinda arttgy gorilmektedir (Cizelge 2). Kavun
cekirdegi tozundaki yiksek mineral igerigi
eristelerin kil miktarindaki artisin olugsmasinda
etkili olmustur.

Kavun ¢ekirdeginin yag iceriginin oldukea fazla
oldugu yapilan bircok calismalardan
anlagilmaktadir  (Melo  vd,.2000; Petkova ve
Antova, 2009). Calismada kullanilan 6zel amach
bugday ununun yag icerigi %1.56 olarak
belirlenmistir (Cizelge 2). Uretilen eristelerin yag
oranlart ise %3.76 ile %19.12 arasinda degistigi
gbzlenmistir Kontrol 6rnegine kiyasla %10 kavun
cekirdegi tozu ilavesi ile Uretilen eristelerde 2.15
kat artarken %40 kavun ¢ekirdegi tozu ilave edilen
ornekte 5,08 kat artmustir. Kavun c¢ekirdegi tozu
yiksek orandaki yag icerigi ile (%45,59) {retilen
eristelerin yag icerigini 6nemli diizeyde artirmustir.
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Cizelge 2. Hammadde ve eriste kimyasal analiz sonuclari
Table 2.Chemical analysis results of raw materials and noodles

Bugday Kavun
unu gekirdegi tozu Kontrol %10 %20 %30 %40
Powder melon Control
Wheat flour
‘ seed

Nem(%) ; ; ; 5

; 10,310,93 4,25+0,06 9,10+ 0,7+ 8,63+ 083 8,34+ 0,84 7,93+ 1,14 751+ 1,24
Moisture(%s)
Kiil(%)

0,45%0,01 3,65%0,39 0,85 + 0,44 ¢ 1,03 +0,65¢ 134 +0480 1,57 +0,17b 1,88+ 0,07

Ash(%)

(¢ + c
zjff(/;) 1,55+0,26 45,59+0,13 3,76+ 1,07 ¢ 8,10 £ 0,18 ¢ 11,81 £ 1,40 1647 £ 0,405 19,12+ 0,014

:
Protein(7) 10374128 2313+1,64 1234 +056b 13,51 + 1,46 14,57 + 1,41 1586 + 1,67 16,71 = 0,96
Protein(%)
o e +
Coainiir diyet liff (%) 1,09+0,07 3,05%0,69 1,19+0,07 b 1,2240,16 b 1,3440,09 b 1,5740,12 1,63+0,241
Soluple diatery (%)
Goziinmez diyet lifi (%) 1,49+0,05 27,08+0,84 2,84+0,11¢ 3,9940,40 © 5,73+0,22 b 6,5310,44 8,5410,79 4
Insoluple diatery (%)
NECARA

Toplam diyet liff (%) 2,5840,15 30,13+1,48 4,03+ 0,18 521 +0,57¢ 7,07 £ 031> 8,10 + 0,57 b 10,17 + 1,03

Total diatery (%)

Parametreler kuru madde tizerinden verilmistir, Protein 5,70 faktori ile hesaplanmustir,
Parameters are given on dry matter, Protein is calenlated with a factor of 5.70,

Satirda ayni harfle gosterilenler istatiksel agidan 6énemsizdir (P <0.05).

Those shown with the same letter on the line are statistically insignificant (P <0.05).

Eristelerin  icerdikleri  protein  oranlarina
bakiddiginda en ylksek miktar1 %40 kavun
cekirdegi tozu iceren rnekte, en distk protein
miktar1 ise kontrol 6rneginde belirlenmistir.
Bugday unu kullamilarak dretilmis olan kontrol
eristelerde  bugday ununa  gbre  protein
miktarindaki arts 1.18 kat olurken, kavun
cekirdegi tozu ilavesine baglt olarak en yiksek
degisim %40 ilaveli 6rnekte 1,61 kat arttugt
gozlemlenmistir.

Uretilen kavun cekirdegi tozu katkili eristelerin
¢ozinir, ¢éziinmez ve toplam diyet lifi analiz
sonuglar1 Cizelge 2’de verilmigtir. Cozintr ve
¢6zlinmez olarak iki farklt grupta incelenen diyet
lifi miktarlarina  bakildiginda genel anlamda
¢6zlinmez diyet liflerinin ¢Oziiniir diyet liflerine
gore toplam diyet lifi icerisinde daha buytk paya
sahip olduklari gérilmektedir. Céziinmeyen diyet
liflerinin (seliloz, hemiseltloz, lignin) yitksek yag
tutma kapasiteleri sayesinde gidalarda lezzetinin
korunmast ve gidalarin teknolojik 6zelliklerinin
artirilmast, gidalarin kaloti degerlerinin
dustrilmesi gibi etkilerine ilaveten, agithginin
yaklasik 20 katt kadar suyu absorbe edebilen bir
posa olarak bosalum sistemi ile atdarak
bagirsaklari rahatlatici etkisi de sz konusudur.
Kolayca fermente olabilen ¢6ziintir diyet liflerinin
(gum maddeleri, pektin ile diger jel benzeri
polisakkaritler, (-glukan) ise fermentasyon
neticesinde kisa zincirli yag asitleri ile olusturdugu

cesitli gazlarin (CO2, Hz, CH4) bagirsak pH’ sint
degistirdigi ve istenmeyen siskinlik hissine neden
oldugu bilinmektedir (Burdurlu, 2003). Eriste
orneklerinde kavun cekirdegi tozu miktarindaki
artisa baglt olarak ¢éziinir, ¢bziinmez ve toplam
diyet lifi miktarlarinda belirgin bir sekilde artmis,
en disik diyet lif degerleri kontrol érneginde
belirlenmis, en ylksek degerler %40 kavun
cekirdegi tozu kullanilan eriste OSrneklerinde
belirlenmistir. Eriste formiilasyon kavun ¢ekirdegi
tozu katkisinin artist ile toplam diyet lifi miktarinin
artmast  kavun cekirdeginin oldukca yuksek
oranda lif icermesiyle actklanabilir. Yapilan bir
calismada kavun gekirdegine ait diyet lifi oranini
% 25.32 olarak belirlemislerdir (Mallek-Ayadi vd,
2018).

Renk Analizleri
Hammadde ve iretilen kavun ¢ekirdegi tozu
iceren  eriste  hamurlarindaki  renk  analiz

sonuglarina ait L, a, b renk degerleri Cizelge 3’de
verilmigtir. Kontrol 6rnegi ile kavun cekirdegi
tozu iceren eriste karsilastirldiginda ise kavun
cekirdegi tozu ilavesi ile eriste Srneklerinin L
degeri azalirken, a (kirmizilik) ve b (sarihk) renk
degerleri artis gOstermistir. b renk degerlerinin
artisinda kavun cekirdegi tozunun kendine 6zgi
sart rengini veren karatenoidler etkili oldugu
disuntlmektedir.
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Cizelge 3. Hammadde ve eriste renk analiz sonuglari
Table 3 . Color analysis results of raw materials and noodles

Hammaddeler 1. a b
Bugday unu n + +
Wit fiour 71,72840,04 0,073+0,01 8,410+0,03
Kavun gekirdegi tozu 56,080+0,19 1,360+0,01 13,010+0,04
Powder melon seed

Eriste

Noodles L a b
Kontrol 54,86 * 0,25 1,81 + 0,69 16,45 + 0,84 b
Control

%10 53,76 + 0,36 2,04 + 0,34 16,47 + 1,08
%20 52,20 + 1,23 abe 235+ 0,89 2 17,21 + 0,922
%30 51,50 + 1,47 be 233+ 0,45 ¢ 17,22 + 0,60 =
%40 50,56 + 0,13 2,56+ 0,52 17,76 + 0,58 =

Siitunda ayni harfle gosterilenler istatiksel acidan 6nemsizdir (P <0.05).
Those shown with the same letter on the column are statistically insignificant (P <0.05).

Pisirme Analizleri

Kontrol eriste 6rneklerinde su absorbsiyon degeri
%124,25 iken, kavun ¢ekirdegi tozu iceren eriste
formiilasyonlarinda kavun ¢ekirdegi katkisina
baglt olarak su absorbsiyon degerleri 6nemli
dizeyde artmis ve %171,87 degerine ulagsmustir.
Eristelerin %10 kavun ¢ekirdegi tozu ilaveli 6rnek
disinda aralarinda istatistiksel anlamda 6nemli bir
farka rastlanmamistir (Cizelge 4). Hacim artis
degetlerine  bakildiginda  su  absorbsiyon
degerlerine paralel sekilde bir artis oldugu
gorilmektedir. Kontrol eriste 6rneginde %124,16
gibi bir deger gbzlenirken %40 kavun cekirdegi
tozu igeren 6rnekte hacim artist %153.05 olarak
tespit edilmistir. Ornekler arasinda istatistiksel
acidan anlamlt bir fark gézlenmemistir. Direngli
misir  nisastasinin - eriste  formilasyonunda
kullanildig1 calismada eristelerinde pisirmeye baglt
hacim artis degerlerini %110,56 - %150,19 olarak
belirlemistir (Inkaya Diindar, 2014). Yine benzer
sckilde yulaf unu ilavesiyle tretilen eristelerde
kontrol 6rneginde % 135.29 hacim artist tespit
edilirken %40 yulaf unu kullandigt 6rnekte hacim
artisint %182.35 olarak belirlemistir  (Aydin,
2009). Piring kepegi ilavesinin eriste Uretiminde
kullanildigi calismada piring kepegi ilavesinin
artmasina bagl olarak eristelerin agirlik ve hacim
artts  degerlerinin  yiikseldigi  gézlemlenmistir
(Ertas, 2014).Suya gecen kuru madde miktari,
eristelerde pisirme sirasinda suya gegen kuru
madde miktarint belirtir. Suya gegen kuru madde

miktarina pisirme kaybi da denebilmektedir.
Sonuglara bakildiginda artan kavun ¢ekirdegi tozu
orant ile birlikte suya gecen madde miktarinin da
arttugl yonindedir. Bu durum artan ikame orani ile
gluten yapistin  zayiflamasina  baglanabilir.
Kontrol 6rneginde suya gegen kuru madde
miktart %3.75 iken %40 kavun cekirdegi tozu
iceren formiilasyonda %09.72 ulasmustir. Benzer
sekilde nohut unu ilavesi ile tretilen eristelerde
suya gecen kuru madde miktarlart %4.13 ile %
8.20 arahiginda degistigi tespit edilmistir (Demir,
2008).

Eriste 6rneklerinde belitlenen fosfor, potasyum,
kalsiyum, magnezyum, demir, mangan, cinko ve
bakir miktarlari belirlenmis, kavun ¢ekirdegi tozu
miktarindaki artisa bagli olarak eriste 6rneklerinin
mineral iceriginin arttig1 gbzlemlenmistir (Cizelge
5. Eriste o6rneklerinin = mineral madde
miktarlarindaki bu artisa paralel olarak eriste
orneklerin kil miktarlart da artis gOstermistir
(Gizelge 2). Cizelgede 5 te en fazla artis kontrol
eristeye kiyasla Magnezyumda 5.37, fosforda 3.11
kat gerceklesmistir (Cizelge 5). Uretilen kavun
cekirdegi tozu igeren eristelerinin gunliik mineral
ihtiyacint ~ karsilamada  6nemli  bir  kaynak
olabilecegi dustiniilmektedir.

Tekstiir Analizleri
Eristelere 6rneklerine ait tekstiir analiz sonuglart
Cizelge 6’da sunulmustur. Eriste hamurlarinin
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sertlik degerleri en yliksek kontrol 6rneginde 0.06
N belirlenmistir. Kavun ¢ekirdegi tozu ilavesine
bagli olarak eriste Orneklerinin sertlik degerleri
azalmis, ancak sertlik degerindeki bu azalma
istatistiksel anlamda 6nemli fark olusturmamustit.

CGekme kuvveti Ol¢imi yapilan ¢ig eristelerde
kontrol 6rneginde 0.088 N ve %10 kavun
cekirdegi tozu katkili eristelerde 0.082 N
belirlenirken %20, %30 ve %40 kavun cekirdegi
tozu igeren 6rneklerde sirastyla 0.069 N, 0.067 N

ve 0.066 N olarak belirlenmis, kavun ¢ekirdegi
tozu iceren eriste Orneklerinin ¢cekme kuvveti
degerlerindeki bu azalma istatiksel acidan 6nemli
bulunmamistir. Pisirilmis eriste 6rneklerinde ise
cekme kuvveti degerleri eriste formulasyonuna
dahil olan kavun cekirdegi tozu artisna bagl
olarak azalma gbzlemlenmistir. Bu durumu artan
kavun ¢ekirdegi oranina bagl olarak azalan gliiten
yapisinin kismi olarak azalmasi ve elastikiyetin
azalmasinda etkili olmustur.

Cizelge 4. Eristelere ait pisirme analiz sonuglart
Table 4. Cooking analysis results of noodles

Su absorbsiyonu (%)
Water absorbsion (%)

Hacim artis1 (%)
Volume increase (o)

Suya gecen kuru madde (%)
Water passing dry matter (%)

Kontrol

12425 £ 243 ¢ 124,16 + 4,72b 3,75 10,17 ¢
Control
%10 142,77 £ 0,01 b 150,61 = 3,052 5,11 £ 1,60 be
%20 162,05 £ 1,572 152,67 = 0,49 » 6,96 £ 0,32 abe
%30 171,06 £ 0,26 » 152,95 + 4,00 = 8,43 + 0,58 ab
%40 171,87 £ 9352 153,05 = 3,96 = 9,721,112

Siitunda ayni harfle gosterilenler istatiksel acidan 6nemsizdir (P <0.05).
Those shown with the same letter on the column are statistically insignificant (P <0.05).

Cizelge 5. Hammadde ve eristelere ait mineral madde analiz sonuglari (mg/100g)

Table 5. Mineral material analysis results of raw material and noodles (mg/ 100g)

'Kam.m Kontrol

cekirdegi tozu Control %10 %20 %30 %40

Powder melon seed
P 967.50 14770 £ 0.01e 21695 % 1.76d 301.65 + 6.01 ¢ 384.00 £ 240b 46010 £2.122a
K 711.00 220.00 £ 0.01 e 255.00 +424d 309.00x11.31c¢ 36200+ 424b 411.00 £ 1.41a
Ca 128.87 81.54 £ 0.01 b 86.13 £ 2.24 ab 86.63 £ 1.15 ab 97.84 £ 11.76 a 99.18 £ 0.24 a
Mg 462.57 3712+ 0.01 e 66.36 £ 0.09d 11432 £ 1.23 ¢ 159.85 £ 1.22b  199.89 £ 0.73 a
Fe 9.71 271 £0.01e 318 £0.09d 3,63+ 0.25c¢ 420t 0.11b 5.03+0.01a
Mn 2.93 114+ 001 e 1.29 £0.01d 1.46 £ 0.01 ¢ 1.62+0.01b 1.77 £0.01 a
7Zn 9.61 1.81 £ 0.01 e 2,50 £0.01d 324 +0.01c 4051t 0.25b 483 £0.05a
Cu 1.71 034+ 0.01e 0.45+0.01d 0.60 £ 0.01 ¢ 0.70 £0.01 b 0.87 £0.022a

Satirda aym1 harfle gOsterilenler istatiksel agidan 6énemsizdir (P <0.05).
Those shown with the same letter on the line are statistically insignificant (P <0.03).

Cizelge 6. Eristelere ait tekstiir analiz sonuglart

Table 6. Texture analysis results of noodles

Hamurda sertlik (N)
Hardness in dongh (N)

Hamurda germe (N)
Tension in dongh (N)

Pismis eristede germe (N)
Tension in cooked noodle (N)

Kontrol 0,060 + 0,01 = 0,055 + 0,01 = 0,390 + 0,01 =
Control

%10 0,057 + 0,01 » 0,054 + 0,01 2 0,318 + 0,03
%20 0,052 + 0,01 » 0,052 + 0,01 0,284 + 0,01
%30 0,049 + 0,01 = 0,050 + 0,01 0,196 + 0,12
%/o40) 0,048 + 0,01 » 0,033 + 0,01 b 0,118 + 0,01 b

Sttunda ayni harfle gosterilenler istatiksel acidan 6nemsizdir (P <0.05).
Those shown with the same letter on the column are statistically insignificant (P <0.05).
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Duyusal Degerlendirme

Genel olarak eriste 6rneklerinde degerlendirilen
biitiin parametreler acisindan kavun cekirdegi
iceren formilasyonlar kontrol eriste
Ornegine kiyasla panalistlerden daha dustk
puanlar almustir (Cizelge 7). Eristelerin tekstir
parametrelerinde en ylksek degerin 5.92 ile
kontrol 6rneginde oldugu en disitk degerin ise
%40 kavun cekirdegi tozu katkili eristelerde

tozu

oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglardan
eriste 6rneklerimde kavun g¢ekirdegi tozu orant
arttikca tekstirin 6nemli 6lctide olumsuz yonde
etkilendigi gézlemlenmistir. Renk, koku, tekstiir,
lezzet ve genel begeni anlaminda en yiiksek puant
kontrol 6rnegi alirken en distik puant %40 kavun
cekirdegi tozu katkil eristeler almustir. %10 katkilt
eristiler diger ikame oranlarina gbre kabul
edilebilir sonuclar alinmistir.

Cizelge 7. Eriste duyusal analiz sonuglart
Table 7. Sensory analysis results of noodles

Renk Koku Lezzet Tekstur Genel begeni
(1-7P) (1-7P) (1-7P) (1-7P) 1-7P)
Color Odor Taste Texture Over all
(1-7P) (1-7P) (1-7P) (1-7P) (1-7P)
Kontrol 5,81 +0,01 ¢ 5,67 0,031 562 40,031 5,92+ 0,01 ¢ 6,21 0,01
Control
%10 5,36 + 0,05 5,17 +0,01° 5,33+ 0,01 b 523 +0,01b 5,61 +0,01°
%20 492 0,01 4,61 £0,01 ¢ 4,90 £ 0,03 © 472+ 0,01 ¢ 4,85+ 0,01
%30 445+ 0,014 4,82 0,014 4,55 £ 0,01 d 4,56 + 0,01 4 4,66 + 0,01 4
%40 452+ 0,034 428 +0,01 ¢ 428 +0,01 ¢ 3,96 + 0,01 4,00 £ 0,03 €

Siitunda ayni harfle gosterilenler istatiksel acidan 6nemsizdir (P <0.05).
Those shown with the same letter on the column are statistically insignificant (P <0.05).

SONUC

Kavun ¢ekirdegi tozunun eriste formiilasyonuna
dahil edildigi bu calismada, bitkisel atik olarak
nitelendirilen kavun cekirdeginin
degerlendirilmesi ve kavun ¢ekirdegindeki yag,
mineral elementler, protein, karbonhidrat ve lif
zenginliginin eristeye kazandirlmasi ile eristenin
fonksiyonelliginin ~ artirtlmast  amaclanmugtir.
Kavun cekirdeginin eriste formiilasyonunda
kullanilmasi ile hem kavun Ureticisi a¢isindan yan
triinlerin degerlendirilmesi mimkiin kilinabilecek
hem de dUrind tiketen agisindan besin
maddelerince  zengin  bir  iriine  sahip
olunabilecektir. Kontrol eristeye gore %040 kavun
cekirdegi tozu ilavesi sonucunda; hamur ve eriste
tekstiirel yapist tizerinde direnci dusiiriicti etkide,
protein, kil, yag ve toplam diyet lif miktarinda
yoninde etkide bulunmustur. Su
absorbsiyonu, hacim artist ve suya gecen kuru
madde miktarini artiricy, L degerini diigirici
etkisi olmustur. Kavun ¢ekirdegi tozu ilavesi
eristenin mineral madde varhiginda P 3.11, K 1.86,
Ca 1.21, Mg 5.37, Fe 1.84, Mn 1.55, Zn 2.66 ve
Cu 2.55 kat artisa neden olmustur. Duyusal acidan

artma

kontrol eristeye gbre disiis olmasina karsin %10
kavun cekirdegi tozu seviyesine kadar eriste
tretiminde kullanabilecegi sonucuna varilmgtir.
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oz

Geleneksel haglama yontemi trtinlerin renk, doku ve tatlarinda istenmeyen degisimlere sebep olmakta, suda
cozunir kuru madde, vitaminler, mineraller, fenolik ve karotenoid bilesenlerinde kayiplara yol agmakta ve
uygulama stiresinin uzun olusu enerji maliyetlerinin artmasina neden olmaktadir. Son yillarda, geleneksel
haglama isleminin meyve ve sebzelerde olusturdugu olumsuzluklart 6nlemek icin yeni teknolojilerin kullanimi
ile ilgili aragtirmalar 6nem kazanmustir. Bu calisma mikrodalga, termosonikasyon ve geleneksel haglama
yontemleri ile patates peroksidaz enziminin inaktivasyonu ve 6rneklerin toplam kuru madde, C vitamini,
doku ve renk 6zelliklerinin karstlastirilmasint amaglamustir. Mikrodalga haglama ve termosonikasyon haslama
yontemlerinin geleneksel haglamaya kiyasla haglama siirelerini sirasiyla %50.38-85.71 ve %57.14 azalttidt
tespit edilmistir. Termosonikasyon haslama tekniginin C vitamini, I*, a*, b*, AE, AC ve Hue® renk
degetlerini diger yontemlere kiyasla daha iyi korudugu belitlenmistir. Mikrodalga haslama yénteminin sertlik,
i¢ yapiskanhk, dis yapiskanlik, sakizimsilik, esneklik, elastikiyet ve cignenebilitlik doku &zelliklerinde en
yiksek degisimi gosterdigi, buna karsilik termosonikasyon haglama yonteminin ise en distik degisimi
olusturdugu belitlenmistir.

Anahtar kelimeler: Haglama, mikrodalga, termosonikasyon, peroksidaz, kalite.

BLANCHING OF POTATO USING MICROWAVE AND
THERMOSONICATION BLANCHING METHODS AND DETERMINATION
OF QUALITY CHARACTERISTICS

ABSTRACT

The traditional blanching methods cause undesirable changes in color, texture and flavor and it leads
to loss of soluble solids, vitamins, minerals, and phenolic compounds, and long application time
increases the energy costs. In recent years, novel blanching applications that eliminate the negative
impacts of blanching in fruit and vegetables, have gained importance. This study aimed to inactivate
potato peroxidase enzyme using microwave, thermosonication, and traditional blanching methods
and compare total dry matter, vitamin C, texture, and color properties of samples. The microwave
blanching and the thermosonication blanching reduced blanching times 50.38-85.71% and 57.14%,
respectively, compared to traditional blanching. The thermosonication blanching preserved vitamin
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C and color values of L *, a *, b *, AE, AC, and Hue®. It was detected that the microwave blanching
showed the highest change in tissue characteristics of hardness, cohesiveness, adhesiveness,
gumminess, springiness, elasticity, and chewiness, whereas the thermosonication blanching produced

the lowest change.

Keywords: Blanching, microwave, thermosonication, peroxidase, quality.

GIRIS
Patates, Solanum tuberosum L. tirtne giren kiltir
bitkilerinin yumrulandir. Patates protein, lif,
kompleks karbonhidratlar, karotenoidler, C ve B
vitaminleri de dahil olmak tzere mineral
maddelerce ve vitaminlerce de zengin bir bilesime
sahiptir (Navarre  vd., 2016). Patates cips,
kizartma, dondurulmus parmak patates, nisasta,
plire, patates unu, konserve gibi ¢esitli triinlerin
uretilmesinde kullantlmaktadir (Garcia-Alonso ve

Goni, 2000).

Meyve  ve  sebzelerin  gesitli  Griinlere
dontstirilmeden 6nce 6n islem olarak haglama
islemi  uygulanmaktadir.  Haslama  islemi

sebzelerde 6n islem olarak uygulanan 6nemli bir
asamay! olusturmaktadir (Xin vd., 2015). Haglama
islemi Urtnlerde mikrobiyal yikiin azaltilmasi,
dokulardaki havanin disart  atilmasi, toksik
bilesenlerin uzaklastirilmast ve urtin kalitesinin
arturilmast  gibi  avantajlar da  saglamaktadir
(Sotome vd., 2009; Xiao vd., 2017). Ayrica
haslama islemi polifenol oksidaz, pektin
metilesteraz ve peroksidaz gibi enzimlerin
inaktive edilmesi ile biyokimyasal reaksiyonlar
engellemektedir. Haslama prosesi 1siya en direncli
olan  peroksidaz  enzimi  hedef alinarak
yapilmaktadir (Soysal ve S6ylemez, 2005).

Meyve sebze isleme sanayinde suda haslama
ve/veya buhatla haglama yontemleri
kullanilmaktadir  (loannou ve Ghoul, 2013).
Ancak geleneksel haglama yéntemleri meyve ve
sebzelerde suda c¢ozinen kuru madde, vitamin,
mineral, fenolik madde ve karotenoid gibi degerli
biyoaktif bilesenler ile renk, doku, lezzet gibi
duyusal  Ozelliklerinde  azalmalara  sebep
olmaktadir. Ayrica konvansiyonel —haglama
tekniklerinde proses siiresinin uzun olmast enetji
maliyetlerinin artmasina da neden olmaktadir
(Arroqui vd., 2001; Oboh, 2005; Yolmeh ve
Najafzadeh, 2014). Geleneksel haglama prosesinin
meyve ve sebzelerde olusturdugu olumsuzluklar
gideren yeni haglama uygulamalart son yillarda
o6nem kazanmustir. Mikrodalga, termosonikasyon,

ohmik 1sitma ve radyo frekans 1sitma yeni haslama
teknikleri arasinda bulunmaktadir (Demird6ven
ve Baysal, 2008).

Mikrodalga 1sitma dielektrik 1sitma yontemleri
arasinda yer alan, 300 MHz ile 300 GHz araliginda
frekansa sahip iyonize olmamis elektromanyetik
istumdrr (Schiffman, 1986). Gidanin mikrodalga
uygulamast ile 1sitilmast, gidanin ylzeyine gelen
mikrodalgalari absorbe etmesine ve bunyesine
aldig1 bu elektromanyetik enetjinin etkisi sonucu
polar molekdller arasinda meydana gelen titresim
ve sirtinmeler sonucunda sicakliginin artmast
prensibine dayanmaktadir (Platts, 1991; Stephen,
1997). Gida sanayinde mikrodalga 1sitma yontemi;
haslama, pisitme, pastorizasyon, enzimlerin
inaktive edilmesi, On 1sitma, kurutma ve

¢6zlindirme islemlerinde kullanilmaktadir (Baysal
vd., 2011).

Ihl vd. (1998) mikrodalga haslama yonteminin
suda haslamaya kiyasla enginardaki C vitamini
daha fazla korudugunu tespit etmistir. Havug
dilimlerine  uygulanan mikrodalga  haglama
uygulamasinin fiziksel ve kimyasal agidan daha
kaliteli Griin elde etmek icin geleneksel yonteme
alternatif olarak kullanilabilecegi belirlenmistir
(Baskaya Sezer ve Demird6ven, 2015). Benzer
sekilde meyve ve sebzelere uygulanan mikrodalga
haslama yontemi geleneksel haglamaya kiyasla
yitksek 1sitma, kisa islem siiresi ve 6rneklerdeki
besin bilesenlerinde daha az kayip olugturmasi gibi
bircok avantajlara sahiptir (Ramaswamy ve
Fakhouri 1998; Ramesh vd., 2002; Dorantes-
Alvarez vd., 2011; Ruiz-Ojeda ve Peflas 2013;
Xiao vd., 2017; Nguyen vd., 2019; Tang vd.,
2019).

Ultrases sozIlik anlamu itibariyle, saniyede 20.000
veya daha fazla titresim gerceklestiren ses dalgalari
ile enerji meydana getirilmesi olarak ifade
edilmektedir. Genellikle, ultrases uygulamalarinda
20 kHz'den 10 MHz'e kadar degisen frekanslar
kullantlmaktadir (Dolatowski ve ark., 2007; Knorr
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ve ark., 2004). Ultrases teknigi gida endiistrisinde
dondurma, dilimleme, kurutma, c¢ozindirme,
renk agma, pastorizasyon, ekstraksiyon gibi bircok
isleme uygulanabilmektedir (Ergiin vd., 2013).
Ultrases bazt calismalarda enzim ve mikrobiyal
inaktivasyonun saglanmasinda tek basina yeterli
olurken bazilarinda da yeterli inaktivasyon
derecesine ulagmak icin ultrasesin 1s1 ve/veya
basing gibi islemlerle kombine edilerek
kullanilmast 6nerilmektedir. Ultrases isleminin 1s1l
islem ile kombinasyonuna termosonikasyon adt
verilmektedir (Rahman 2007; McClements 1995).
Termosonikasyon isleminin olusturdugu
kavitasyonun ~ hidrojen  baglarint  kirdigy,
proteinlerin ve enzimlerin polipeptid zincirlerinde
Wan der vaals etkilesimleri ile ikincil ve lglincil
yapilarda degisikliklere sebep oldugu boylelikle
enzimlerin biyolojik aktivitelerinin kayboldugu
ifade edilmektedir (Tetrefe vd., 2009; Adiamo vd.,
2018).

Gamboa-Santos vd. (2012) termosonikasyon ve
suda haglama uygulamalarinin havucun kalitesine
etkisini  arastirmiglardir. Termosonikasyon
haslamanin geleneksel haslamaya kiyasla haslama
stresini 6nemli diizeyde azalttigt ve suda ¢oziiniir
kuru madde, fruktoz, sakkaroz ve glikoz kayip
miktarinin diisitk oldugu belirtilmistir. Yolmeh ve
Najafzadeh, (2014) yesil fasulyelere
termosonikasyon ve suda haslama tekniklerini
uygulamuglardir. Termosonikasyon haslamanin
suda haslama yontemine kiyasla yesil fasulyenin C
vitamini ve kalitesini daha iyi korudugu
belirtilmigtir. Meyve ve sebzeletin haglanmast
amactyla kullanilan termosonikasyon haslama
tekniginin geleneksel haglamaya kiyasla renk
degerlerini, tekstir, C vitamini, karotenidler gibi
bilesenlerde daha az kayiplar olusturdugu ve
haglama stiresini azalttigt bildirilmistir (Cruz vd.,
2011; Rawson vd., 2011; Gamboa-Santos vd.,
2012; Yolmeh ve Najafzadeh 2014; Amaral vd.,
2016; Alvarez vd., 2019).

Literatiir kapsaminda, mikrodalga haglama ve
termosonikasyon haslama tekniklerinin meyve ve
sebzelerin kalite 6zelliklerini daha iyi korudugu ve
islem stresini azaltudr gorilmektedir. Ancak
mikrodalga haslama, termosonikasyon haslama ve
geleneksel haslama tekniklerinin kiyaslandigi bir

calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma mikrodalga
haslama, termosonikasyon haslama ve geleneksel
haslama  teknikleri ile patates peroksidaz
enziminin inaktivasyonu ve Orneklerin toplam
kuru madde, C vitamini, doku ve renk 6zellikleri
actsindan karsilastirtlmasint amaclamugtir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Haslama denemelerinde kullanilan patates (Russez
burbank) 6rnekleri Ozgérkey Gida Uriinleri San.
ve Tic. A.S. Izmir, firmasindan temin edilmistir.
Analitik saflikta hidrojen peroksit, okzalik asit,
boya ¢ozeltisi (2,6-dichloroindophenol) (Merck,
Almanya) ve guaiacol, askorbik asit (Sigma-
Aldrich Corp., USA) haslama yeterliligi ve C
vitamini analizlerinde kullandmustir.

Haglama Yontemleri

Patatesler islem oOncesinde yikanmis, kabugu
soyulmus ve 1 cm x 1 cm x 1 cm boyutlarinda kiip
seklinde  kesilerek, = mikrodalga  haslama,
termosonikasyon haslama ve geleneksel haslama
islemletine tabii tutulmustut.

Geleneksel Haglama

Geleneksel yontemle haglama islemi su banyosuna
(Wise Clean, Kore) 400 ml cam behete 90+1
°C’de 1sittlmis 200 ml demineralize su ve 40 g
Ornek (agirlikea 1:5) konularak ve 0-420 s boyunca
her 20 s‘de bir peroksidaz testi kontrol edilerek
gerceklestirilmistir.

Mikrodalga Haglama

Mikrodalga haglama islemi Samsung ME732K
(2450 MHz ve 300, 450, 600, 800 W) markali
cihazda uygun plastik kap icerisine 40 g 6rnek
konularak déner tablanin ortasina yerlestirilmis, 0-
200 s boyunca her 20 s‘de ve son 20 s’de de 5 s
aralikli olarak peroksidaz testi kontrol edilerek
yapilmustir.

Termosonikasyon Haglama

Termosonikasyon haglama islemi Bandelin
SONOPULS HD 2200 (20 kHz, 70 W %100)
markali ultrason cihazi ve TT 13 prob (13 mm
cap) kullamilarak yapdmustir. Prob daldirma
derinligi stvi yizeyinden 2F+0.5 cm’ye patates
Orneklerine ise 3%£0.5 cm olacak sekilde
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ayarlanarak gerceklestirilmistir. 400 ml cam
behere 90+1 °C’de 1sitilmis 200 ml demineralize
su ve 40 g 6rnek (agirlikca 1:5) konularak siirekli
sistemde termosonikasyon haglama uygulanmistir.
Sistemin sicaklik kontroli i¢in su banyosu
kullanilmigtir. T tipi 1s1 es, cam beherin
tabanindan 1 cm uzaklikta 6l¢im alacak sekilde
yetlestirilerek sicaklik 90 °C’de sabit tutulmustut.
Termosonikasyon ile haslanan patates 6rnekleri 0-
200 s boyunca her 20 s‘de bir peroksidaz testi
kontrol edilerek gerceklestirilmistir.

Geleneksel haslama ve termosonikasyon haglama
yontemleri ile haslanan patatesler siizgecte 1 dk

bekletilerek orneklerdeki fazla suyun
uzaklastirilmasi gerceklestirildikten sonra
analizlere gecilmistir.

Analiz Yontemleri

Peroksidaz inaktivasyonu (Haglama
yeterliligi testi)

Haslama yeterliliginin belirlenmesi i¢in peroksidaz
testi yapimistir. 5 gr Ornek alinarak, 5 ml
demineralize su ve sirastyla %01’lik guaiacol (1 ml)
ve % 0.57ik hidrojen peroksit ¢6zeltisi (1 ml) ilave
edilerek  kirmizimsi  kahverengi  bir  renk
gozlendiginde test pozitif, renk olusmamigsa
negatif olarak degetlendirilmistir (Cemeroglu,
2010).

Toplam Kuru Madde Tayini

Hammadde ve farkli haglama teknikleri ile
haslanan patates 6rneklerinin toplam kuru madde
miktarlar, etiivde (Nuve, Tirkiye) 105 °C
sicaklikta  sabit tartima ulasincaya  kadar
kurutulmast yoluyla belitlenmistir (AOAC, 1990).

C Vitamini (Askorbik Asit) Tayini

Orneklerin C vitamini icerikleri
spektrofotometrik yonteme gore Varian Cary 50
Scan  (Avustralya) model spektrofotmetre
kullantlarak 518 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okunarak gerceklestirilmistir.
Hammadde ve farkli yontemler ile haslanan
patates  Orneklerinin  askorbik asit icerikleri
mg/100 g k.m. olarak verilmistir (AOAC, 1995).

Tekstiir Profil Analizi
Taze ve farkli haslama yoéntemleri ile haglanan
patateslerin  tekstiir profil analizi, Texture

Analyser (TA-XT Plus Stable Micro Systems,
Surrey, Ingiltere) cihazi ile gerceklestirilmistir.

Patateslerin  tekstiir  profil analizi = silindirik
paslanmaz celik prob (P/36N) kullanilarak
yaptlmigtir.  Tekstir analizi  icin  uygulama

parametreleri; test Oncesi hiz 1.0 mm/s, test hizt
1.0 mm/s, test sonrast hiz 1.0 mm/s, mesafe 5
mm ve tetikleme kuvveti 5.0 kg'dir (Igier,
Cokgezme ve Sabanct, 2017). Orneklerin sertlik,
ic vyapiskanlk, dis yapiskanlk, sakizimsilik,
esneklik, elastikiyet ve ¢ignenebilirlik 6zellikleri

saptanmugtir.

Renk Tayini

Renk  6zelliklerinin  incelenmesinde  Konica
Minolta Chroma Meter CR-400 (Japan) marka
renk Ol¢lim cihazt kullamlmistir. Aydinlik degeri
olan L*; “0” siyahtan “100” beyaza kadar degisir.
“a*” degeri, “-a*”ile yesil, “+a*” ile kirmiziligi
goOsterir. “b*” degeri ise “-b*” ile mavi, “+b*” ile
sarihgt gbstermektedir. Bu degerler kullanilarak
toplam renk farki (AE), kroma degeri (AC) ve Hue
actst degerleri kontrol grubu referans kabul
edilerek formiil 1, 2 ve 3’e gbre hesaplanmustir.

* 2 * * 2 * * 2
AE = \/(L* - Lref) + (a - aref) + (b - bref)

@
* * 2 * * 2
ac = [(@ —a ) + (- b o
Hue® = tan_l(Z—:) ?3)
Istatistiksel Analiz
Istatistiksel ~ degerlendirmeler %95  giiven
arahginda  varyans analizinden (ANOVA)

yararlanilarak SPSS paket programu kullanilarak
(SPSS, 2011, 20.0 for Windows Version; SPSS
Inc., Chicago, IlI) Duncan c¢oklu testi ile
yapilmustir.

SONUC VE TARTISMA

Haslama Uygulamalarinin Kargilagtirilmasi
Gelencksel, mikrodalga ve termosonikasyon
yontemleri ile haslanan patateslerin haglama stiresi
(peroksidaz enziminin inaktive oldugu sire)
Cizelge 1’de verilmistir. Geleneksel haslama ile
haslanan patateslerin haslama siiresinin 420 s
oldugu belirlenmistir. Patateslerin mikrodalga
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haslama siiresinin incelenen kosullarda 60 ile 200
s arasinda degistigi belirlenmistir. Mikrodalga giic
seviyesindeki (300, 450, 600 ve 800 W) artisa baglt
olarak patateslerin haslama siiresinin azaldig
saptanmistir. Aynt sekilde yapilan bir ¢alismada
havucun  haslanmast  amaciyla  kullanilan
mikrodalga haglamada gii¢ seviyesindeki (70, 210,
350 ve 700 W) artisa paralel olarak haglama
stresinin 720’den 60 s dustigh belirlenmistir
(Soysal ve Soylemez 2005). Termosonikasyon
islemi ile haslanan patateslerin haslanma siiresi
180 s olarak saptanmistir. Mikrodalga haslama ve
termosonikasyon haslama yontemlerinin
geleneksel haslamaya kiyasla haslama stirelerini
strastyla %050.38-85.71 ve %057.14 kisalttig tespit
edilmistir. Yapilan bir bagka calismada patatesletin
haslanmasinda kullanilan mikrodalga haslamanin
su ya da buharda haslama islemlerine gére en az
%064 daha kisa strede gerceklestirildigi
belirtilmistir  (Baysal vd., 2011). Mikrodalga
haslamanin, geleneksel buhar ve suda haglamaya
kiyasla peroksidaz enziminin inaktivasyon siiresini
bezelyede %50, havucta %44,4 ve enginarda %60
azaltigr tespit edilmistir (Baysal, 1994). Ruiz-
Ojeda ve Pefias’in (2013) calismasinda mikrodalga
ve geleneksel haslamalarin yesil fasulyenin kalitesi
Uzerine etkilerini kiyaslamuslardir. Haslama 6n

islemlerinde  peroksidaz  enziminin inaktive
edilmesi hedef alinmustir. Geleneksel haslama
yontemine alternatif olabilecek mikrodalga
haslama tekniginin proses stlresini azalttig
belirlenmistir. Bagkaya Sezer ve Demirdéven
(2015), havug dilimlerinin peroksidaz ve pektin
metilestereaz enzimlerinin inaktive edilmesi icin
mikrodalga haslama ve gelenecksel haslama
uygulamalarini kullanmustr. Mikrodalga
haslamanmin (630-900 W, 170-190 s) geleneksel
haslama (94 °C, 300 s) kiyasla haslama stiresini
azaltu@r bildirmistir. Ayni sekilde Severini vd.
(2016) brokolinin peroksidaz enzimini inaktive
etmek i¢in mikrodalga haslama ve geleneksel

haslama uygulamalarini kullanmuglardir.
Mikrodalga haglamanin geleneksel haglamaya
kiyasla ~ haglama  siiresini = %50  azalttigi

bildirilmistir. Benzer sekilde brokoli, karnabahar,
mango, muz plresi, kuskonmaz, misir, patates,
lahana, ¢in kerevizi ve yesil biberin haglanmasinda
geleneksel haglamaya alternatif olarak mikrodalga
haslama kullamlmis olup haslama siiresini 6nemli
derecede kisalttigt tespit edilmistir (Dos Reis vd.,
2015; Norafida, ve Aminah, 2018; Xanthakis vd.,
2018; Kumarasiri vd., 2018; Nguyen vd., 2019;
Tang vd., 2019).

Cizelge 1. Farkli haslama yontemleri i¢in peroksidaz testi sonuglart
Table 1. Peroxidase test results for different blanching methods

Haglama stresi 20 40 60 80
Blanching time (s)

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

GH + + 4+ 4+ o+ + + + +
TSH + + 4+ 4+ o+ + + +

MH 300 + + 4+ + 4+ o+ o+ o+ o+
MH 450 + o+ o+ o+ 4+

MH 600 + o+ o+ -

MH 800 + + -

+ O+ + + + O+ o+ o+ O+ o+

GH: Geleneksel haglama/ Traditional blanching; TSH:Termosonikasyon haslama/ Thermosonication blanching; MH 300, MH 450, MH
600, MH 800: 300 W/, 450 W/, 600 W ve 800 W Mikrodalga haglama/MH 300, MH 450, MH 600, MH 800: Microwave blanching
at 300 W, 450 W, 600 W, and 800 W', (+): Peroksidaz aktivitesi var/ There is peroxidase activity; (-): Peroksidaz aktivitesi yok/ There

is no peroxidase activity.

Gamboa-Santos vd. (2012) yaptiklan caligmada;
geleneksel haglama ve termosonikasyon haslama
uygulamalarinin havucun kalitesine, peroksidaz ve
pektin  metilestraz enzimlerinin inaktivasyonu

tzerine  etkisini  arastirmustir.  Enzimlerin
inaktivasyon strelerinin geleneksel haslamada 60
°C'de 40 dk, termosonikasyon haglama

uygulamasinda ise 60 °Cde 10 dk oldugu
belirlenmistir. Cruz vd. (2006) su teresinin

peroksidaz enziminin inaktive edilmesi igin
termosonikasyon haslama ve geleneksel haslama
uygulamalarinin etkilerini arastirmislardur.
Termosonikasyon haslama tekniginin geleneksel
haglamaya kiyasla daha etkin oldugu ve proses
stresini kisalttgr bildirilmistir. Aymi arastiricilar
tarafindan yapilan baska bir calismada su teresinin
haslanmasinda  kullanilan  termosonikasyon
haslamanin geleneksel haslama islemine gére en
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az 14 kat daha kisa strede gerceklestirildigi
belirtilmistir (Cruz vd., 2008). Xin vd. (2015) simli
pelin  yapragiun (Artemisia  argyi) peroksidaz
enzimini inaktive edilmesi i¢in termosonikasyon
haslama ve geleneksel haslama uygulamalarint
kullanmgtir. Termosonikasyon haslamanin (11.94
W/em?, 85 °C, 60 s ve 20 kHz) geleneksel
haslamaya kiyasla haslama siiresini azalttigi ve
peroksidaz enziminin %90.7 oraninda inaktive
edildigi bildirmistir. Yolmeh ve Najafzadeh,
(2014) vyesil fasulyenin peroksidaz enziminin
inaktive edilmesi icin termosonikasyon ve
geleneksel  haglama  tekniklerinin  etkilerini
aragtirmislardir.  Termosonikasyon haglamanin
(1.5 kW, 20 kHz, 90 °C, 58.27 s) geleneksel
haslama yontemine (90 °C, 240 s) kiyasla haglama
stresini %75 azalttig1 belirtilmistir. Benzer sekilde
havug, patates, domates, yesil fasilye, kirmuzt
biber, su teresi, cilek, guava dilimlerinin
haslanmasinda termosonikasyon haslama yontemi
kullanilmis olup, konvansiyonel haslamaya kiyasla
haslama stiresini  6nemli derecede kisalttigt
belitlenmistir (Alexandre vd., 2011; Rawson vd.,
2011; Amaral vd., 2016; Pinheiro vd., 2016;
Alvarez vd., 2019).

Haglama Yoéntemlilerinin Kalite Ozellikleri
Uzerindeki Etkileri

Hammadde patates ve geleneksel haglama,
mikrodalga haglama ve termosonikasyon haslama
teknikleri ile haglanan patateslerin toplam kuru
madde degerleri Cizelge 2’de  verilmistir.
Hammaddenin toplam kuru madde miktart
ortalama %19.58+0.10 olarak saptanmustir. Bilisli
vd. (2002) bazt patates cesitlerinin toplam kuru
madde miktarlarinin %18.2 ile %24.6 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Calismada kullanilan
patatesin toplam kuru madde miktarinin, daha
6nce yapilan c¢aligmalarda bulunan degerlerle
uyum  gOsterdigi  saptanmustir.  Geleneksel,
mikrodalga ve  termosonikasyon  haglama
teknikleri ile tretilen patateslerin toplam kuru
madde  degerleri  %18.42-22.34  arasinda
degismekte olup, gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark 6nemli bulunmustur (p<0.05). Dos
Reis vd. (2015) calismalarinda suda, buhatrda,
vakum altinda ve mikrodalga haglamalarin brokoli
ve karnabahatin toplam kuru madde degerlerini
karsilastirmistir. Suda, buharda, vakum altinda ve

mikrodalga haglama yontemlerinin toplam kuru
madde degerleri arasindaki fark anlaml
bulunmustur.  Gamboa-Santos  vd.  (2012)
termosonikasyon haslama ile haslanan havuglarin
suda haslananlara kiyasla suda c¢6ziinir kuru
madde igerigini daha iyi korudugu bildirilmistir.
Mikrodalga gli¢ seviyesindeki artisa baglt olarak
patateslerin toplam kuru madde iceriginde artis
oldugu saptanmistir. Benzer sckilde yapilan bir
calismada havucun haslanmast amactyla kullanilan
mikrodalga haslamada gli¢ seviyesinde (360, 630
ve 900 W) artisa paralel olarak toplam kuru madde
iceriginde de artiglarin  oldugu  belirlenmistir
(Baskaya Sezer ve Demirdéven, 2015).

Hammadde ve tg¢ farkli yontemle haslanan
patateslerin C vitamini degetrleri kuru madde
cinsinden Cizelge 2’de g6sterilmistir. Hammadde
patatese ait Orneklerde C vitamini degetleri 34.16
g/100 g k.m. olarak tespit edilmistir. Farkli patates
tutlerinin C vitamini icerikleri 22.2-121.4 ¢/100 g
k.m. arasinda degistigi bildirilmistir (Burgos vd.,
2009). Calismada kullanilan patatese ait C vitamini
miktarinin, daha O6nce vyapilan ¢alismalarda
bulunan degetlerle uyum gosterdigi belirlenmistir.
Suda, mikrodalga ve termosonikasyon haglama
yontemleri ile haslanan patateslerin C vitamini
icerikleri 20.17-28.22 ¢/100 g k.m arasinda
degismekte olup, haslama guruplart arasindaki
farkin istatistiksel acidan 6nemli oldugu tespit
edilmistir ~ (p<0.05).  Cruz  vd.  (2008)
termosonikasyon haglama ve konvansiyonel
haslama teknikleri ile haglanan su teresinin
askorbik asit iceriklerindeki kayiplart sirastyla %6
ve %71 olarak saptanmustir.  Yolmeh ve
Najafzadeh, (2014) termosonikasyon haglamanin
geleneksel haslama yontemine kiyasla yesil fasulye
kalitesini ve C vitaminini daha iyi korudugu
belirtmistir. Gamboa-Santos vd. (2013) yaptiklart
calismada; termosonikasyon haslama gruplarinin
suda haglamaya kiyasla daha yiksek C vitamin
icerigine sahip oldugunu bildirilmistir. Enginarin

mikrodalga,  buharla ve suda  haglama
yontemlerinin - uygulandigt  bir  calismada
peroksidaz  enziminin  inaktive  edilmesi

amaglanmustir. Suda haglanan enginatlarda C
vitamini kaybinin %17 oldugu,  mikrodalga
haglamada ise C vitamini kaybinin olmadig: tespit
edilmistir (Thl vd., 1998). Ruiz-Ojeda ve Pefias’in
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(2013) calismasinda mikrodalga haslama ile
geleneksel haslamanin yesil fasulye kalitesi tizerine
etkilerini kiyaslamuglardir. Mikrodalga haslama
tekniginin suda haglamaya kiyasla askorbik asidi
daha iyi korudugu ifade edilmektedir. Bagka bir
calismada ise mikrodalga haslama, suda haglama
ve buhar haslama yontemleri ile haslanan tatlt
musirin - askorbik asit icerikleri hammaddeye

kiyasla azaldig1, ancak en diisik kaybin mikrodalga
haslama  grubunda  oldugu  belirlenmistir
(Kumarasiri vd., 2018). Tang vd. (2019) yaptiklar
calismada; mikrodalga haslama ile haslanan Cin
kerevizinin suda haglamaya kiyasla C vitamini
daha iyi korudugunu, mikrodalga ve suda haslama
gruplart arasindaki fark istatiksel olarak anlamlt
oldugunu bulmustur.

Cizelge 2. Farkli yontemler ile haslanan patateslere ait kalite 6zellikleri

Table 2. Quality properties of blanched potatoes using different methods
H

Hammadde G MH 300 MH 450 MH 600 MH 800 TSH

Raw material
Toplam kuru madde 19.58+0.10 18.424+0.33¢ 20.01+0.244 20.84+0.16¢ 21.45+0.40 22.34+0.222 19.0040.27¢
Total dry matter (%)
€ Vitamini 34.16%0.50 25.40+0.43¢ 20.17+0.55¢ 23.03%0.20¢ 24.59%0.294 27.48+0.50 28.22+0.254
Vitamin C (mg/ 100 g d.m.) T DAUEUAS U2 T e e e
L* 69.40+0.91 67.65+0.13 68.79+0.87 68.53+0.76: 65.35+0.94b 64.20+0.33b 68.43+0.73
a* 6814022 -9.0340.34be -7.9420.124 -9.4540.20¢ -9.0840.40b -8.7140.34b -7.93%0.10s
b* 27.70+0.95 15.6410.24¢ 16.17+0.31¢ 24.53+0.78 24.19+0.69 19.2940.27> 243940242
AE 12,390,500 11.6240.33 4.28+0.554 5.85+0.95¢ 10.0740.41b 3.6740.354
AC 122740500 11584031 4.15+0.53¢ 4.20%0.60¢ 8.62+0.32b 3.4940.24¢
Hue® 103.8240.08 120004123  116.16+052>  111.07£0.39¢  110574091d  11430%£1.10c  108.010.30¢
Serdlik 25453449791  738.63+23.050  373.04+14.90c  309.23+1521d  247.44%+11.86c  221.77+7.59c  944.18%32.76
Hardness (g)
Dis yapiskanlik 2.60%0.44 ~6.62+0.60 13584050 -17.96+2.130  230541.22¢  2623%126f  -10.73+0.48b
Adbesiveness (g 1)
Dsneldik 0.868+0.019 0.82940.026c  0.907+0.043«  0.915+0.009  0.899+0.0050>  0.833+0.028  0.859+0.019bc
Springeness
I¢ yapiskanlik 0.770+0.004 0.710£0.018>  0.73240.021>  0.765+0.016>  0.818+0.065  0.769+0.012>  0.716%0.010>
Cobhesiveness
Sakizimsilik 1977.48494.46  469.83+14.64>  25837+14.61c 2315546931  170.62%7.61F  19487+397¢  628.71+18.79
Gummines
gﬁ;ﬁ;ﬁf‘mk 1706548145 44939432415 242.10%16.62c  210.96+9.22c 1587148760 215484929  554.30+26.58
Elastikiyet -
Elustiiy 0.534+0.019 04430018 0438+0.004>  0.433+0.004> 042400135 0441400155  0.479%0.009

GH: Geleneksel haslama/ Traditional blanching, TSH:Termosonikasyon haslama/ Thermosonication blanching; MH 300, MH 450, MH 600, MH 800:
300 W, 450 W, 600 W ve 800 W Mikrodalga haslama/MH 300, MH 450, MH 600, MH 800: Microwave blanching at 300 W, 450 W, 600 W, and
800 W; ~fAyn1 satirdaki farkls harflerle isaretlenen gruplar arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemlidir (P<0.05). 2 2/ Different letters within rows are

significantly different (P <0.05).

Taze patatesin renk degetleri sirastyla L¥;
69.40+091, a*; -6.81£0.22 ve b*; 27.70£0.95
olarak  saptanmustir.  Geleneksel — haglama,

termosonikasyon haslama ve mikrodalga haslama
teknikleri ile haslanan patateslerin L* degetleri
64.20-68.43 arasinda degismekte olup, geleneksel,
termosonikasyon ve mikrodalga haglama (MH
300 W, MH 450 W) gruplan arasindaki fark
istatistiksel ~ a¢idan  6nemsiz  bulunmustur
(>0.05). Bu calismada t¢ farkh yontem ile
haslanan Orneklerinin a* degerleri -7.93 ile -9.45
arasinda degismekte olup, geleneksel,
termosonikasyon ve mikrodalga haglama (MH
800 W) gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan
anlamh bulunmustur (p<0.05). Haslanan patatesin
b* degerleri 15.64 ile 24.39 arasinda degismekte

olup, geleneksel, termosonikasyon ve mikrodalga
haslama (MH 800 W) gruplart arasindaki farkin
istatistiksel actdan 6nemli bulunmugtur (p<<0.05).
Patatesin haslanmasinda yiiksek mikrodalga giic
seviyesinin diisitk L*, a* ve b* renk degetlerini
sagladigi tespit edilmistir. Latorre vd. (2012)
kirmizi pancarin peroksidaz ve polifenol oksidaz
enzimlerin inaktive edilmesi i¢in mikrodalga
haslama ve geleneksel haglama uygulamalarini
kullanmuglardir. Mikrodalga haslamada
mikrodalga gii¢ seviyesindeki artisin L*, a* ve b*
renk degetlerinde artisa neden oldugu, ayrica
mikrodalga haglama ve gelencksel haslama
yontemleri arasindaki fark istatistiksel acidan
6nemli bulunmustur (»p<0.05). Kumarasiri vd.
(2018)  calismalarinda  suda, buharda ve
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mikrodalga haglamalarin  tatlh musirin renk
degertlerini  karsilastirmistir.  Suda, buharda ve
mikrodalga haglama yontemlerinin L*, a* ve b*
renk  degerleri  arasindaki  fark  anlamli
bulunmustur.  Termosonikasyon  haslamanin
mikrodalga ve suda haslamalara kiyasla L*, a* ve
b* renk degerlerinde en az degisimi olusturdugu
belirlenmistir. Cruz vd. (2007)nin yaptiklar
calismada termosonikasyon haslamanin
konvansiyonel haslamaya kiyasla su teresinin L*,
a* ve b* renk degerlerinde daha az degisiklikler
olusturdugu rapor edilmistir. Amaral vd. (2016)
termosonikasyon  haslama  tekniginin = suda
haslamaya kiyasla patateslerin renk degetlerini
daha iyi korudugunu bildirmislerdir.

Suda, mikrodalga ve termosonikasyon haslama
yontemleri ile haglanan patates Grneklerinin
toplam renk farki istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur (p<0.05). Patates gruplarinda en
yiksek ve en distik toplam renk degisimi sirasiyla
geleneksel haglama ve termosonikasyon haslama
olarak saptanmistir. Patates 6rneklerinin kroma
degerleri 3.49 ile 12.39 arasinda degismekte olup,
t¢ yontem arasindaki fark istatistiksel acgidan
6nemli  bulunmugstur  (p<<0.05).  Patates
Orneklerinde en yiksek ve en dusik kroma
degisimi  sirastyla  geleneksel  haslama  ve
termosonikasyon haslama olarak belitlenmistir.
Patates 6rneklerinin hue acist degerleri 108.01 ile
120.00 arasinda degismekte olup, haslama gruplart
arasindaki fark istatistiksel actdan 6nemli oldugu
saptanmustir  (p>0.05). Mikrodalga haglamada
mikrodalga giic seviyesindeki artisin patates
Orneklerinin  toplam renk degisimi ve kroma
degerlerinde azalmalara  neden  oldugu
saptanmistir. Benzer gekilde yapilan bir ¢alismada
havucun haslanmasinda kullanilan mikrodalga
haslamada gii¢ seviyesindeki (360, 630 ve 900 W)
artisa paralel olarak toplam renk degisimi ve
kroma  degerlerinde  azalmalarin  oldugu
belirlenmistir (Baskaya Sezer ve Demirdéven,
2015).  Ug farkli yontemle haslanan patates
orneklerinde toplam renk degisimi, kroma ve hue
acist renk degetlerinde en az degisimin
termosonikasyon haslama yoénteminin oldugu
saptanmustir.  Termosonikasyon — islemi  ile
haglanan su teresi, patates, kirmizi biber, cilek ve
guavanin toplam renk degisimi ve hue agist

degerlerinin geleneksel haglama kiyasla daha az
bulundugu ve haslama yontemleri arasindaki fark
istatiksel acidan anlamli oldugu tespit edilmistir
(Cruz vd., 2007; Alexandre vd., 2011; Amaral vd.,
2016; Alvarez vd., 2019).

Hammadde ve geleneksel haslama, mikrodalga
haslama ve termosonikasyon haglama ile haglanan
patates 6rneklerinin doku &zellikleri Cizelge 2’de
gosterilmigtir.  Hammaddenin  sertlik  degeri
2545.34197.91 g olarak saptanmustir. Geleneksel,
mikrodalga  ve  termosonikasyon  haglama
yontemleri ile haglanan patateslerin  sertlik
degerleri 221.77-944.18 g arasinda degismekte
olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
anlamh  bulunmustur  (p<0.05).  Geleneksel,
mikrodalga  ve  termosonikasyon  haglama
yontemlerinin haglanan patates Orneklerinin dis
yapiskanlik degetlerinin arttigi ve t¢ yontem
arasindaki farkin istatistiksel actdan 6nemli oldugu
saptanmustir  (p<<0.05).  Geleneksel —haslama,
mikrodalga haglama ve termosonikasyon haslama
teknikleri ile haglanan patates Orneklerinin
esneklik degerleri arasindaki fark istatistiksel
acidan  Onemsiz  bulunmustur  (p>0.05).
Geleneksel, mikrodalga ve termosonikasyon
haglama  yontemleri ile haslanan  patates
Orneklerinin  sakizimsihk  ve  ¢ignenebilitlik
degerleri arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemli
oldugu saptanmistir (p<<0.05). Termosonikasyon
haslama ile haglanan patates 6rnekleri en yiksek
elastikiyet degeri gosterirken en distik degeri ise
geleneksel ve mikrodalga haslama gruplarinda
oldugu tespit edilmistir. Geleneksel haslama ile
haslanan  patates  Orneklerinin = sertlik, i¢
yapiskanlik, dis yapiskanlik, sakizimsilik, esneklik,
clastikiyet ve  ¢ignenebilirlik  Szelliklerinin
mikrodalga haslamaya kiyasla daha iyi korundugu
belirlenmistir. Benzer sekilde mikrodalga haslama
ile haslanan havu¢ ve kirmizi pancarin doku
ozelliklerinin gelencksel haslamada daha dastik
bulunmustur (Latorre vd., 2012; Bagkaya Sezer ve
Demird6éven, 2015). nedeni gida
maddesinin  sertligini  olusturan hemiseliloz
kopriileri ve seliilozun hidrojen baglarinin tizerine
mikrodalga etkisinden kaynaklandig
distnilmektedir (Latorre vd., 2013).
Termosonikasyon  haslama  ile  haglanan
patateslerin sertlik, i¢ yapiskanlik, dis yapiskanlik,

Bunun
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sakizimsilik, esneklik, elastikiyet ve ¢ignenebilirlik
Ozelliklerinin ~ geleneksel ~ ve  mikrodalga
haslamalara kiyasla daha iyi oldugu saptanmustir.
Ayni  sekilde termosonikasyon haglama ile
haslanan su teresi, patates, kirmizi biber ve ¢ilegin
sertlik degerlerinin geleneksel haslama kiyasla
yiksek oldugu ve haslama yontemleri arasindaki
fark istatiksel agidan Snemli  bulunmustur
(Alexandre vd., 2011; Amaral vd., 2010).

SONUC

Bu ¢alisma patates kiiplerinin mikrodalga haslama
ve termosonikasyon haslama uygulamalarinin
geleneksel yonteme alternatif olarak
kullanilabilecegini  gstermektedir. Mikrodalga
haslama ve termosonikasyon haslama
yontemlerinin  geleneksel haslamaya  kiyasla
haslama slresini azalttigt tespit edilmistir.
Termosonikasyon haglama yénteminin geleneksel
haslama ve mikrodalga haslama uygulamalarina
kiyasla C vitamini korudugu belirlenmistir.
Termosonikasyon haslama  tekniginin  renk
degetlerinde (¥, a*, b*, AE, AC ve Hue®) en az
degisimleri gosterdigi, geleneksel haslamanin ise
en vyiksek degisimlere neden oldugu tespit
edilmistir. Termosonikasyon haglama ile haslanan
patateslerin doku 6zelliklerindeki degisimin en az
oldugu, mikrodalga haslama ile haslanan
orneklerde ise bu degisim en yiksek bulunmustur.
Bu calisgmanin meyve ve sebze islemede
mikrodalga ve termosonikasyon haglamalarinin
kulanim  olanaginin  arastirilmasinda  ileride
yapilabilecek haglama proseslerine yol gosterici
olacagi 6n gorilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazar, bu makalenin ¢tkar catismasi olmadigint
beyan eder.

YAZAR KATKILARI
Yazar, bu makalenin yapilmasini, yazilmasim ve
yayinlanmasini saglamistir. Yazar makalenin son
halini okudu ve onayladi.
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oz

Achillea 1. bitkisi, diinyada en yaygin kullanilan sifal bitkiler arasindadir. Bu ¢alismada, Kahramanmarag’taki
farklt lokalitelerden toplanan Achillea aleppica D.C. subsp. aleppica tiriintin farklt bitkisel organlarindan (cigek
ve yaprak) elde edilen ekstraktlarin, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi ile toplam fenolik ve flavonoid
icerigi incelenmistir. Ayrica ekstraktlarin sabit yag icerigi GC-MS analizi ile incelenmis ve sonug olarak 31
farkli yag asidi belirlenmistir. Bitki ekstraktlarinin baslica yag asidi bilesenlerini biititik asit, oleik asit, linoleik
asit, palmitik asit ve cis-4,7,10,13,16,19-dokosahekzaenoik asit olusturmaktadir. Bitki ekstraktlarinin toplam
fenolik madde degeri 8.42-38.49 mg/g, toplam flavonoid miktari 4.54-14.04 mg/g, FRAP degeri 14.48-48.31
pg/g ve DPPH degeri 0.7-33.37 mg/g arasinda degismektedir. Toplam 10 mikroorganizma tzetinde
gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite denemeleri sonucunda, ekstraktlarin sadece Sarvina lutea ve Candida
albicans izerinde inhibisyon etkisi gorilmemistir. Ayrica metanolik ekstraktlarda Saticukur lokasyonundan
toplanan bitkiler, Ahirdagi lokasyonundan toplananlara gére daha iyi sonug vermistir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, biyoaktif bilesikler, yag asitleti, Achillea
aleppica subsp. aleppica

ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND SOME PHYTOCHEMICAL PROPERTIES
OF EXTRACTS FROM Achillea aleppica subsp. aleppica

ABSTRACT

Achillea L., is one of the most widely used medicinal plants in the world. In this study, antioxidant,
antimicrobial activity and total phenolic and flavonoid contents of extracts obtained from flower and
stem of Achillea aleppica D.C. subsp. aleppica, were investigated. Fixed oils content of the extracts was
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examined by GC-MS analysis. Totally 31 different fatty acids were determined. The main fatty acid
components of plant extracts were butyric acid, oleic acid, linoleic acid, palmitic acid and cis-
4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid. Total phenolic content, flavonoid amount, FRAP value and
DPPH value of the plant extracts ranged between 8.42-38.49 mg/g; 4.54-14.04 mg/g; 14.48-48.31
pug/gand 0.7-33.37 mg/g, respectively. Antimicrobial activity assay cartied out against 10
microorganisms showed no inhibitory effect against only Sarcina lutea and Candida albicans. In addition,
methanolic extracts from the plants from Saricukur location produced better results than that of Ahir

mountain.

Keywords: Antimicrobial activity, antioxidant activity, bioactive compounds, fatty acids, Achillea

aleppica D.C. subsp. aleppica

GIRIS
Gelisen yagam sartlari bircok rahatsizligi da
beraberinde  getirmistir. Gegmiste  yasanan
hastaliklarin = tekrar tedavi edilemez duruma

gelmesi, glintimizde basta kanser olmak tzere
bazi ciddi hastaliklarin tedavisinin yetersiz olmast
dogal kaynakli ilaclara yonelimi arttirmugtir.
Bitkiler dogrudan veya dolayli olarak bu tir
hastaliklarin  tedavisinde kullanilan en temel
urinlerdir (Taskin, 2015). Gunimiizde temel
ihtiyaglarin karsilanmast disinda basta ilag¢ sanayii
olmak Uzere; kimya, besin, kozmetik ve zirai
miicadele gibi cesitli alanlarda bitkilerin biyoaktif
bilesikleti  olan  sekonder  metabolitlerden
faydalanilmaktadir (Hatipoglu, 2010). Sekonder
metabolitler baslica glikozitler, fenoller, terpenler,
tanenler  ve  saponinler = olmak  Uzere
stniflandirlmaktadir  (Aydin  ve Mammadov,
2017). Dogal yasam ortamlarinda bakteri, viris,
béceek, otcul hayvan gibi dismanlatla ve sicaklik
degisimi, su, UV gibi abiotik stres kosullatiyla
karst karstya kalan bitkiler, bu tir zararlardan
kacamadiklarindan kendilerini sekonder
metabolitleriyle koruma altina alirlar (Cakicy,
2014; Yidmaz, 2015).

Insanoglu bitkilerin bu ézelliginden faydalanarak
bircok hastaligin tedavisinde kullanmak tzere
tedavi amaclt olarak bitkilere yOnelmislerdir.
Sentetik ilaglarin yan etkileri, Ozelliklere karst
bakterilerin diren¢ kazanmast gibi nedenlerden
dolay1, giinimtzde bitki kaynakli laclarin 6nemi
daha da artmustir. Saglk acisindan énem arz eden
dogal antioksidanlarin kaynaklarina ve klinik
degerlerine odaklanmay1 ve yaygin hastaliklan en
aza indirmeyi amaglayan bu tir caligmalar da
giderek artmaktadir (Hatipoglu, 2010; Tagkin,
2015). Cinki giicli hastaliklara karst daha etkili,

daha az toksik madde iceren ilaglarin Gretimi igin
bu bitkiler hakkinda yeterli donanima sahip olmak
gerekmektedir (Bali, 2012).

Turkiye florasinda Asteraceae familyast 140 cins
ve 1195 tiir ile temsil edilmektedir. Buna gére hem
tir hem de cins bakimindan floramizin en zengin
familyasidir (Abak ve Akan, 2014).Toplam 446
endemik tiir iceren Asteraceae’nin endemizm
orant %37.3’tir. Bu cinsler arasinda _Adhillea
Turkiye Floras’'nda 42 tir (48 takson) ile temsil
edilmektedir. Bunlardan 27°si endemik olup dar
yayihishdir (Tasar ve ark., 2017). Achillea bitkisi cok
eski yillardan beri saglik alaninda kullanilmakla
beraber cigeklerinin giizelliginden 6tirt kiltird
de yapilmaktadir (Hatipoglu, 2010).  _Achillea
bitkisinin idrar soktiriicli, istah acici, yara
tyilestirici ve Ozellikle bitkiyle yapilan cayin karin
agrisint gidermesi gibi faydalart bulunmaktadir
(Taskin, 2015).

Achillea titlerinin ugucu yaglant (Pino ve ark.,
1998; Rustaiyan ve ark., 1998; Orav ve ark., 2001);
antimikrobiyal aktiviteleri (Baser ve ark., 2002;
Sokmen ve ark., 2003; Tabanca ve ark., 2011;
Kigtkbay ve ark., 2012; Akcin ve ark., 2014) ve
insektisidal etkileri (Tozlu ve ark., 2011; Kesdek
ve ark., 2013) ile ilgili yapilmus bircok arastirma
bulunmaktadir. Ulkemizde Adbillea tiirleri ile ilgili
yapilan ¢alismalar son zamanlarda hiz kazanmus
olsa da, baz Adhillea tirlerinin biyokimyasal
kompozisyonlarina iliskin ¢alismalar hala ¢ok
sinirlt sayidadir veya hi¢ yoktur. Bu ¢alismada 4.
aleppica subsp. aleppica bitkisinden elde edilen
ckstraktlarin  biyoaktif bilesen, antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmis olup, ayrica
GC-MS  yardimuyla da yag asidi profili
incelenmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Bitki Materyali

Bu calismada kullanilan A. aleppica subsp. aleppica
bitkisine ait 6rnekler, 2018 yilinin Temmuz ayinda
Kahramanmaras’ta yetistigi dogal alanlar olan
Saricukur/Tlrkoglu ve Ahirdagt olmak tzere iki
farklt lokasyondan toplanmustir. Bitkiler Flora of
Turkey’e gbre teshis edilmis ve herbaryum
numarast verilen 6rnekler KSU Herbaryumu’nda
muhafazaya alinmistir (Davis, 1965).

Ornek hazitlig

A. aleppica subsp. aleppica bitkisinin toprak usti
kisimlart oda sicakliginda, gblge ve rutubetsiz bir
ortamda kurutulmustur. Kurutulmus bitkinin
yaprakll gévde aksami ve ¢igekleri, laboratuarda
bulunan Waring blender ile ayrt ayn &gutiilerek
toz haline getirilmigtir. Ardindan deneyde
kullanilmak tzere 1stk ve nemden korunacak
sekilde cam siselerde saklanmustir.

Kiil ve Protein Tayini
Kal igerigi Avrupa standart metodu UNIEN

14775(2010ya gore; protein ise Kjehldahl
metoduna gére yapilmustir.

Ekstraksiyon yontemi

Analizden 6nce ekstraksiyon hazirligr Karaalp ve
ark. (2009 nin  yontemi modifiye  edilerek
vapilmustir. Achillea bitkisiyle yapilan biyoaktivite
calismalarinda, yaygin olarak tercih edildigi icin
metanol (Polarite indeksi: 5.1) ve kloroform
(Polarite indeksi: 2.7) olmak tzere iki farklt
cozlcl kullanilarak, iki ¢6zicliniin kiyaslanmast
amaglanmistir (Karaalp ve atk., 2009; Serdar ve
ark., 2015; Taskin ve ark., 2018) Bitki 6rnegi 10’ar
g olacak sckilde ayri aym tartilarak, Gzetlerine
100’er ml olacak sekilde metanol ve kloroform
¢Ozuculeri eklenmistir. Ultrasonik Su
Banyosu’nda 1 saat ckstrakte edildikten sonra
12000 g (3500 rpm) degerinde, 15 dk santrifiij
edilmistir. Ustteki stvi kissm bagka bir tiipte
toplanmus ve bitki 6rnegi bir kez daha aym sekilde
ckstrakte edilmistir. Ekstraktlar bir araya
getirilerek vakumlu rotary evaporatérde ¢oziicl
uzaklastirilmis ve kuru ekstrakt elde edilmis ve bu
ekstraktlar analize kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir.

Bitki Ekstraktlarinin Yag Igerigi ve Yag Asidi
Kompozisyonunun Belirlenmesi

Soksalet yontemiyle elde edilen sabit yag
icerisindeki yag asitlerinin analizi GC-MS ile
Comlekcioglu (2019)’a gére yapilmustir. GC-MS
analizleri Schimadzu GC 2025 sistemi ile
gerceklestirilmistir. TRCN-100 (60m x 0.25 mm x
0.20 um film thickness) SE-54 fused silika kapiler
kolon kullandmistir. Elektron enetjisi 70 eV’tur.
Enjeksiyon miktart 1 pul’dir. Numunelerin analizi
80 °oC’de 2 dakika bekletildikten sonra dakikada
5°C arurilip 140 °C sicakliga ulastiktan sonra, bu
sicaklikta 2 dakika tutulmustur. Bu islemi takiben,
dakikada 3°Clik bir artisla 240 °C’da 5 dakika
daha bekletilmistir. Toplam analiz stiresi 61 dakika
olarak ayarlanmistir. Enjeksiyonlar split modda
(1:50) 240 °C sicaklikta gerceklestirilmistir ve
dedektor sicakligr 250 °C’dir. Helyum tastyict gaz
olarak kullanlip ve akig hizt 30ml/dk’ya
ayatlanmistir. Kullanilan gaz akiglart Ho=40ml/dk
ve kuru hava=400 ml/dk olarak belirlenmistir.

Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi
Toplam fenolik igerigin belirlenmesi
Orneklerin ~ topam  fenolik  icerigi ~ Folin-
Ciaceltacou Rekaktif (FCR) yontemi kullanilarak
Blainski ve atk., (2013)’nin prosediirii modifiye
edilerek yapilmistir. Standart olarak gallik asit
(Sigma) kullandmugstir. Hazirlanan  solisyonlar
spektrofotometrede (Perkin-Elmer Lambda EZ
150, USA) 750 nm’de okunmustur. Elde edilen
absorbans degerleri gallik asit cozeltleri ile
olusturulan kalibrasyon egrisi yardimiyla mg gallik
asit esdegeri (GAE)/g kuru ornek agitligt
cinsinden verilmistir.

Toplam flavonoid igeriginin belirlemesi:

Bitki ekstraktlarindaki toplam flavonoid icerigi
Chang ve ark., (2002)’a gore spektrofotometrik
olarak belitlenmigtir. Standart solisyon farkl
konsantrasyonlarda (25-200 pg/mlL) yukardaki
prosediire gbre hazirlanan quercetin (Sigma) ile
hesaplanmustir. Absorbans 415 nm’de
spektrofotometrede okunmustur. Elde edilen
absorbans degetleri pg quercetin esdegeri/g kuru
6rnek agithigina donistirilmistiir.
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DPPH metodu:

Antioksidan  kapasite  (serbest  radikallerin
indirgenme kapasitesi) Brand-Williams ve ark.
(1995) tarafindan tanimlanan DPPH metodu

modifiye edilerek beliflenmistir. Her  bitki
ekstraktindan seyreltilerek bes farkll
konsantrasyonda soliisyon hazirlanmistir.

Sonuclar, DPPH setbest radikallerinin %50’sini
indirgemek icin gereken konsantrasyon degeri
olan ICsp olarak gosterilmistir. Tim deneyler ti¢
tekerrtrli olarak yapilmis ve askorbik asit pozitif
kontrol olarak kullanidmustir.
Antioksidan kapasite:
Aijrnck)] / Akontrol x 100

O/OAA: [(Akontro]‘

FRAP metodu:

FRAP yoéntemi Benzie ve Strain (1996)a gére
vapilmstir. Bitki ekstraktlarindan 50 pl, 2mllik
ependorf tiplerine aktarilmis ve tzerine 600 pl
FRAP ajami eklenmistir. Absorbans 593 nm’de
Olcilmustir. Sonuclar askorbik asit (100-1000
umol/L) kalibrasyon grafigi kullanilarak umol
askorbik asit esdegeri/g kuru bitki agirligt olarak
hesaplanmistir.  Sonuglar umol/g  kuru  bitki
agirligy olarak verilmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi:

Elde edilen  ekstraktlarin  antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi Klinik Laboratuvar
Standartlart Ulusal Komitesi'ne (NCCLS) gore
oyuk agar diflizyon metodu ile belitlenmistir
(NCCLS, 1993). Test mikroorganizmalart olarak;
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Bacillus subtilis
ATCC 06633, Enterococcns faecalis ATCC 29212,
Enterococcus  faecinm,Staphylococcus — anrens ATCC
29213, MRS A  (Metisilin ~ Direncli ~ Staphylococcus
anrens), Sarcina lntea ATCC 934INA, Candida
albicans, Candida parapsilosis olmak tzereklinik
izolatlar ve standart suslar kullandmistir. Test
mikroorganizmalart 24 saat 6énceden LB (Luria-
Bertani) ve  Sabouraud dextrose  broth
besiyerlerine ekilerek 0.5 Mecfarland standart
turbiditesine karsihik gelen (1x108 bakteri ve 0.5-
3x104 maya/mlL) steril serum fizyolojik ile
sulandirilmig  kiltiitlerden  0.1ml. alinarak
otoklavdan sonra 50-55°C’ye kadar sogutulan
Miieller Hinton Agar ve Sabouraud Dextrose
Agara asldama yapidiktan sonra petrilere
dokilmustiir. Oda sicakliginda katilasan petriler 4

mm ¢apinda aseptik kurallara uygun bir sekilde
cukurcuklar acilmistir. Bitki ekstraktlart DMSO
icerisinde ¢ozilmustir (16mg/ml). Daha sonra
hazirlanan ekstraktlar bu ¢ukurcuklara mikropipet
yardimit ile 100 pl eklenmistir. Bu sekilde
hazirlanan petriler 45 dakika kadar buzdolabinda
bekletildikten sonra, bakteri kultiitleri 37°C’de 24
saat, maya agilanan petriler ise 25 °C’de 2 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan
inhibisyon zonlart mm olarak JSl¢Ulmistir.
DMSO (50 pul) c¢ozici kontroli  olarak
kullantlmistir. Antimikrobiyal aktivite gosteren
bitki  ekstraktlarinin, daha sonra  farkls
konsantrasyonlarda Mueller Hinton Broth ve
Sabouraud Dextrose Broth icerisinde MIK
(Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) degerleri
belirlenmistir  (Collins ve ark., 1989). MIK
degetleri, gozlemlenebilir gelismeyi/bulaniklig
Onleyen  tiplerdeki en  disik  ekstrakt
konsantrasyonu olarak kaydedilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Protein, Kiil, Yag Icerigi ve Yag Asidi
Kompozisyonuna Ait Sonuglar

Ahirdagt ve Sarigukur olmak Utzere iki farkls
lokasyondan toplanan .A. alppica subsp. aleppica
bitkisinin ¢icek ve yapraklarindaki protein, kil ve
yag icerikleri Sl¢lilmiis olup bu degertler Cizelge
1’de verilmistir. Ahirdagi lokasyonuna ait
bitkilerin ¢icek ve yaprak kisimlarinin protein
degerleri sirastyla %9.34 ve %5.55 iken Sarigukur
lokasyonundan toplanan bitkilerde bu degetler
9%9.37 ve %5.09 olarak bulunmustur. Kul
analizlerinde ise Ahirdagi lokasyonundaki ¢icek ve
yaprak kistmlarinin miktarlan sirastyla %07.36-7.49
ve Sarigukur lokasyonundakiler ise %08.69-11.38
olarak elde edilmigtir. Soksalet ekstraksiyonu
sonucunda Ahirdagi lokasyonundan toplanan
bitkilerin ¢icek ve yaprak ekstraktlannin yag
miktarlant  sirasiyla %1.45  ve 257  iken
Saricukur’dan toplanan bitkilerin yag oranlar ise
%1.96 ve 3.03 olarak saptanmistir.

Bitkilerin yag igerikleri GC/MS  ol¢timleri
sonucunda ortaya cikartilmis olup, ekstraktlarin
yag asidi kompozisyonuna ait veriler Cizelge 2.’de
ve GC-MS kromatogramlari $ekil 1.’de verilmistir.
Ol¢iim sonuglarina gore her iki lokasyondan
toplanan bitkilerin ¢icek ve yaprak ekstraktlarinda,
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15 tanesi doymus 16 tanesi doymamis olmak
tizere toplamda 31 adet yag asidi tayin edilmistir.
Ahirdagt  ve  Saricukur  lokasyonunlarindan
toplanan bitkilerin cicek ekstraktlarinin baslica yag
asidi bilesenlerini butirik asit (sirastyla %51.04 ve
36.11), palmitik asit (%11.62 ve 11.29), cis-
4,7,10,13,16,19-Dokosahekzaenoik  (%7.08 ve

10.03) olusturmaktayken; yaprak ekstraktlarinin
baslica yag asidi bilesenlerinin ise yine bitirik asit
(%17.76 ve 11.89) ve palmitik asidin yanisira
(%16.14 ve 12.79), cicekten farkli olarak oleik asit
(%22.15 ve 33.50) ve linoleik asitten (%13.82 ve
19.47) olustugu gorilmektedir.

Cizelge 1. Cicek ve yapraklarin protein, kil ve yag miktarlart
Table 1. Protein, ash and fat contents of flowers and leaves

Cigek / Flower Yaprak / Leaf
Protein R Protein g
Miktart E;l 241;;;2 Yag Miktari Miktarn E;lbl 11\:1[1;;22 Yag Miktari
Protein amount %) Oil Amount (%)  Protein amonnt %) Ol Amount (%)
() (%)
Ahirdagt 9.34 £ 0.56 7.36 £0.76 1.45+0.76 5.55 £ 0.064 7.49 £ 0.83 2.57£0.26
Sarigukur 9.37 £ 042 8.69 + 0.65 1.96 £ 0.56 5.09 £ 0.61 1138+ 094  3.03£0.53
Cizelge 2. Cigek ve yapraklarin yag asidi kompozisyonlart (%)
Table 2. Fatty acid compositions of flowers and leaves (%)
Ahirdag: Saricukur
Cicek Yaprak Cicek Yaprak
Flower Leaf Flower Leaf
1 C4:0 Butyric acid 51.03 17.76 36.11 11.89
2 C6:0 Caproic Acid 0.69 0.04 0.39 0.21
3 C8:0 Caprylic Acid 0.09 0.66 0.15 0.35
4 C10:0  Capric Acid 0.07 0.33 0.05 0.08
5 C11:0  Undecanoic Acid 0.43 0.29 1.58 1.10
6 C12:0  Lautic Acid 0.38 0.20 0.38 0.32
7 C13:0  Tridecanoic Acid 0.32 0.25 0.56 0.06
8 C14:0  Myristic Acid 3.04 1.65 2.28 1.45
9 C15:0  Pentadecanoic Acid 0.29 0.18 0.23 0.11
10 C16:0  Palmitic Acid 11.62 16.14 11.29 12.79
11 C17:0  Heptadecanoic Acid 0.19 - - -
12 C180  Stearic Acid 2.79 6.36 3.39 2.40
13 C20:0  Arachidic Acid 1.47 0.94 3.98 2.28
14 C23:0  Tricosanoic Acid - - 0.55 -
15 (€240 Lignoceric Acid 1.42 1.42 2.46 0.36
16 Cl16:1  Palmiteloic Acid 0.33 0.42 0.40 0.69
17 C17:1  Cis-10-Pentadecanoic Acid 0.33 0.21 0.71 0.08
18 C17:1  Cis-10-Heptadecanoic Acid 0.39 0.28 0.54 0.10
19  C18:1 Elaidic Acid - 1.57 0.33 1.24
20  C181 Oleic Acid 4.59 22.15 5.22 33.50
21 C20:1  Cis-11-Eicosenoic Acid 0.78 2.81 0.85 2.80
22 C24:1  Nervonic Acid 2.77 1.82 4.03 1.68
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23 C18:2  Linoleic Acid 4.39 13.82 5.02 19.47
24 C18:3  gama-Linolenic Acid 0.29 0.35 0.63 -

25 C18:3  alfa-Linolenic Acid 1.06 0.93 1.22 0.52
26 C20:2  Cis-11,14-Eicosadienoic Acid - 0.31 0.14 0.36
27 C20:3  Cis-8,11,14-Eicosattrienoic Acid 0.47 0.29 2.61 0.20
28 C20:3  cis-11,14,17-Eicosatrienoic Acid 1.29 1.39 2.48 0.60
29 C20:4  Arachidonic Acid 2.21 3.66 1.96 4.08
30 C20:5  cis-5.8.11.14.17-Eicosapentaenoic Acid 0.17 0.23 0.42 0.25
31 C22:6  cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic 7.07 3.54 10.03 1.01
Ruto ofsutnied iy acid B8 64 @4 334
Rato of momounsatunted ftm ackd P19 2020 1208 4009
Coklu Doymamis Yag Asidi Orant (PUFA) 16.95 2450 2451 26.49

Ratio of polyunsaturated fatty acid
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Sekil 1.A4. aleppica subsp. aleppica’ya ait cicek ve yapraklarin GC-MS kromatogramlari. Ahirdag

lokasyonu-Cicek (a) ve Yaprak (b), Saricukur lokasyonu-Cigek (c) ve Yaprak (d).

Figure 1. GC-MS chromatograms of flowers and leaves of A. aleppica subsp. aleppica. Ahirdagt

location-flower (a) and Leaves (b), Saricukur location-flower (c) and Leaves (d).



Achillea aleppica subsp. aleppica’nin biyoaktivitesi

Bitki ekstraktlarinin yag asidi 6l¢imi sonuglart
lokasyonlar ~ bakimindan  karsilastirildiginda;
doymus yag asidi oramt acisindan Ahirdagt
lokalitesinden, tekli doymamis yag asidi ve coklu
doymamis yag asidi orant agisindan ise Saricukur
lokalitesinden toplanan bitkilerin daha zengin
oldugu tespit edilmistir. Yag asidi miktarlarinin
lokasyona ve calisilan bitki kismina (¢icek ve
yaprak) gore degistigi gorilmistir. Sonuglar
calisilan organlar bakimindan karsilastinildiginda,
benzer sckilde toplam doymus yag asitleri
acisindan ciceklerin, tekli ve ¢coklu doymamis yag
asitleri bakimindan ise yaprak yapraklarin daha
zengin oldugu belitlenmistir. Yapilan literatiir
taramasinda A. alppica subsp. aleppica’ nin yag
asidi kompozisyonu ile ilgili daha 6nce yapilmis
bir calismaya rastlanmamistir.

Ertas ve ark. (2014) A. cappadocia tirtyle yaptiklart
calismada, bitkinin toprak dsti kistmlarinin
antioksidan,  antikolinesteraz,  antimikrobiyal
aktivitelerinin  yanit  sira  yag asitlerini  de
incelemislerdir. Calismalarinda toplamda 17 yag
asidi tayin edilmis olup, baslica yag asitlerini oleik
asit (%34.7), palmitik asit (%23.1) ve linoleik asit
(%20.7) olusturmaktadir. Icerik olarak benzer
olmakla bitlikte, oransal olarak bu calismada daha
dustk sonuclar elde edilmistir. Bu calismada farkls
olarak yiksek oranda doymus bir yag asidi olan
bitirik asit (%51.03) bulunmustur. Zonuz (2016),
11’1 endemik olmak tGzere 16 farkli Achillea tirine
ait tohumlarin yag asidi bilesenlerini ve oranlarini
incelemis ve genel olarak ana yag asitlerinin
palmitik asit, oleik asit ve linoleik asitten
olustugunu belirtmistir. Oransal olarak en yitksek
degerler palmitik asit %35.15 (A. sehischkinii), oleik
asit %017.23 (A. wilhelmsiz) ve linoleik asit %73.01
(A. nobilis) seklindedir. Bu c¢alismadaki oransal
farkliliklarin, calisilan organlarin farkli olmasinin
yani sira, lokasyon, iklim, ekolojik farkliliklardan
ileri geldigi distinilmektedir.

Dias ve ark. (2013) diinyada en yaygin bulunan ve
en ¢ok calisilan tiir olan A. willefoliunrun yabani ve
ticari formlarimin  kimyasal kompozisyonunu
karslastirmiglardir. Toprak Ustil aksamdaki yag
ekstraktrinin major yag asidi oranlarini ticari
formlara kiyasla yabani olan tiirlerde daha yitksek
miktarlarda bulmuslardir. Yabani formlardaki

major yag asidi bilesenleri linoleik (%47.16), oleik
(%28.23) ve palmitik (%15.54) asittir. Bu
calismada Dias ve ark’nin (2013) inceledikleri
yabani tirlerle benzer sonuglar bulunmus olup,
ticari forma kiyasla daha yiksek degerler elde
edilmistir.

Yiksek enerji kaynagi olan ve temel gidalarda
bulunan yaglar insan saglhgt icin cok 6nemli bir

yere sahiptit  (Cakmakei, 2012).Yag asidi
kompozisyonlarinin belirlenmesinin amaci
yaglarin insan sagligt ve rahatsizliklarindaki

rollerini belirlemektir. Karbonlar arasinda tekli
bag iceren ve oda kosullarinda kat: halde bulunan
yaglara doymus yaglar denir. Bu yaglardan biri
olan bitirik asit, bitkisel ve hayvansal yaglarda
bulunur. Bitirik asit gida maddelerinde ve icecek
endustrisinde iyi bilinmesinin yant sira diger yag
asitlerine oranla epitel hiicreleri i¢in iyi bir enetji
kaynagidir.  Gida  endUstrisinde  gidalarin
korunmast, tereyagt benzeri tat ve aroma
olusturmak amaciyla kullanilmaktadir.  Saglik
alaninda ise kolon mukozasini korumak,
iltthaplanmayt  Onlemek, toklugu  arttirmak
amactyla kullanilir (Caglar, 2017; Dwidar ve ark.,
2012). Karbon atomlari arasinda en az iki bag
iceren yaglara doymamis yaglar denir. Oleik asit ve
linoleik asit doymamis yag asitlerinden olup
bitkisel yaglarda ve margarinlerde fazla oranda
bulunur. Bunun sebebi ise raf omrunin uzun,
tatlarinin iyl olmasindandir. Bu yaglarin insan
saghgt acisindan iyi huylu kolesterol miktarint
arttirarak damar sertligini geriletme, tansiyon
distirme, kanser riskini azaltma gibi 6nemli
yararlart vardir (Duru ve Konuskan, 2014). Bu
6nemli yag asitlerini major miktarda icerdigi goz
ontne alindiginda, A. aleppica subsp. aleppica ‘mn
sagliklt bir bitki oldugu distintlmektedir.

Toplam Fenol, Flavonoid Igerikleri ve
Antioksidan Aktivititesine Ait Sonugclar

Insanlar yasami boyunca birgok rahatsizliktan
korunmak veya bu rahatsizliklarin giderilmesini
saglamak icin dogal antioksidanlar  olan
bitkilerden yararlanmaktadir (Tekeli ve ark.,
2008). Antioksidanlar vicutta var olan ve dis
etmenlerle artan (UV, sigara, alkol, gida vb.)
serbest radikallerin etkilerini azaltan veya yok
eden maddelerdir (Etrbas ve ark., 2011; Kanbur,
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2012). Antioksidanlarin en temel kaynagi olan
fenoller ve flavonoidler, bitkilerde en fazla
bulunan sekonder bilesenlerdir (Taskin, 2015).
Farkli radikal ve oksidanlara antioksidanlatin
cevabt da farkll mekanizmalarla oldugundan
antioksidan kapasiteyi OSlgmenin tek bir yolu
yoktur (Istk ve ark., 2015). Bu nedenle bu
calismada A. aleppica subsp. aleppica bitkisinin
fenol ve flavonoid iceriklerinin
karsilastirilabilmesi  icin,  polaritesi  yitksek
bilesikler i¢cin metanol ve polaritesi daha dusiik
bilesikler icin kloroform olmak tzere iki farkli
¢ozicl ile ekstrakt hazirlanarak Folin-Ciocalteu
ve AICl; analizleri uygulanmigtir. Antioksidan
aktiviteyi belitflemek icin ise DPPH ve FRAP
analizleri kullanilmis olup sonuglar Cizelge 3.’de
verilmistir. Ol¢iim sonuglarina gére A. aleppica

subsp. aleppica bitkisinin fenol miktarlar ¢icek
ckstraktlarinda 8.42 ile 3849 mg/g; yaprak
eksraktlarinda ise bu degetlerin 14.69 ile 34.01
mg/g arasinda degistigi belitlenmistir. Bitkinin
flavonoid miktarlarinin ise cicek ekstraktlarinda
4.54-14.04 mg/g, yaprak ekstraktlarinda 5.84-9.57
mg/g arasinda oldugu gorulmustir. Bu tirtin bu
degerleriyle ilgili literattirde herhangi bir calismaya
rastlamlmamustir.  Antioksidan aktivite degeri ile
DPPH analizi kullanilarak hesaplanan ICso degeri
arasinda ters bir orantt oldugundan, bu degerin
dusiik olmast istenir (Celik, 2009). Ekstraktlardaki
ICso degerinin  0.7-33.37 mg/ml ve FRAP
degerinin  14.48-48.31ug/g arasinda  degistigi
belitlenmistit.

Cizelge 3. Toplam fenolik ve flavonoid igerik ile antioksidan aktivite degerleri
Table 3. Total phenolic and flavonoid content and antioxidant activity values

Ahirdagt Saricukur
Cigek Yaprak Cicek Yaprak
Flower Teaf Flower Teaf
Fenol Metanol 3849 022 3401 +0.10 2021 +010 2398 +0.18
Methanol
Phenal Kloroform
- + + + +
(mg GAEg) " o 9.56 + 0.12 14.69 + 0.29 8.42 + 0.20 16.54 + 0.10
Flavonoid ~ eranol 14.04 + 0,01 9.57 + 0.06 10.35 + 0.05 5.84 + 0.04
) Methanol
Flavonoid (g Kloroform
: + + + +
QE g) Chloroforn 6.07 + 0.04 8.52 + 0.08 4.54 + 0.06 5.80 +0.14
1C50 degeri Metanol
+ + + +
o e 0.7+ 0.1 1.1 +0.08 1.16 + 0.02 1.3+ 0.09
0
(»DPPH)  Kloroform 1517 £0.12 3337+ 1.11 9.41 + 0.64 18.05 + 0.56
(mg ml) Chloroform
FRAP Metanol 3275+ 051 22104255 2288+ 057 1448+ 0.42
- Methanol
FRAP Kloroform
- + + + +
(g AAEgZ) 50 o 37424083  4831+196  2947+016  39.98 +1.98

Barns ve ark. (2011) Achillea cinsine ait G¢ tirin
toprak tsti kistmlarint etanolle ekstrakte ederek
antimikrobiyal ve antioksidan aktivite tayini
yaptiklari ¢alismalarinda; IC50 degerlerini A.
aleppica subsp. aleppica,  A. aleppica subsp.
zederbaueri ve A. Bibersteinii bitkilerinde sirastyla 33,
33, ve 32 ug/g olarak bulmuglardir. Batis ve ark.,
(2011) ile kiyaslandiginda, bu ¢alismada elde

edilen degetrler daha yiksek oldugu, dolayisiyla
bu bitkinin daha giigli bir antioksidan aktiviteye
sahip oldugu séylenebilir.Benedek ve ark. (2007)
Achilleanin 18 tirtine ait metanol ve sulu
ckstraktlardaki toplam flavonoid degetlerini 0.21-
1.76 mg/g arasinda bulmuslardir ki, bu degetler
bizim degerlerimize kiyasla oldukca disik
dolayistyla antioksidan giicti de ytksektir.
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Bali (2012), Achillea teretifolia Willd. tiiriintin toprak
st kismint kullanarak iki farklt ¢oziictyle (su ve
metanol) antioksidan analizi yapmustir. Calismada
ICso degerini metanol 6zitinde 42.3 pg/ml su
ozutinde ise 62.5 ug/ml olarak bulmus olup, bu
degetler bizim degerlerimizin altinda
bulunmaktadir. Fenolik icerik miktarini, metanol
ozuttinde 55.60 pg/mg, su 6zutinde 34.45 pg/mg
olarak elde etmistir. Metanol ckstrakt degeri
calismamiza kiyasla daha ylksek iken, su ekstrakt
degeri daha dustktir. Sabanoglu ve ark. (2019),
metanolle ekstrakte ettikleti ¢ Achillea tirine ait
(A. biebersteinii, A. setacea, A. wilhelmsit) cicek,
yaprak ve kéklerinin toplam fenolik icerik ve ICso
degerlerini incelemislerdir. Cigek ekstraktlarindaki
fenolik icerik ve 1Cso degetlerini; A. biebersteiniide
strastyla 131.4 mg/g ve 0.67 mg/ml, A. setacea’de
121.2 mg/g ve 0.95 mg/ml ve A. wilhelmsiide
119.4 mg/g ve 1.50 mg/ml olarak elde etmislerdir.
Yaprakta en yiksek fenolik icerik ve 1Csp degeri
A. biebersteinii tirinde sirastyla 178.4 mg/g ve 0.38
mg/ml, kokte ise A. setacea’da 154.1 mg/g ve
0.497 mg/ml olarak bulmuslardir.
Arastirmacilarin fenol degetleriyle kiyaslandiginda
metanol ve kloroform ekstrakt sonuclarimiz daha
distik iken, IC50 degerinde ise metanol esktrakt
sonuglarimiz ile birbirine yakindir.

Ferioli ve ark. (2013), aymi tlre ait bitkilerin
biyoaktif bilesenleri ve miktatlarinin farkhilik
gbstermesinin sebebinin lokalite, topragin besin
degeri, iklim, yikselt, nem ve sicaklik gibi
faktotlerden  kaynaklandigini  belirtmektedir.
Cizelge 3.te lokasyonlar arasindaki farklidiklar
incelendiginde Ahirdagi’ndan toplanan A. aleppica
subsp. aleppica ekstraktlarindan elde edilen fenol,
flavonoid ve antioksidan aktivite degerlerinin,
Saricukur’dan toplanan bitki 6rneklerinden daha
yiksek  oldugu  gérilmistir.  Cozictler
kiyaslandiginda  ise, genel olarak metanol
kloroforma gore, FRAP testinde ise kloroform
metanole gbre daha iyi sonuglar vermistir.
Metanolle  hazitlanan  ekstraktlarda  ¢igcek
ckstraktlar1 yaprak ckstraktlarina gére daha iyi
sonuglar verirken, kloroform ekstraktlatinda tam
tersi bir durum s6z konusudur. Ahirdag:
lokasyonundan toplanan bitkilerin ~ Saricukur
lokasyonuna nazaran biyoaktivitesinin yiiksek
oldugu ve c¢ozictler agisindan da metanolin

kloroforma gore daha etkili bir ¢6ziici oldugu
gorillmiustiir. Polarite degerleri farkli oldugundan
¢ozlcllerde ¢Oziinen madde cesitliligi  ve
miktarlan da farklt olabilmektedir.

Antimikrobiyal Aktiviteye ait Sonuglar

Farkli lokasyonlarda yetisen A. algppica subsp.
aleppica Orneklerinden elde edilen ekstraktlarin
antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirildiginde,
calistlan bitki organina (cicek ve yaprak) gore
cozlcllerin  6nemli bir farkhlik olusturdugu
gozlemlenmistir. ~ Petride  yapilan  testlere
bakildiginda, Sarigukur lokasyonuna ait bitki
ekstraktlarinin test mikroorganizmalari arasinda
daha genis bir spektrum ile antimikrobiyal etkinlik
gostermistir  (Cizelge 4 ve 5). Kullanilan
¢Ozucllerden metanol kloroforma nazaran Gram
pozitif ve Gram negatif bakteriler ile mayalara
karst biyoaktif ajanlarin ekstraksiyonunda daha
etkili oldugu test edilmistir. Her iki lokasyon
bitkilerinden elde edilen antimikrobiyal etkinlik
hem vyaprak hem de ¢icek ekstraktlarinda
gbzlenmesine ragmen cicek ekstraktlart daha
ylksek bir etki Girettigi tespit edilmistir.

Klinik  izolatlar  igerisinde  en  yiksek
antimikrobiyal etki, Gram pozitif olan MRSA ve
Gram negatif olan K. puewmonia’a karst elde
edilmistit. Bu etki hastane enfeksiyonlarinin
problem organizmalarindan biri olan MRSA i¢in
6nemli bir sonuctur. Ahirdagi lokasyonundan elde
edilen metanolik ekstraktin, C. albicans ve C.
parapsilosis organizmalart tzerine etki
gostermezken, Ahirdagi lokasyonu  bitkisinin
kloroform ektstrakti ile Saricukur lokasyonu
bitkisinin hem metanol hem de kloroform
ckstraktt C. parapsilosis’e karst bir antifungal etki
Uretmistir.  Bitkisel — ekstraktlarda  gbzlenen
antimikrobiyal etkiler flavonoid, polifenolik
bilesikler, taninler ve terpenler gibi ¢ok sayida
fitokimyasal maddenin sebep oldugu bir ¢ok
arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Mojab ve
ark., 2008). Yapilan Sl¢timler de A. aleppica subsp.
aleppica yiksek oranlardaki fenol ve flavonoid
iceriklerinin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu
olmalart muhtemeldir.
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Cizelge 4. A. aleppica subsp. aleppica ekstraklarinin antimikrobiyal aktiviteleri
Table 4. Antimicrobial activity of extracts of A. aleppica subsp. aleppica

Ahirdagt Sarigukur

Metanol Kloroform Metanol Kloroform Kontrol

Methanol Chloroform Methano! Chloroform Control
Organizma Cicek Yaprak Cicek Yaprak Cicek Yaprak Cicek Yaprak Cxm  Nvs
Onrganism Flower  Leaf  Flower  Leaf  Flower  Leaf Flower Leaf Y
E.col* 16 15 11 10 15 15 10 11 0 TE
K. pneumonia * 17 16 20 18 19 15 19 21 13 TE
B. subtilis ATCC
6633 0 0 11 12 18 19 10 10 0 TE
MRSA* 25 23 13 10 25 22 12 10 23 TE
8. anrens ATCC
29213 0 0 0 0 0 0 0 0 0 TE
S. lutea ATCC
9341NA 0 0 0 0 0 0 0 0 50 TE
E. faecalis ATCC
20212 0 0 0 0 11 8 0 0 30 TE
E. faecinm * 6 5 11 11 11 9 12 11 0 TE
C. albicans* 0 0 0 0 0 0 0 0 TE 18
C. parapsilosis * 0 0 15 15 15 8 13 13 TE 18

AK: Antibiyotik Kontrol (Antibiotic control); Cxm: Cefuroxime sodium (30pg)-Oxoid; Nys: Nystatine 100U; TE:
Test edilmedi; * : Klinik izolat (Clinical isolate)

Cizelge 5. A. aleppica sabsp. aleppica ekstraklarinin MIK degerleri (mg/ml)
Table 5. MIC values of extracts of 4. aleppica subsp. aleppica (mg/ml)

Ahirdagi Saricukur

Metanol Kloroform Metanol Kloroform

Methano! Chloroform Methanol Chloroform
Organizma Cicek  Yaprak  Cicek  Yaprak  Cicek  Yaprak Cicek  Yaprak
Organism Flower Leaf Flower Leaf Flower ~ Leaf  Flower Leaf
E.colr* 2 2 2 2 2 4 4 2
K. pneunmonia * 2 2 4 4 1 2 4 4
B. subtilis ATCC
6633 2 4 1 2 1 2 2 1
MRSA* 4 2 4 2 2 2 2 2
S. anreus ATCC
29213 1 2 1 1 1 2 2 1
S. lutea ATCC
9341NA 2 2 2 2 1 2 4 2
E. faecalis ATCC
20212 2 2 2 2 2 2 4 4
E. faecium * 2 4 4 2 2 4 2 2
C. albicans* 2 2 2 2 2 2 1 2
C. parapsilosis * 1 1 2 2 1 2 2 4

*: Klinik izolat (Clinical isolate)
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GIKAR CATISMASI BEYANI

Yazatlar arasinda ctkar catismast
bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

NG, arastrmanin  planlanmast,  yiritilmesi,

degerlendirilmesi ve yazimint saglamistir. AA,
antimikrobiyal analizlerin takibi, degerlendirilmesi
ve yazimini saglamistir. YZK bitki 6rneklerinin
temin edilmesi ve bitki teshisinin yapilmasint
saglamistir.  SC, SC ve FD ise laboratuar
calismalarinin yuritilmesi ve takibini
saglamiglardir. Yazarlar makalenin son halini
okumus ve onaylamislardir.

KAYNAKLAR

Abak, F., Akan, H. (2014). The flora of Asteraceae
family in Sanlturfa/Turkey. Biological Diversity
and Conservation. Academsic Food Journal7(1): 68-
78.

Akcin, A., Aytas, Akcin, T., Seyis, F., Coban, A.Y.,
Durupinar, B. (2014). Antimicrobial and
Antioxidant Activity of the Essential Oil of the
Turkish Endemic Species Adhillea phrygia Boiss. &
Bal. | Essent Oil Bear Plants, 17(2): 219-227.

Aydin, C., Mammadov, R. (2017). Insektisit
Aktivite G6steren Bitkisel Sekonder Metabolitler
ve Etki Mekanizmasi. | Res Pharm, 21: 30-37.

Bali, E.B. (2012). _Achillea teretifolia  Willd.
Oziitlerinin -~ Antimikrobiyal, ~Antioksidan ve
Sitotoksik  Etkilerinin ~ Incelenmesi.  Gazi
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora
Tezi, Ankara.

Barg, D., Kizil, M., Aytekin, C., Kizil, G., Yavuz,
M., Ceken, B., Ertekin, A.S. (2011). In Vitro
Antimicrobial and Antioxidant Activity of
Ethanol Extract of Three Hypericumand Three
Achillea  Species TFrom Turkey. Int | Food
Prop., 14(2): 339-355.

Baser, K.H.C., Demirci B., Demirci, F., Kocak, S.,
Akinci, C., Malyer, H., Guleryuz, G. (2002).
Composition andantimicrobial activity of the
essential oil of Achillea multifida. Planta Medica, 68
(10): 941-943.

Benedek, B., Gjoncaj, N., Saukel, J., Kopp, B.
(2007). Distribution of phenolic compounds in

Middleeuropean taxa of the Achillea millefolium
L. aggregate. Chem>Biodivers, 4(5): 849-857.

Benzie, 1. F., Strain, J.J. (1996). The ferric
reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of
“antioxidant power”: the FRAP assay. Ana/
Biochem, 239(1): 70-76.

Blainski, A., Lopes, G.C., De Mello, J.C.P. (2013).
Application and analysis of the Folin Ciocalteu
method for the determination of the total

phenolic content from Limonium  brasiliense
L. Molecules. 18: 6852-6865.

Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., Berset, C.
(1995). Use of a free radical method to evaluate
antioxidant activity. LWT-Food Sci
Technol, 28(1): 25-30.

Caglar, A., Tomar, O., Ekiz, T. (2017). Butirik
Asit: Yapist, Ozellikleri Ve Saglik Uzerine Etkileri.
K177, 10(3):213-225.

Cakici, A.V. (2014). Bingdl ilinde yetisen bazi
Achillea 1.. (Asteraceae) taksonlarinin ugucu yag
kompozisyonlarinin arastirilmasi. Bingél
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Yiksek
Lisans Tezi, Bingol.

Cakmakgt, S., Tahmas-Kahyaoglu, D. (2012). Yag
Asitlerinin Saglik ve Beslenme Uzerine Etkilerine
Genel Bir Bakis. Academic Food Journal/ Akademifk
GIDA, 10(1): 103-113.

Celik, E., Celik, G.Y. (2007). Bitki ugucu
yaglarinin antimikrobiyal 6zellikleti. Orlab Online
Mifkrobiyoloji Dergisi, 5(2): 1-6.

Celik, F. (2009). Kezelesgen — (Cornus L)
ekstraksiyonn ve antioksidan bilesenlerinin belirlenmesi.
Selcuk  Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Doktora Tezi, Konya.

Cetin, H. (2013). Bazt Adhillea Turleri Ugucu
Yaglarinin  Kimyasal Bilesimlerinin ve Eser
Elementlerinin Tayini. Inonii Universitesi Saglik
Bilimler Enstittisti, Yiksek Lisans Tezi, Malatya.

Chang, C.C., Yang, M.H., Wen, H.M., Chern, J.C.
(2002). Estimation of total flavonoid content in

propolis by two complementary colorimetric
methods. | Food Drug Anal, 10(3): 178-182.

mas

939



940

S. Golak, S. Colak, F. Dagh, N. Comlekcioglu, Y.Z. Kocabas, A. Aygan

Collins, C.H., Lyne, P.M., Grange, ].M. (1989).
Collins and Lyne’s Microbiological Methods,
Sixth Edition, Butterworths Co. Ltd. London.

Comlekcioglu, N. (2019). Bioactive Compounds
and Antioxidant Activity in Leaves of Endemic
and Native Isazs spp in Turkey. Brag Arch Biol
Technol, 62: 1-13.

Davis, P.H. (ed). (1965). Flora of Turkey and the
Hast Aegean Islands, Edinburgh Univ. Press.

Dias, M.1.,, Barros, L., Duefias, M., Pereira, E.,
Carvalho, A.M., Alves, R.C., ... Ferreira, 1.C.
(2013). Chemical Composition of Wild and
Commercial Achillea millefolinm L. and Bioactivity
of The Methanolic Extract, Infusion and
Decoction. Food Chem, 141(4): 4152-4160.

Duru, S., Konuskan, D.B. (2014). Bitkisel
Yaglarda Oleik Asit Miktarinin Arttirilmast ve Yag
Kalitesi Uzerine Etkileri. GIDA, 39(6):1-7.

Dwidar, M., Park, ].Y., Mitchell, R. J., Sang, B.L
(2012). The future of butyric acid in
industry. TSW], Article ID 471417.

Erbas, M., Sekerci, H. (2011). Serbest Radikallerin
Onemi ve  Gida  Isleme  Sirasinda
Olusumu. GIDA, 36(6): 367-374.

Ertas, A., Bosa, M., Hasimi, N., Yesil, Y., Goren,

A. C, Topeu, G. and Kolak, U. (2014).
Antioxidant, Anticholinesterase, and
Antimicrobial ~ Activities and Fatty  Acid

Constituents of Achillea cappadocica Hausskn. et
Bornm. Turk | Chens, 38: 592-599.

Faydaoglu, E., Siricioglu, M.S. (2011).
Gegmisten giniimiize tibbi ve aromatik bitkilerin

kullanilmast ve ekonomik énemi. Kastamonn Uniy
Orman Fak. Derg, 11(1): 52-67.

Ferioli, F., Giambanelli, E., D'Antuono, L. F.,
Costa, H. S., Albuquerque, T. G, Silva, A. S, ...
Kogaoglu, B. (2013). Comparison of Leafy Kale
Populations from Italy, Portugal, and Turkey for
Their Bioactive Compound Content: Phenolics,
Glucosinolates, Carotenoids, and

Chlorophylls. JS¢i Food Agric, 93(14): 3478-3489.

Hatipoglu, G. (2010). Achillea biserrata ve Hyssopus
officinalis tirletinin antioksidan aktiviteleri ve
fenolik bilesen analizleri. Karadeniz Teknik

Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek
Lisans Tezi, Trabzon.

Kanbur, H. (2012). Teucrium chamaedrys L. ve
Achillea biebersteinii Afan. Bitkilerinin Antioksidan
Aktivitelerinin Mukayesesi. Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisii Kimya Anabilim Dal,
Yiksek Lisans Tezi, Erzincan.

Karaalp, C., Yurtman, A.N., Karabay Yavasoglu,
N.U. (2009). Evaluation of antimicrobial
properties of Achillea L. flower head
extracts. Pharm Biol, 47(1): 86-91.

Kesdek, M., Bayrak, N., Kordali, S., Usanmaz, A.,
Contuk, G., Ercisli, S.(2013). Larvicidal Effects
of some Essential Oils against Larvae of the Pine
Processionary ~ Moth, Thaumetopoea  pityocampa
(Denis &  Schiffermiiller)  (Lepidoptera:
Thaumetopoeidae). Egypt | Biol Pest Control, 23(2):
201-207.

Kigtikbay F.Z., Kuyumcu, E., Bilenler, T., and
Yildiz, B. (2012). Chemical composition and
antimicrobial activity of essential oil of .Achillea
cretica L. (Asteraceae) from Turkey. Nat Prod Res,
26(18): 1668-1675.

Maswadeh, H.M., Semreen, M. H., Naddaf, A.R.
(2006). Anti-inflammatory activity of Achillea and

Rusens topical gel on carrageenan-induced paw
edema in rats. Acta Pol Pharm, 63(4): 277-280.

Mojab, F., Poursaced, M., Mehrgan, H.,,
Pakdaman, S. (2008). Antibacterial activity of

Thymus daenensis methanolic extract. Pak | Pharm
Se, 21(10): 210-213.

Nickavar, B., Kamalinejad, M., Haj-Yahya, M.,
Shafaghi, B. (2006). Comparison of the free

radical scavenging activity of six Iranian Achillea
species. Pharm Biol, 44(3): 208-212.

Orav, A., Kailas, T\, Ivask, K. (2001) Composition
of the essential oil from _Achillea millefolinm from
Estonia, | Essent Oil Res, 13(4): 290-294.

Ozgelik, H., Muca, B. (2010). Habitat
Characteristics and Distributions in Turkey of

species belonging to Genus Ankyropetalum Fenzl
(Caryophyllaceae). | Bio/ Sci Res, 3(2): 47-56.

Pino, A.J., Rosado, A., Fuentes, V. (1998),
Chemical composition of the leaf oil of



Achillea aleppica subsp. aleppica’nin biyoaktivitesi

Achilleamillefolium L. grown in Cuba. | Essent Oil
Res, 10(4): 427-428.

Rustaiyan, A., Komeilizadeh, H., Shariatpanahi,
M.S., Jassbi, A.,, Masoudi, S. (1998).
Comparative study of the essential oils of three
Achillea species from lran. | Essent Oil Res, 10(2):
207-209.

Serdar, G., S6kmen, M., Demir, E., Sokmen, A.,
& Bektas, E. (2015). Extraction of antioxidative
principles of _Achillea biserrata M. Bieb. and
chromatographic analyses. Int | Second Metab, 2(2):
3-15.

Sokmen, A., Vardar-Unlu G., Polissiou, M.,
Daferera, D., Sokmen, M., Donmez, E. (2003).
Antimicrobial activity of essential oil and

methanol extracts of _Achillea sintenisii Hub. Mot.
(Asteraceae). Phytother Res, 17(9): 1005-1010.

Sabanoglu, S., Gokbulut, A., Altun, M.L. (2019).
Characterization of Phenolic Compounds, Total
Phenolic Content and Antioxidant Activity of
Three Achillea Species. | Res Pharm, 23(3): 567-
576.

Senkardes, 1., Bulut, G., Dogan, A., Tuzlaci, E.
(2019). An Ethnobotanical Analysis on Wild
Edible Plants of the Turkish Asteraceae
Taxa. Agric Conspec Sci, 84(1): 17-28.

Tabanca, N., Demirci, B., Giitbiiz, 1., Demirci, F.,
Becnel, ].J. (2011). HEssential oil
compositionoffive  collection — of  _Achillea
biebersteinii - from  Central Turkey and their

antifungalandinsecticidal Prod

Commun, 6 (5): 701-7006.

Tasar, N., Kiran, Y., Dogan, G. (2017). Cyanus
depressus (M. Bieb.) Sojak Turinin Karyolojik ve
Palinolojik Yonden
Incelenmesi. DUBITED, 5(1): 299-305.

Taskin, D. (2015). _Achillea grandifolia Friv.
Bitkisinin Igerdigi Flavonoidlerin Saptanmast ve
Antioksidan Aktivitelerinin incelenmesi. Marmara
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi (Doktora
Tezi), Istanbul.

Tagkin, T., Taskin, D., Rayaman, E., Dikpinar, T,
Stizgec-Seleuk, S.,  Arabaci, T. (2018).
Characterization of the biological activity and
phenolics in Achillea lycaonica. Anal I ett, 51: 33-48.

Tekeli, Y. (2008). Konya Bolgesindeki Bazi
Centanrea Tutlerinin Bazi Kimyasal ve Biyolojik
Ozelliklerinin Belirlenmesi. Selcuk Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisti, Doktora Tezi, Konya.

Yilmaz, M.A. (2015). Bazt Achillea 1. Titlerinin
LCMS-IT/TOF ve LC-MS/MS ile Metabolik
Profillerinin Cikarilmasi ve Biyolojik
Aktiviteletinin Belitlenmesi. Dicle Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitisii, Kimya Ana Bilim
Dali,Doktora Tezi, Diyarbakair.

Zonuz, N. (20106). Bazt Achillea L. (Asteraceae)
Turlerine  Ait  Tohumlarda  Yag  Asidi
Kompozisyonunun Belitlenmesi. Doktora Tezi,
Cumhuriyet Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Sivas.

activity.  Nat

941



942

0lojis7
AN e,

®

GIDA Aragtirma / Research

THE JOURNAL OF FOOD GIDA (2020) ‘_‘5(5) 942-953
E-ISSN 1309-6273, ISSN 1300-3070 doi: 10.15237/ gida. GD20063

GELENEKSEL YONTEMLE URETILEN OTLU PEYNIRLERIN BAZI KALITE
OZELLIKLERININ VE BIYOAKTIVITESININ BELIRLENMESI

Siimeyya Kara, Senol Kose”
Van Yiizinct Yil Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Gida Mithendisligi Bélumi, Van, Turkiye

Gelis / Received: 04.05.2020; Kabul / Accepted: 05.09.2020; Online baskt / Published online: 25.09.2020

Kara, S., Kése, S. (2020). Gelencksel yontemle tretilen otlu peynitlerin bazi kalite 6zelliklerinin ve
biyoaktivitesinin belitlenmesi. GID.A (2020) 45(5) 942-953 doi: 10.15237 /gida.GD20063.

Kara, S., Kise, S. (2020). Determination of some quality parameters and bioactivity of berby cheese produced by traditional
method. GIDA (2020) 45(5) 942-953 doi: 10.15237 / gida. GD20063.

oz

Bu calismada, Van ilinde yerel ireticilerden temin edilen salamura ve basma yontemleriyle olgunlastirilmis
Otlu peynirlerin kimyasal igetigi ve bu peynitlerin suda ¢6zuniir ekstraktlarinin biyokimyasal Ozelliklerd,
toplam fenolik madde (TFM) igerigi, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmistir. Salamura
yontemiyle olgunlastirilmis 15 adet Otlu peynirde ortalama suda ¢oziinen azot (SCN) %16.11+3.72, %12
trikloroasetik asitte (TCA) ¢Ozlinen azot %13.05+£6.20, %5 fosfotungustik asitte (PTA) ¢bziinen azot
%7.9312.75, lipoliz 13.39%6.11 ADV, toplam fenolik madde 647.72£259.80 mg gallik asit esdegeri
(GAE)/kg, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) inhibisyonu %06.58+2.36 ve troloks esdegeri antioksidan
kapasite (TEAK) 1.51£0.51 mmol troloks esdegeri (TE)/g olarak bulunmugtur. Basma yontemiyle
olgunlagtirlmus 15 adet Otlu peynirde SCN %16.48£3.98, %12 TCA’ da ¢6ztinen azot %17.34.£3.31, %5
PTA’ da ¢6ziinen azot %8.4014.12, lipoliz 9.81£5.58 ADV, TFM 742.81+110.60 mg GAE/kg, DPPH
inhibisyonu %8.35£2.31 ve TEAK 1.62£0.56 mmol TE/g olarak saptanmustr. Ayrica Otlu peynit
ekstraktlarinin Staphylococeus anreus ATCC 29213 ve Escherichia coli ATCC 11303’e karst antimikrobiyal aktivite
gOstermedigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Otlu peynir, kalite 6zellikleri, biyoaktivite

DETERMINATION OF SOME QUALITY PARAMETERS AND BIOACTIVITY
OF HERBY CHEESE PRODUCED BY TRADITIONAL METHOD

ABSTRACT

In this study, the chemical content of herby cheeses ripened with pickled and pressing methods
obtained from local producers in Van province and the biochemical properties, total phenolic
content, antioxidant and antimicrobial activities of the water soluble extracts of these cheeses were
determined. The following avarage values were found for ripened 15 Herby cheeses by pickled
method; water soluble nitrogen (WSN) 16.11%3.72%, 12% trichloroacetic acid (TCA) soluble
nitrogen 13.05£6.20%, 5% phosphotungustik acid (PTA) soluble nitrogen 7.93%2.75%, lipolysis
13.39£6.11 ADV, total phenolic content (TPC) 647.724+259.80 mg gallic acid equivalent (GAE)/kg,
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) inhibition 6.58% 2.36%, trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC) 1.51+£0.51 mmol troloks equivalent (TE)/g. The following avarage values were found for
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Otlu peynirlerin biyoaktivitesinin belirlenmesi

ripened 15 Herby cheeses by pressing method; WSN 16.48%+3.98%, 12% TCA soluble nitrogen
17.3413.31%, 5% PTA soluble nitrogen 8.40+4.12%, lipolysis 9.81+5.58 ADV, TPC 742.81+110.60
mg GAE/kg, DPPH inhibition 8.35+2.31%, TEAC 1.62+0.56 mmol (TE)/g. Also, it was determined
that Herby cheese extracts no antimicrobial activity against Staphylococcus anrens ATCC 29213 and

Escherichia coli ATCC 11303.

Keywords: Herby cheese, quality properties, bioactivity

GIRIS
Otlu peynir, ilkemizin daha ¢ok Dogu ve
Giineydogu Anadolu Boélgesi’nde tretilen ve hem
tretildigi bolgelerde hem de diger bolgelerde
sevilerek tiketilen bir peynir ¢esidimizdir. Fakat
daha yogun bir sekilde Van’da uretilmesi ve
yorenin Otlu peynire katlan otlar acgisindan
zengin olmast, dolayisiyla Van’da iretilen Otlu
peynirin daha aromatik ve hosa giden yaninin
bulunmast, peynirin “Van Otlu peyniri” olarak
adlandirilmasina da neden olmustur (Ocak ve
Kose, 2015).

Gelencksel bir peynir cesidimiz olan Van Otlu
peyniri, Uretim sekli bakimindan Beyaz peynire
benzemekte fakat katilan endemik otlar acisindan
farklilik arz etmektedir. Kisin uzun sirmesi
nedeniyle bitkisel gidalardan uzak kalan yore
halkinin, vitamin eksikliginden ileri gelebilecek
beslenme yetersizliklerini bir 6l¢lide 6nlemede
peynire katilan otlarin  etkisi olabilecegi ileri
surtilmuigtir (Kurt, 1968). Ayrica otlarin peynire
6zel bir tat ve aroma kattig, peynirin besin degeri
ve sindirilme derecesiyle depolama stiresinin bu
otlar sayesinde artirildigt bilinmektedir (Coskun,
2005).

Geleneksel Otlu peynir dretiminde daha ziyade
koyun siitli kullanilmaktadir. Bazen koyun sttiine
inek ve keci siitleti de karistirtlmaktadir (Coskun,
2005; Tungctirk vd., 2014). Gelencksel yontemde
stitler ¢ig olarak 30°C civarinda mayalanmakta ve
mayalama sicakligi elle tespit edilmektedir.
Yaklagtk 80 litre stite 100 ml. olacak sekilde,
6nceden gelencksel sekilde hazirlanmis mayadan
ilave edilerek 1-2  saat pthtulasmast icin
beklenilmektedir. Pihtilasma gerceklestikten sonra
pthtt bez torbaya alinmakta ve bu esnada 6zel
hazirlanmis otlardan ilave edilmektedit. Pihtt ve ot
karigimi tizerine baski konularak 3-4 saat stizme
islemi gerceklestirilmektedir. Stizme islemi ile elde
edilen teleme 2-3 cm kalinhfinda ve el
buytkligiinde dilimler haline getirilmektedir.

Elde edilen peynir dilimleri salamurada veya kuru
tuzlama olmak tUzere iki sekilde tuzlanmaktadir
(Kurt ve Akyliz, 1984; Coskun, 2005).

Salamura tuzlamada, peynir dilimleri salamura
suyunda bir miiddet bekletilerek tencke ya da
plastik kaplara yerlestirilmektedir. Kaplar daha
sonra serin bir yere konarak sonbahara kadar
olgunlastirilmaya birakilmaktadir (Coskun, 2005).
Kuru tuzlamanin yapilisinda, dilimler tizetine goz
karar iri mutfak tuzu serpilmekte ve bu haliyle 3-
4 glin kadar bekletilmektedir. Sonra dilimler bol
su ile iyice ytkanarak bir kat peynir bir kat cactk
olacak sekilde plastik kaplara ya da toprak kiiplere
konulmaktadir. Peynirler kaplara doldurulurken
hic bosluk kalmamasina dikkat edilmekte ve stkica
yetlestirilmektedir. Doldurma isi bitince kaplarin
agzina UzUm vyapragt konmakta ve ¢amutla
stvanmaktadir. Kabin agzi agagr gelecek sekilde
genelde toprak altina konmakta ve tizeri gevsek
bir toprakla veya kumla Ortiilmektedir. Peynir
kabinin topraktaki bu pozisyonu peynirdeki nem
kaybini hizlandirmaktadir. Peynirler bu sekilde 2-
3 ay olgunlasmaya birakilmakta ve olgunlagsma
tamamlandiktan sonra tiketime hazir hale
gelmektedir. Bir kisim Otlu peynitler taze iken
satilmakta, alict peyniri kendi arzusuna gére kipe
doldurup olgunlastirmaktadir (Kurt ve Akyiiz,
1984). Baz reticiler peynirlerin  kiiplere
doldurulmast esnasinda ¢okelek kullanmamakta,
bunun yerine peynir dilimlerinin dis yiizeylerine
sarimsaklt yogurt stirmekte ve bu sekilde kaplara
stkica doldurmaktadir. Basma isleminde ayrica
peynir kirntlart ve lor da kullanilmaktadir
(Coskun, 2005).

Otlu peynirin kiiplere doldurulmast sirasinda
cactk adr verilen, 6zel olarak bu is icin hazirlanan
¢okelek kullanilmaktadir. Cactk yapiminda; bir
miktar siit stzilip kaynatildiktan sonra yaklasik
30 °Cye sogutulmaktadir. Igerisine 20 litre siit icin
1 kagik yogurt ilave edilip 1-2 gliin mayalanmaya
birakilmaktadir.  Yayiklanarak ~ yagt  alinan
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yogurttan arta kalan ayran bir kazanda 5-10 dakika
kaynatildiktan sonra ocaktan indirilmekte ve
proteinlerin  ¢okmesi  beklenmektedir. Ustte
biriken yesilimtirak su alinmakta, bir stzme
beziyle stzilmekte ve sonra izerine agihk

konularak lyice suyun uzaklagsmast
saglanmaktadir. Bu islem 2 giin siirmektedir.
Olusan ¢okelek tuzlanmakta, onceden

hazirlanmis otlar ilave edilerek tekrar torbaya
konularak stizilmektedir. Cactkta kullanilan ot
miktar1 0.8-11.3 g ot/100 g cacik arasinda
degismekle bitlikte ortalama dizeyi 6 g ot/100 g
cactk oranindadir (Cakmaket, 2011).

Son yillarda piyasadan temin edilen Otlu peynir
Ornekleri tizerine yapilan arastirmalarda daha ¢ok
rutin bazi fiziksel ve kimyasal Ozellikler ile
mikrobiyolojik yonden Otlu peynir Ornekleri
degerlendirilmistir (Eralp, 1953; Kurt, 1968; Kurt
ve Akylz, 1984; Sancak, 1989; Sancak vd., 1993;
Sénmezsoy, 1994; Isleyici, 1999; Coskun ve
Tunctlrk, 2000; Tarakc¢t vd., 2005; Taraket ve
Kiicikoner, 2006; ; Isleyici ve Akyiz, 2009;
Ozrenk vd., 2009; Andic vd., 2010; Ocak ve Kose,
2010; Tarakgt vd., 2011; Kavaz vd., 2013;
Tunctirk vd., 2014; Ocak vd., 2014; Andi¢ vd.,
2015; Ocak ve Kose, 2018; Kose ve Ocak, 2019).
Ayrica Otlu peynir dretiminde kullanilan otlarin
antioksidan  Ozellikleri DPPH, CUPRAC,
ABTS/persulfate, FRAP ve Folin metotlart
kullanilarak belitlenmistir (Celik vd., 2008; Kose
ve Ocak, 2018). Yine otlarin antimikrobiyal
Ozellikleri  gesitli  calismalarla  saptanmustir
(Agaoglu vd., 2005; Sagun vd., 2006; Durmaz vd.,
2006; Dagdelen, 2010; Kose, 2015; Kése ve Ocak,
2018). Otlu peynire katlan o6nemli otlann
antimikrobiyal ve antioksidan &zellikleri tzerine
gesitli calismalar yapilmasina ragmen, Otlu
peynirin antimikrobiyal ve antioksidan &zellikleri
Uzerine sadece bir calismaya (Kose, 2015)
rastlanmistir.  Gelencksel yontemlerle uretilen
Otlu  peynirler tzerine yapilan c¢alismalar
incelendiginde ise peynitlerin  biyoaktivitesini
belirlemeye yonelik herhangi bir ¢alisgmaya
rastlanmamustir. Bu nedenle, yapilan bu ¢alismayla
farkh siitlerden farkli otlar kullanilarak gelencksel
yontemlerle Uretilen Otlu  peynitlerin = suda
¢Oziinebilir ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi
ve antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal
Arastirma  materyali olarak  Vanin Tugba,

Ipekyolu ve Edremit ilgelerinde bulunan yerel
Ureticilerden 15 adet salamura, 15 adet basma
yontemiyle olgunlastinlmis Van Otlu peyniri
temin edilmistir. 2018 yihmn Kasim ayinda
toplanan peynitler cam kavanozlara alinarak
laboratuvara getirilmis ve analiz edilinceye kadar
441 °C’ de muhafaza edilmistit.

YONTEM

Kimyasal ve biyokimyasal analizler

Otlu peynir 6rneklerinde kurumadde, titrasyon
asitligi (% laktik asit cinsinden) ve toplam protein
orant AOAC (1990)ye, yag tayini Case vd.
(1985)’ne, tuz ve kil tayini Kurt vd. (2003)’ne gbre
belirlenmistir. pH tayini; pH metrenin (Hanna
Instrument pH 211; Microprocessor pH meter,
Germany) 1:1 sulandinlmis peynir Grnegine
dogrudan  daldirtlmasiyla  ile  yapilmustr
(Kosikowski, 1982).

Suda ¢6zinen azot oramt (WSN), % 12
Trikloroasetik asitte ¢6zlnen azot orant (TCA-
SN) ve % 5 Fosfotungustik asitte ¢6ziinen azot
oraninin (PTA-SN) belirlenmesinde Biitikofer vd.
(1993ynin  bildirdikleri metot kullandmistir.
Lipoliz orant ise ADV (Acid Degree Value)
cinsinden IDF (1991)’ nin bildirdigi yénteme gore
saptanmigtir.

Toplam fenolik madde, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite tayini Ii¢cin suda
¢oziinen ekstraktlarin hazirlanmasi

Suda  ¢Ozlnebilir  ekstraktlarin  hazirlanmast
Kuchroo ve Fox (1982) tarafindan tanimlanan
metodun modifiye edilmesiyle yapdmustir. Bu
amagla; alinan peynir 6rnegi aguehigin (10 g) 2
katt kadar deiyonize su (20 ml) ile birdikte 10
dakika boyunca ve 20 °C’ de bir Stomacher
(Mayo, homogenius) icinde homojen hale
getirilmistir. Elde edilen karisim su banyosunda 40
°C’ de bir saat tutulduktan sonra 4 °C’ de 10000
g’de 20 dk. boyunca santifriij edilmistir. Ustte
biriken yag fazi spatiil ile uzaklastirilmis ve elde
edilen stipernatantlar 0,45 pm ¢apli membran
filtreden gecirilmistir. Bu ckstraktlarda toplam
fenolik madde, antioksidan ve antimikrobiyal
aktivite analizleri yapilmistir.



Otlu peynirlerin biyoaktivitesinin belirlenmesi

Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde miktar1 suda ¢bzlinen
ekstraktlarda Folin & Ciocalteu’s y6nteminde
bildirilen esaslara gbre yapilmistir. Bu amacla
deney tiplerine 150 uL 6rnek ve 3 ml Na,COjs
(%2) konulmustur. Yaklagtk 2 dk. sonra tiiplere,
ultra saf su ile 1:1 oraninda seyreltilerek Folin-
Ciocalteu’s belirtecinden 150 pLL eklenmistir. Bu
karisim vorteks yardimuyla kanstirildiktan sonra
karanlik bir yerde ve oda sicakliginda 45 dk.
bekletilmistit. Bu stire sonunda
spektrofotometrede 765 nm’ de (UV Mini-1240,
Shimadzu, Japan) okuma yapimustir. Toplam
fenolik madde konsantrasyonu gallik asit ile
olusturulan kalibrasyon grafiginden hesaplanarak,
gallik asit esdegeri olarak ifade edilmistir (Bae ve
Suh, 2007).

Antioksidan aktivite tayini

DPPH testi

DPPH radikal stiptirme giicti Brand-Williams vd.
(1995)’nin uyguladigr yonteme gbre yapilmigtir.
DPPH c¢ozeltsi (25 mg DPPH/L metanol)
ginlik olarak  hazitlanmis  ve  ¢Ozeltinin
absorbanst 520 nm’de 0.700%0.020 olacak sekilde
seyreltilmistir. Suda c¢oziinen ekstraktlardan 100
uL tiplere konulmus ve tizetlerine 2.4 ml DPPH
cozeltisi eklenmistir. 30 dk. karanlikta bekletilen
orneklerin absorbanst cift 1sin yollu UV-VIS
spektrofotometrede (UV Mini-1240, Shimadzu,
Japan) 520 nm’de okunmustur. Orneklerin
antiradikal aktivitesi % inhibisyon cinsinden ifade
edilmistir.

TEAK testi

TEAK degerinin beliflenmesi i¢in 6nce 2.45 mM
potasyumpersilfat iceren 7 mM ABTS'* radikal
cozeltisi  hazitlanmustur.  Bu  ¢ozelt, oda
sicakhginda ve karanlik bir ortamda en az 12-16
saat bekletilerek ABTS*+  radikal c¢6zeltisinin
olusmast saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan
radikal ¢6zeltisi 2-3 glin sabit kalabilmektedir. Bu
radikal ¢o6zelt hazirlandiktan sonra %80 lik
etanol  kullamilarak 734 nm’de 0.700%0.2
absorbans  verecek  sekilde  seyreltilmistir.
Seyreltilen radikal ¢6zeltisinden 2.97 ml bir deney
tiptine alinmig olup Uzerine suda ¢oziinen
ckstraktlardan 30 uL  cklenerek, vorteks
yardimiyla hizlica kanstirlmus ve 6 dk. sonunda

spektrofotometrede (UV Mini-1240, Shimadzu,
Japan) 734 nm’ de okuma yapimistr. Aym
islemler troloks icin de yapiarak antioksidan
aktivite degeri mmol/g troloks esdegeri olarak
ifade edilmistir (Kirca ve Ozkan, 2007).

Antimikrobiyal aktivite tayini

Antimikrobiyal —aktivite testinde Staphylococcus
anreus ATCC 29213 ve Escherichia coli ATCC 11303
bakterileri icin Miueller Hinton Agar (Oxoid)
kullantlmistir. Bakterilerin aktivasyonu icin ise,
bakteri suslart Mueller Hinton Broth (Oxoid)’” a
astlanarak 37+0.1 °C’ de 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir (Bagc1 ve Digrak, 1996). Daha sonra,
18-24 saatlik taze bakteri kiltlirlerinden bir &ze
dolusu bakteri kolonisi steril fizyolojik tuzlu su
(FTS) icinde siuspanse edilerek  bakteri
stspansiyonlarinin  yogunlugu 0.5 Mc Farland
standardina gbre ayatrlanmustir. Ayarlanan bakteri
stspansiyonlarindan 100 pL alinarak Drigalski
Ozesiyle petrilere yayilmustir. Steril 10 mLlik pipet
yardimiyla besiyetlerinin belitli noktalarina 5 mm
capinda kuyular agilarak bu kuyulara 100 pL suda
¢bzlnen Otlu peynit ekstraktlarindan
konulmustur. Bu sekilde hazitlanan petri kutular
4 °C’de 2 saat bekletildikten sonra 37 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda besiyeri
tizerinde olugan inhibisyon zonlan dijital kumpas
yardimiyla Olctilerek mm olarak
degetlendirilmisgtit  (Perez  ve atk., 1990).
Caligmalar iki paralel olarak yuritilmis olup
porzitif kontrol olarak standart antibiyotik diskleri
(10pg  ampicillin =~ ve  30pg  tetracycline)
karsilastirma yapmak amactyla kullanilmustir.

BULGULAR ve TARTISMA

Gelencksel yontemlerle farkli dreticiler tarafindan
uretilmis Otlu peynir 6rneklerine ait kimyasal
analiz sonuglari Cizelge 1°de verilmistir. Salamura
yontemiyle olgunlastinlan ~ Otlu  peynir
orneklerinin ortalama % kurumadde 51.94, % yag
24.88, % kul 8.43, pH 5.10, % l.a 1.41, % tuz 6.12
ve % protein 17.24 olarak tespit edilirken, basma
yontemiyle  olgunlastrimis  Otlu  peynir
orneklerinin ortalama % kurumadde 54.76, % yag
25.85, % kil 7.86, pH 4.94, % 1.2 2.22, % tuz 10.89
ve % protein 19.69 olarak saptanmustir. Elde
edilen bulgular literatiir ile karsilastirildiginda,
Emirmustafaoglu ve Coskun (2012)’un Otlu
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peynitlerde belitflemis oldugu % kurumadde, %
protein ve % yag degetlerine yakin, pH, % La ve

% tuz degerlerinden ise daha yiiksek oldugu tespit
edilmistit.

Cizelge 1. Otlu peynir 6rneklerinin kimyasal analiz sonuglart

Table 1. The results of chemical analysis of Herby cheese samples

Ornek No/ Km%)/ Yag%/ Kil%/ pH/ Asitlik%/ Tuz%/ Protein%/
Sample No DM % Fat % Ash% pH Acidity Salt% Protein%
St 5227 2275 11.12 5.25 175 8.66 16.70
) 51.33 24.50 5.26 5.17 128 445 17.83
$3 45.83 20.00 8.84 5.22 0.34 5.50 16.96
s4 5227 23.50 12.28 5.56 0.70 9.01 16.24
85 50.28 25.50 6.43 5.24 139 6.35 17.42
$6 55.18 30.00 6.08 4.50 1.44 5.70 18.63
s7 53.29 25.75 6.84 4.90 2.19 5.03 18.50
s8 57.72 26.50 6.88 4.54 2.23 5.47 19.06
89 50.11 25.25 8.13 4.67 2.93 5.32 19.05
$10 51.62 24.25 9.24 4.98 2.29 6.64 15.20
s11 51.36 2375 9.14 4.94 0.90 5.97 17.37
$12 55.54 25.50 11.92 5.55 0.95 7.97 15.51
s13 47.70 24.00 6.56 5.44 1.13 3.79 17.50
S14 5437 25.50 1111 5.35 0.81 7.40 16.43
$15 50.29 26.50 6.70 5.30 0.86 4.64 16.23
En distk/

A 47.70 20.00 5.26 4.50 0.70 3.79 150
En yuksek/

Naos 57.72 30.00 12.28 5.56 2.93 8.66 19.06
OralamaSS/ 51044304 245884218  843%230 5104034 1414073  G.12+155

Mean+S.D N S S S o e 17.24+1.22
Bl 52.03 2725 6.33 4.94 2.23 15.94 19.28
B2 58.17 27.50 6.39 4.28 193 6.03 18.41
B3 57.63 29.25 6.86 4.97 2.24 14.04 21.88
B4 51.23 23.50 7.29 4.96 2.23 19.66 2198
B5 5241 24.50 6.14 4.68 2.11 7.90 19.56
B6 57.74 26.75 11.74 5.38 242 9.89 18.50
B7 55.44 28.25 5.76 5.12 2.30 8.19 19.13
B8 55.90 26.75 6.40 4.69 2.11 10.06 19.38
B9 5213 24.25 1251 5.54 2.50 9.48 15.04
B10 51.20 21.75 11.61 5.36 241 12.67 17.55
B11 55.43 26.75 8.34 5.15 2.32 12.58 2232
B12 55.69 25.50 8.48 491 2.21 15.94 20.05
B13 51.85 21.25 7.07 493 2.22 7.58 20.88
B14 54.00 25.75 5.32 4.48 2.02 4.24 19.79
B15 60.59 28.75 7.76 4.77 2.15 9.27 21.67
En disik/

A 51.20 21.25 5.32 4.28 193 4.24 1504
En yiiksek

Mooy 60.59 28.75 1251 5.54 242 14.04 3
Ortalama®S.S/

YIS 54761295 25851240 7.861230 4.94%034 2224015 1089F418 o oo

S:Salamura yontemi ile olgunlastitilan peynir 6rnedi/S: Sample of cheese ripened by pickled method, B:Basma yontemiyle
olgunlastirilan peynir 6tnegi/ B: Sample of cheese ripened by pressing method, S.S.:Standart sapma/ S.D: Standart deviation

Salamurada muhafaza edilen Otlu peynitlerin

yontemiyle

olgunlastirilan  peynitlerden daha

ortalama lipoliz degeri 13.39 ADV olarak tespit
edilirken, basma yontemiyle olgunlastinilan Otlu
peynitlerin  lipoliz degeri 9.81 ADV  olarak
saptanmistir.  Bunda, basma  yontemiyle
olgunlastirilan peynitlerin tuz igeriginin salamura

yitksek olmastnin etkisi biyuktir. Goraldiagi gibi,
peynir iceriginde bulunan tuz, konsantrasyonuna
baglt olarak dogal siit ve bakteri lipazlarinin
aktivitelerini ~ etkileyebilmektedir. Laktik —asit
bakterileri kokenli lipazlar genellikle tuzdan
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olumsuz yonde etkilenmektedir (Collins vd., 2003; gerceklestirilen  lipoliz  tizerine yiksek tuz
Kése, 2015). Nitekim, Azarnia vd. (1997) konsantrasyonunun engelleyici bir etkisi oldugu
tarafindan yapilan bir arastirmada, Iran salamura belirtilmistir.

peyniri ve Teleme peynirinde bakteriler tarafindan

Cizelge 2. Otlu peynir 6rneklerinin biyokimyasal analiz sonuglart
Table 2. The results of biochemical analysis of Herby cheese samples

OrnekNo/ Lipoliz (ADV)/ WSN%/ TCA-SN%/ PTA-SN%/
Sample No LipolysistADV) WSN TCA-SN PTA-SN%
S1 16.06 17.88 8.81 6.92
S2 21.93 19.24 17.51 9.98
S3 18.57 11.72 6.39 5.84
S4 27.77 16.19 5.64 4.30
S5 14.60 13.31 11.73 9.76
S6 11.25 9.04 8.40 7.29
S7 13.04 19.87 18.68 12.96
S8 13.10 13.34 12.83 9.40
S9 14.72 15.71 13.38 8.45
S10 8.76 14.27 10.39 8.14
S11 13.04 18.13 17.22 7.67
S12 7.21 20.08 9.60 5.44
S13 3.48 23.52 8.95 4.37
S14 8.66 14.96 11.92 5.00
S15 8.76 14.53 9.37 4.46
En diyik/ 3.48 9.04 5.64 4.30
Minimum

En ylksek/ 21.93 23.52 18.68 12.96
Mascinum

OrtalamatS.S/

MeantS.D 13.39£6.11 16.11£3.72 11.39£3.95 7.4812.51
B1 7.38 21.14 17.03 8,61
B2 4.48 21.33 19.28 11,18
B3 6.13 20.45 19.12 9,73
B4 5.18 20.45 18.29 8,42
B5 22.28 16.40 12.84 9,98
Bo6 7.78 18.80 16.62 4,03
B7 8.09 21.87 16.69 7,16
B8 18.21 14.78 13.08 8,4
B9 12.26 26.96 19.50 13,5
B10 18.43 19.29 14.66 6,21
B11 7.96 24.92 20.64 10,39
B12 8.82 21.26 17.61 9,63
B13 5.93 11.32 9.09 4,06
B14 10.25 18.24 16.30 5,53
B15 3.99 15.10 13.43 6,38
En diistk/

Minimum 3.99 11.32 9.09 406
En yiksek/

Maccimum 22.28 24.92 20.64 13.05
OrtalamatS.S/

MeantS.D 9.811+5.58 19.48+3.98 16.11+3.14 8.2142.67

S:Salamura yontemi ile olgunlastitilan peynir 6rnedi/S: Sample of cheese ripened by pickled method, B:Basma yontemiyle
olgunlastirilan peynir 6rnegi/ B: Sample of cheese ripened by pressing method, S.S.:Standart sapma/S.D: Standart deviation

947



948

S. Kara, S. Kése

Salamura yontemiyle muhataza edilen Otlu peynir
orneklerinin ortalama % WSN orant 9.04-23.52,
% 12 TCA’da ¢bzlinen azot orant 5.64-18.68 ve %
5 PTAda c¢6ziinen azot oramt 4.30-12.96
araliginda tespit edilmistir. Basma yOntemiyle
muhafaza edilen Otlu peynir O6rneklerinin
ortalama % WSN orant 11.32-24.92, % 12
TCA’da ¢oztnen azot orant 9.09-20.64 ve % 5

PTA’da c¢ozlinen azot orant ise 4.06-13.05
arahiginda saptanmustir. Bu degerler; Taraker ve
Kictkéner (20006) ve Taraket vd. (2004)’nin Otlu
peynitlerde belirlemis oldugu % WSN, % 12
TCA’da ¢6zinen azot ve % 5 PTA’da ¢bzlinen
azot oranlarina yakin bulunmustur.

Cizelge 3. Otlu peynir 6rneklerinin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite sonuglari
Table 3. The results of total phenolic content and antioxidant activity of Herby cheese samples

Ornek No TFM (mg/kg) DPPH Inhibisyon % TEAK (mmol/g)
Sample No TEM (mg/ k2) DPPH Inhibisyon % TEAK (mmol/g)
S1 52022 417 1.42
s2 865.04 471 2.48
3 349.11 2.72 0.81
4 413.19 8.21 1.01
S5 655.04 3.80 2.02
S6 430.22 7.65 117
s7 1030.22 8.88 2.25
S8 1117.26 751 1.72
$9 1024.30 8.27 1.81
S10 675.04 7.45 1.34
s11 642.81 9.90 1.55
s12 679.11 7.44 1.78
S13 616.52 9.59 1.23
S14 352.81 4.83 0.63
s15 345.04 3.60 1.55
En disiik/ 345.04 3.60 0.63
Minimum

En yliksek/ 1117.26 9.59 2.48
Maxcimum

Ortalama=®S.S/

BV 647.724259.80 6.5812.36 1.5240.51
Bl 718.74 7.03 131
B2 651.7 7.33 1.56
B3 670.22 9.24 1.45
B4 790.22 8.26 1.62
B5 670.96 6.28 1.78
B6 715.78 7.46 1.86
B7 639.11 11.48 2.53
B8 756.15 7.17 0.97
B9 665.04 8.51 1.94
B10 685.41 5.59 1.45
B11 1030.96 431 032
B12 796.52 10.49 2.58
B13 935.41 13.05 2.08
B14 748.37 10.43 1.65
B15 667.63 8.74 1.31
En diisiik/ 639.11 431 0.32
Minimum

En yiiksel/ 1030.96 13.05 252
Maximum

Ortalama*S.S/

MeantS D 742.81+110.60 8.35142.31 1.6240.56

S:Salamura yontemi ile olgunlastitilan peynir 6tnedi/S: Sample of cheese ripened by pickied method,

B:Basma y6ntemiyle

olgunlastirilan peynir 6tnegi/ B: Sample of cheese ripened by pressing method, S.S.:Standart sapma/ S.D: Standart deviation
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Salamurada muhafaza edilen Otlu peynirlerin
ortalama TFM icerigi 647.72+259.80 mg
GAE/kg, basma yontemiyle muhafaza edilen
Otlu  peynitlerin ~ ortalama TFM  igerigi
742.81£110.60 mg GAE/kg olarak belitlenmistit.
Cizelge 3’de goriildiigt gibi salamurada muhafaza
edilen Otlu peynirlerin, basma y6ntemiyle
muhafaza edilen peynirlerden daha digik TFM
icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Nitekim,
Kose (2015) tarafindan Otlu peynir izerine
yapilan calismada da salamurada muhafaza edilen
peynitlerin vakum ambalajda muhafaza edilen
peynitlerden daha disik TFM icerigine sahip
oldugu saptanmistir. Hala ve ark. (2010)’na gére
tuzlama, fenolik bilesiklerin  Folin-Ciocalteu
ayiract ile reaksiyona girmesine engel oldugu icin
fenolik bilesiklerin  tamaminin  belirlenmesini
zotlastirmakta ve dustik c¢kmasina sebep
olmaktadir. Bunun yaninda tuzlama Ca+2un
cozlindirilmesini  harekete  gecirerek  yiizey
yukiiniin  artigina,  hacimlilige ve  kazein
misellerinde hidrasyona neden olmaktadir. Bu
durum fenolik bilesiklerin bazilarinin  su ile
hidrojen baglart boyunca interaksiyona girmesine
yol agarak  sonucta fenolik  bilesiklerin

degerlerinde distise neden olmaktadir (Hala ve
ark., 2010).

Elde edilen veriler literatiir ile karsilastirildiginda,
El-Tahra vd. (2015)’ nin farkli oranlarda stv1 tiitsii
ve titsi tozu ilave ederek drettikleri Domiati
peynitlerinin 90. giinde toplam fenolik madde
icerigini 29.81 mg/100 g, %0.4, %0.5 ve %0.6 stvi
titsli iceren keci sttinden urettikleri peynirlerin
toplam fenolik madde icerigini sirastyla 42.15,
54.64 ve 74.73 mg/100 g olarak tespit ettigi
gorilmektedir. Buldugumuz TFM sonuglar, El-
Tahra vd. (2015)’ nin Domiati keci peynitinin 90.
gin TFM degerinden yiksek, titsilenmis
Domiati  ke¢i peynirinin  TFM  degerine ise
yakindir.  Bu peynir  Uretim
asamalarindaki, depolama kosullarindaki ve
olgunluk seviyesindeki farkliigin neden oldugu
distntlmektedit.

durumun

Salamura  yontemiyle  olgunlasturilan  Otlu
peynitlerin en dasik ve en yiksek DPPH
inhibisyon oranlarinin %3.6 ile %9.59, basma
yontemiyle olgunlagtirilan Otlu peynitlerde en

dustik ve en yiksek DPPH inhibisyon oranlarinin
%4.31 ile %13.05 arasinda degistigi tespit
edilmistir.  Oztiirk  (2015), Tulum  peyniti
orneklerinde olgunlagsma stiresince elde ettigi
inhibisyon degertlerini 120. giiniin sonunda inek
Tulum peyniri igin %30.96 ve kegi Tulum peyniri
icin %29.87 olarak bulmustur. Erkaya ve Sengtl
(2015), Beyaz peynitlerin suda ¢6zlnebilir
ekstraktlarinin DPPH inhibisyon degerini %5.10—
10.38 arahiginda bulmuslardir. Elde edilen DPPH
degerlerinin, Oztiirk (2015)’ iin bulmus oldugu
degerlerden daha dusiik ve Erkaya ve Sengtl
(2015)tn bulmus oldugu degetrlere daha yakin
oldugu tespit edilmistir.

Salamura  yontemiyle  olgunlastirilan ~ Otlu
peynitlerin en disik ve en yiksek TEAK
degetlerinin 0.63 ile 2.48 mmol TE/g arasinda
degistigi go6zlemlenitken, bu peynitlere ait
ortalama TEAK degeri 1.52+0.51 mmol TE/g
olarak  hesaplanmistir.  Basma  yOntemiyle
olgunlastirilan Otlu peynitlerin en disitk ve en
yiksek TEAK degerlerinin 0.32 ile 2.52 mmol
TE/g arasinda degistigi gozlemlenitken, bu
peynitlere ait ortalama TEAK degeri 1.62£0.56
mmol TE/g olarak saptanmistir. Goruldugu gibi,
basma yontemiyle olgunlastirilan peynitlerin
ortalama  TEAK  degetlerinin,  salamura
yontemiyle tretilenlerden daha yiiksek oldugu
tespit edilmigtir. Bu durumun, basma yontemiyle
muhafaza edilen peynirlerin proteoliz derecesinin
salamura yontemiyle muhafaza edilen peynitlere
gbre daha vyiksek olmasindan kaynaklandig
distnilmektedir. Nitekim, Gupta vd. (2009)
tarafindan Cheddar peyniri Uzerine yapilan
calismada, yiiksek proteoliz derecesine sahip olan
peynitlerin antioksidan aktivitesinin daha yiksek
oldugu belitlenmistir. Ayni calismada,
depolamanin 120. giiniine kadar TEAK degerinin
arttd1, olgunlasmanin  son déneminde ise
azalmaya bagladig1 tespit edilmistir. Bu durumun,
antioksidan peptitlerin 120.glinden sonra olugan
proteolize  daha  fazla  dayanamamasindan
kaynaklandigi belirtilmistir. Erkaya ve Sengil
(2015) tarafindan Beyaz peynitlerde yapilan
calismada da benzer sonuclar elde edilmistir.

Meira vd. (2012) Brezilya ve Uruguay’ da koyun
sutinden tretilmis Feta, Roquefort, Pecorino ve
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Cerillano tip peynitlerinin TEAK  degerlerini
ortalama olarak sirasiyla 0.7410.04, 2.02+0.01,
1.37£0.01, 1.73£0.04 (mM Troloks) degerinde
bulmustur. Oztiirk (2015), farkli tip siitlerden
tretigi Tulum peyniri 6rneklerinden olgunlasma
suresince elde ettigi TEAK degetlerini (mM
Troloks) 120. giintin sonunda inek Tulum peyniri
icin 0.39, keci Tulum peyniri i¢in 0.36 olarak
saptamistir. Elde edilen TEAK verilerinin, Oztiirk
(2015)’ in buldugu degerlerden yiksek, Meira vd.
(2012)nin bulmus oldugu degerlere ise yakin
oldugu gorilmektedir.

Antimikrobiyal aktivite testinde pozitif kontrol
olarak  kullamlan  Tetracycline (30pg) ve
Ampicillin (10 pg)’ in Staphylococens aurens ATCC
29213’ e karst olusturdugu zon ¢aplar sirastyla 38
ve 28 mm olarak tespit edilmistir. Tetracycline
(30pg) ve Ampicillin (10 pg)’ in Escherichia coli
ATCC 11303’ e karst ise strastyla 20 ve 21 mm zon
capt olusturdugu saptanmustir. Hem salamura
hem de basma yontemi ile olgunlastirilan Otlu
peynir Orneklerinde suda ¢6zinen ekstraktlarinin
S. anrens ATCC 29213 ve E. colii ATCC 11303’ e
karst herhangi bir antimikrobiyal aktivite
gOstermedigi tespit edilmistir.

SONUC

Salamura ve basma yontemiyle olgunlastirilan
Otlu peynir Orneklerinin bulgulart géz 6ntine
alindiginda sonuglarin birbirinden farkliigt 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu farkliligin Otlu peynir
tretiminde belitli bir standardin  olmayisi,
kullanilan sttt ¢esidi, kullanilan tuz miktar,
baskida  kalma  stresi gibi  etkenlerden
kaynaklandigt diisiintilmektedir. Bu nedenle Otlu
peynirin yapim metotlarinin standardize edilmesi,
tretimde ¢ig siit yerine pastorize stt kullanilmasi,
starter kiltiir eklenereck daha hijyenik sartlarda
tretimin yapilmasi gerektigi diisiniilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, ¢ikar catismast olmadigimi beyan eder.

YAZAR KATKILARI

SK, orneklerin toplanmasi, makalenin metodoloji,
veri elde edilmesi, bicimsel analiz, yazma—orijinal
taslak ve gorsellestirmesine katki sunmustur. SK,
kavramsallagtirma, metodoloji, bi¢imsel analiz,

yazma-orijinal  taslak,  yazma-inceleme ve
dizenleme, gorsellestirme ve damisman olarak
katki saglamistir. Yazarlar makalenin son halini
okudu ve onayladu.

TESEKKUR

Bu ¢alisma Simeyya KARA’nin Van Yizinci Yil
Universitesi ~ Bilimsel ~ Arastirma  Projeleri
Koordinasyon Birimi FYL-2018-7486 nolu proje
kapsaminda desteklenen “Gelencksel Yontemle
Uretilen  Otlu  Peynirlerin ~ Bazi  Kalite
Ozelliklerinin ve Biyoaktivitesinin Belitlenmesi”
baslikli yitksek lisans tezinden (Van Yiziinct Yil
Universitesi Fen Bilimleri Enstitisti, Yok Tez
No:581660) tretilmistir.
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oz

Bu calismada, mavi ve beyaz hashas (Papaver sommiforum) tohumlarindan elde edilen sabit yaglarin yag asidi
kompozisyonlart, biyoaktif ve antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir. Orneklerin bilesiminde agirlikli olarak
linoleik (%069.2-73.2), oleik (%013.5-17.4) ve palmitik asit (%8.8-8.9) oldugu tespit edilmistir. Toplam fenolik
madde miktart mavi ve beyaz haghas tohumu yaginda (MHTY ve BHTY) strastyla 659.5+2.12 ve 275.5£2.12
mg GAE/kg olarak belitlenmistir. MHTY nin antioksidan aktivite degeri DPPH ve ABTS+ yontemletine
gore sirastyla %040.3510.14 ve 41.09£0.58, BHTY da ise %40.86£1.25 ve 41.9521.46 olarak tespit edilmistir.
Calisma kapsaminda ilk kez yag Orneklerinin gida mikrobiyolojisi acisindan 6nemli bakteriler tizerinde
antimikrobiyal etkileri belilenmistir. MHTY na karst en hassas mikrootganizmalatin E. coli ve L. monocytogenes
oldugu beliflenmistir. BHTY, B. subtilis ve S. anrens disindaki mikroorganizmalara karst benzer diizeyde etki
gOstermistir. Sonuglar, hashas tohumu yaglariin dogal antioksidan ve antimikrobiyal trtnler olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu géstermistit.

Anahtar kelimeler: Haghas tohumu, yag, toplam fenolik madde, antimikrobiyal, antioksidan

FATTY ACID COMPOSITION, TOTAL PHENOLIC CONTENT,
ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF VARIETIES OF
POPPY (Papaver somniforum) SEED OILS

ABSTRACT

In the study, fatty acid compositions, bioactive and antimicrobial properties of fixed oil obtained
from blue and white poppy (Papaver somniforum) seeds were examined. The major components found
in the composition of samples were linoleic (69.2-73.2%), oleic (13.5-17.4%) and palmitic acid (8.8-
8.9%). The total phenolic content was determined as 659.5£2.12 and 275.5%£2.12 mg GAE/kg in
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Hashas (Papaver somniforum) gesitlerinin tohum yaglarinin 6zellikleri

blue and white poppy seed oil (BPSO and WPSO), respectively. According to DPPH and ABTS+
methods, the antioxidant activities were 40.351£0.14 and 41.09£0.58% for BPSO and 40.86%£1.25 and
41.95%£1.46% for WPSO, respectively. In the context of this study, antimicrobial effects of oil
samples were determined for the first time on bacteria, important in food microbiology. The most
sensitive microorganisms to BPSO were E. co/i and L. monocytogenes. WPSO was shown similar level
of antimicrobial effect on microorganisms except B. subtilis and S. aurens. Results showed that poppy
seed oils have the potential to be used as natural antioxidant and antimicrobial products.
Keywords: Poppy seed, oil, total phenolic content, antimicrobial, antioxidant

GIRIS
Son yillarda tiketicilerin dogal ve bitkisel tGirtinleri
titketmeye yonelik egilimleri artis gbstermektedir.
Bitkiler; alkaloitler, flavonoitler, fenolikler,
kumarinler, saponinler, terpenoitler,
tiyostlfinatlar ve organik asitler gibi cesitli
antimikrobiyal/antioksidan  etkili  bilegikleri
icermekte ve bu bilesikler bitkinin cicek,
tomurcuk, yaprak, meyve, kabuk, tohum gibi
farkli  bolimlerinden elde  edilebilmektedir
(Tajkarimi vd., 2010).

Papaveraceae familyasina ait olan ve ilkemizde
geleneksel olarak tarimi yapilan hashas bitkisi
(Papaver  sommnifernm), kapstl ve tohumlarinda
bulunan alkaloit, yag ve proteinler sayesinde tip,
gida, kozmetik ve boya endustrilerinde yaygin
sekilde kullamlmaktadir (Gultepe, 2013). Hashas
tohumu yaginin, iceriginde bulunan linoleik, oleik
ve palmitik asit gibi coklu doymamis yag asitleri,
mineraller ve cesitli fenolik bilesikler sayesinde,
kandaki kolesterol seviyesinin  dustrilmesi,
kardiovaskiler hastaliklarin 6nlenmesi gibi saglik

Uzerine bircok vyararli etkileri bulunmaktadir
(Peter, 2001; Ghafoor vd., 2019).

Yapilan caligmalarin bircogunda, farklt cografi
bélgelerde yetistirilen hashas bitkisinin yag asidi
kompozisyonu, antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri ~ incelenmistir.  Bununla  bitlikte,
literatiirde, hashas bitkisi tohumlarindan elde
edilen sabit yaglarin Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon (MBK) degerlerinin belirlendigi
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, Afyonkarahisar’da yetisen Hashas
genotipleri (Ofis 1 Mavi ve Ofis 2 Beyaz)
tohumlarindan elde edilen sabit yaglarin, farkh
yontemler kullanilarak antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite degetlerinin belirlenmesi,
ayrica elde edilen yaglarin yag asidi kompozisyonu

ve toplam fenolik madde miktarlannin tespit
edilmesi amaclanmistir. Bu konuda sinirlt calisma

bulunmast nedeniyle, elde edilen verilerin
literatiire onemli katk1 saglayacagt
diustnilmektedir.

MATERYAL VE YONTEM

Bitki 6rneklerinin toplanmasi ve sabit yag
eldesi

Afyonkarahisar (Tirkiye) ilinde yetisen haghas
bitkileti (Papaver somniforum) Prof. Dr. Ersin
YUCEL tarafindan toplanmis ve tanimlanmustir.
Tanimlanan hashas kapsilleri kirilarak mavi (Ofis
1) ve beyaz (Ofis 2) hashas tohumlart elde
edilmistir. Temizlendikten sontra damitilmis su ile
yikanan tohumlar oda sicakliginda filtre kagid:
uzerinde 24 saat bekletilmis, daha sonra 35°C’de
30 dakika bekletilerek kurutulmustur.
Tohumlardan soguk sikim yontemi ile (Kiralan
vd., 2014) sabit yag elde edilmistir. Elde edilen
hashas yag1 48 saat dinlendirilmis ve steril filtre ile
stzllerek deneylerde kullanidmak tzere cam
siselerde depolanmistir.

Yag asidi kompozisyonu

Mavi ve beyaz haghas tohumu sabit yaglarinin
(MHTY ve BHTY) yag asidi kompozisyonu,
Anadolu  Universitesi, Bitki Ilac ve Bilimsel
Aragtirmalar Merkezi (AUBIBAM)’inde, GC-MC
Agilent 7890B GC 5977B Kiitle Segici Dedektor
Sistemi kullanlarak belirlenmistir (USP, 1995).
Yag asitlerinin bagil yiizdeleri, kapiler kolonu
Agilent HP-Innowax, (60 m x 0.25 mm i¢ ¢ap x
0.25 um film kalinligl) olan Alev Iyonlasma
Detektori (FID) ile donatilmis Agilent 7890B GC
sistemi ile belitflenmis ve yag Ornekleri, Boron
Triflorur (BF3) kullanilarak  transmetilasyon
yontemine gbre tirevlendirilmis, bilesiminde
bulunan yag asitleri metil esterleri formuna
donustirilerek hekzan ile hazirlanan (%10, h/h)
ornek 40:1 split orant ile 1 pL olarak sisteme
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enjekte edilmistir. Firin sicakligi ilk olarak 60°C'de
10 dakika tutulmus, daha sonra sirasiyla
4°C/dakika hiz1 ile 220°C’ye, 1°C/dakika hizi ile
240°C'ye yiikseltilmistir. Son olarak enjeksiyon ve
detektdr sicakligt 250°C’de tutulmustur. Tastyict
gaz olarak helyum kullanilmistir (0.7 mL/dakika).

Bilesenler, GC analizi ile ayni kogullara sahip bir
HP innowax kolon ile donatilmis GC-MC Agilent
7890B GC 5977B Kiitle Secici Dedektor Sistemi
ile tanimlanmugtir. GC-MS tespiti i¢in 35-450 m/z
tarama araliginda 70 eV iyonizasyon enerjisine ve
230°C iyon kaynagi sicakligina sahip bir elektron

iyonizasyon  sistemi  kullandmistir.  Ayrilan
bilesenler, Ulusal Standartlar ve Teknoloji
Enstitiisi (NIST) standartlatina gbre
tanimlanmustir.

Toplam fenolik madde

Orneklerde bulunan toplam fenolik madde
miktart  Folin-Ciocalteu  ybntemine  gbre

belirlenmistir (Singleton ve Rossi, 1965). 2 g yag
ornegi 1 ml hekzan icerisinde ¢6zindirilmus,
ardindan 1 ml. metanol:saf su (60:40, h/h) ile
karistirllarak 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra, 500 plL
Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ile 6 ml. ultra saf su
karistirilmis ve karisima santrifiij isleminden elde
edilen metanol ekstraktt (100 uL) ilave edilip oda
sticakhiginda 8 dakika bekletilmis ve karisima 1.5
mL doymus NaxCOs (75 g/L) ¢ozeltisi eklenmis
ve 060 dakika bekletilmistir. Stre sonunda
spektrofotometrede (Agilent Technologies Cary
60 UV-Vis) 765 nm dalga boyunda okuma
yapilmis ve sonuglar gallik asit esdegeri (mg
GAE/kg) olarak ifade edilmistir.

Antioksidan aktivite

Sabit yag 6rneklerinin toplam antioksidan aktivite
degerleri DPPH ve ABTS+ olmak tizere 2 farkh
yontem kullanilarak belitlenmistir.

DPPH analizi:

DPPH analizi, Naik vd. (2011)’nin belirledigi
yontem modifiye edilerek yapilmustir.  Yag
orneklerinin 1 mlL metanol ekstraktt 4 mI. DPPH
cozeltisi ile karstirlmis ve elde edilen karisim
karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Okumalar cift
stk yollu spektrofotometrede (Agilent

Technologies Cary 60 UV-Vis) 515 nm dalga
boyunda yapimistir. Sonuclar asagida verilen
formille hesaplanarak yiizde absorbans olarak
ifade edilmistir.

%Abs = (Ak-A06)/Akx100, Ak: kontrol
absorbans degeri; A6: 6rnek absorbans degeri

ABTS analizi:

Orneklerin  antioksidan  aktiviteleri ABTS+
yontemi ile de belirlenmistir (Re vd., 1999).
ABTS+ stok ¢6zeltisinin hazirlanmast amaciyla, 7
mM ABTS+ ¢ozeltisi 2.45 mM (NH4)2S:0s ile
karistirilmis ve karanlikta 16 saat bekletilmistir. 0.3
ml yag Ornegi etanol ekstrakt ile 3 mL. ABTS+
¢ozeltisi karistrilmistir. 6 dakikalik stire sonunda
spektrofotometrede (Agilent Technologies Cary
60 UV-Vis) 734 nm dalga boyunda okuma
yapilmistir. Sonuglar asagida verilen formille

hesaplanarak ylzde absorbans olarak ifade
edilmistir.

%Abs = (Ak-A6)/Akx100, Ak: ABTS+
¢ozeltisinin  absorbans  degeri; A6:  Ornek

absorbans degeri

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
Bakteri kiiltiirleri

Orneklerin antimikrobiyal aktivite degerlerinin
belirlenmesi amactyla  yedi mikroorganizma
(Listeria monocytogenes Scott A, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6037,
Staphylococcus anreus 6538P, Escherichia coli O157:H7
ATCC 43895, Salmonella Typhimurium NRRL-B-
4420 ve Escherichia coli ATCC 1103) test kiltiri
olarak  kullamilmistir. Test kultarleri Ege
Universitesi, Gida  Miihendisligi ~ Bélimi,
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin
edilmistir. Stok kaltirlerin aktivasyonu amactyla
kiltirler Tryptic Soy Broth (TSB, pH 7.3%+0.2,
Oxoid) besiyerine transfer edilmis ve 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Kaltirlerin yogunlugu, Mc
Farland 0.5 olacak sekilde ayarlandiktan (DEN-1
Mc Farland Densitometer, Grant-bio) sonra
analizlerde kullanilmustir.

Disk difiizyon yéntemi

Disk diftizyon yontemi igin test kiltirlert Mueller
Hilton Agar (MHA, pH 7.3%0.2, Oxoid)
besiyerine yayma plak yontemine gore ekilmistir.
Yiizeyi test mikroorganizmalari ile inokule edilmis
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besiyerlerinin tzerine sabit yag emdirilmis (40
mg/mlL) 6 mm capindaki diskler belitli araliklarla
yerlestirilmigtir. Pozitif kontrol olarak ampisilin
(AMP, 10 pg/disk, Oxoid) ve gentamisin (GEN,
10 pg/disk, Oxoid) diskleti, negatif kontrol olarak
steril su emdirilmis diskler kullanilmistir. Ekim
yaptlan petriler 37°C°de 24 saat inkiibe edilmistir.
Siire sonunda olusan inhibisyon zonlarnin ¢aplart
Olgtlmistir (Deng vd., 2014).

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
ve minimum bakterisidal konsantrasyonu
(MBK)

MIK testi icin 96 kuyucuklu “U” tipi steril
mikropleytler  kullandlmustir.  DMSO  (%5)
icerisinde  ¢ozindirilmis  yag  Ornekleri
kuyucuklardaki son konsantrasyonlart %10-0.020
arasinda olacak sekilde kuyucuklara aktanlmis ve
her bir kuyucuga 100 pL test kiiltirt ayrt ayri ilave
edilmistir. Hazirlanan pleytler 37°C’de 18-24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her
bir kuyucuga 20 pl. %Dlik 23,5 trifenil
tetrazolyum klorit (TTC, Merck) eklenmis ve
pleytler 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmustir. Siire sonunda kuyucuklarda olusan
renk degisimlerine gére rneklerin MIK degeri

beliflenmistir (Deng vd., 2014). MIK testi icin
ekim vyapilan pleytlerde gelisme olan her bir
kuyucuktan MHA besiyerine ekim yapilmistir.
37°C’de 24 saat inktbasyon siitesi sonunda koloni
gelisimine baglt olarak 6rneklerin MBK degerleri
belitlenmistir (Tomas-Menor vd., 2013).

Istatistiksel degetlendirme

Denemeler ii¢ tekrarl olarak gerceklestirilmistir.
Sonuglar, SPSS 20 paket programi kullamilarak
degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki farklar
Duncan’s Multiple Range ve Paired Samples T
testleri ile P <0.05 6nem seviyesinde tespit
edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Orneklerin yag asidi kompozisyonu
Calismada, MHTY ve BHTY larinda, toplam yag
asidi kompozisyonunun sirastyla %098.9 ve 98.8’ini
temsil eden 5 yag asidi tantmlanmis olup, agirhklt
olarak bulunan yag asitlerinin linoleik, oleik ve
palmitik asit oldugu tespit edilmigtir (Cizelge 1).
MHTY ve BHTY’larinda sirastyla %69.2 ve 73.2
linoleik asit, %17.4 ve 13.5 oleik asit, %8.9 ve 8.8
palmitik asit, %2.3 stearik asit ve %1.1 ve 1.0
elaidik asit belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Haghas tohumu yaglatinin yag asidi kompozisyonu
Table 1. Fatty acid composition of poppy seed oils

Bagil yiizde (%0)

Yag asidi kompozisyonu Relative content (o)

Fatty acid composition MHTY BHTY
BPSO BPSO

Palmitik asit (C16:0)

Palmitic acid (C16:0) 89 88

Stearik asit (C18:0)

Stearic acid (C18:0) 23 23

Oleik asit (C18:1); »-9

Oleic acid (C18:1); w-9 174 135

Elaidik asit (C18:1); -9 11 10

Elaidic acid (C18:1); w-9 ’ ’

Linoleik asit (C18:2); w-6

Linoleic acid (C18:2); w-6 69:2 732

Toplam yag asidi 98.9 3.8

Total fatty acid
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Yapilan bir ¢alismada, Afyonkarahisar ve Usak
ilinde (Tturkiye) yetisen hashas bitkilerinin mavi,
sart ve beyaz tohumlarindan elde edilen sabit
yaglarda bulunan linoleik, oleik, palmitik, stearik
ve gamma-linoleik asit miktarlannin  sirasiyla
%73.10-75.20, %13.20-14.70, %8.70-9.51, %2.20-
2.60 ve %0.50-0.60 arasinda degisim g6sterdigi
tespit edilmistir (Diindar Emir vd., 2015). Benzer
bir calismada, 6 farkli hashas tohumu yaginda
bulunan yag asidi kompozisyonu belirlenmis ve
agitlikll olarak linoleik (%65.52-74.97), oleik
(%13.26-21.43) ve palmitik (%8.65-10.00) asit
bulundugu tespit edilmistir (Abudak ve Kara,
2017). Bu sonuglar, bizim calismamizda elde
ettigimiz sonuglarla paralellik gbstermektedir.
Diger calismalarda, Afyonkarahisar (Ttrkiye) ve
Irlanda’da yetisen hashas bitkiletinin
tohumlarindan  elde edilen  dietileter ve
hekzan/izopropanol ekstraktlarinda ile agirlikly
olarak linoleik (%52.60-71.50), oleik asit (%13.11-
24.13) ve palmitik asit (%12.20-18.70) gibi yag
asitlerinin bulundugu tespit edilmistir (Ozcan ve
Atalay, 2006; Ryan vd., 2007). Tim bu sonuglar,
hashas tohumu yaglarinin insan saglig icin yararl
esansiyel yag asitlerinden linoleik, oleik ve
palmitik  asiti  yiksek oranda  icerdigini
gOstermektedir.

Orneklerin toplam fenolik madde miktart ve
antioksidan aktivite degerleri

MHTY’da bulunan toplam fenolik madde miktart
659.5+2.12 mg GAE/kg iken beyaz BHTY’da bu
deger 275.512.12 mg GAE/kg olarak tespit
edilmistir (P <0.05). Yag Srneklerinin antioksidan
aktivite degerleri DPPH ve ABTS+ yontemlerine
gbre incelenmis ve MHTY’inda antioksidan
aktivite degeri her iki yOnteme gdore sirastyla
%40.3520.14 ve %41.09£0.58, BHTY 1nda ise bu
deger sirastyla %40.86+1.25 ve %41.95+1.46
olarak tespit edilmistir (P >0.05). Bununla birlikte,
yag 6rneklerinin fenolik madde miktarlar arasinda
anlamlt  farklilik oldugu (P <0.05), ancak
antioksidan aktivite acisindan aralarinda fark
bulunmadigi (P >0.05) belirlenmistir. Yapilan bir
calismada, Afyonkarahisar ve Usak ilinde
(Tirkiye) yetisen hashas bitkilerinin mavi, sart ve
beyaz tohumlarindan sabit yaglarin toplam fenolik
madde miktar1 1.01-7.59 mg GAE/100 g yag,
antioksidan aktivite degeri ise 20.26-43.90 mmol

Trolox/g yag olarak beliflenmistir (Dtiindar Emir
vd., 2015). Diger bir ¢alismada, Tiirkiye’de yetisen
hashas bitkisinin beyaz ve mavi tohumlarinda
bulunan toplam fenolik madde miktar1 31.27-
3235 mg GAE/g, antioksidan aktivite degeti
(DPPH) ise %7.58-11.23 araliginda degisim
gostermistir  (Ghafoor vd., 2019). Bagka bir
calismada, Pakistan ve Hindistan’da yetisen
hashas bitkisi tohumlarindan kloroform/metanol
ve aseton ckstraksiyonu ile elde edilen yag
orneklerinde bulunan toplam fenolik madde
miktart sirastyla 48.513.0 mg GAE/100 g ve
0.56£0.06 mg GAE/kg, antioksidan aktivite
degeri ise strastyla %44.7+1.5 ve 33.16£2.12 mg
askorbik asit esdegeri/g olarak tespit edilmistir
(Ishtiaque vd., 2013; Kamath vd., 2015). Diger bir
calismada ise hashas tohumu yaglarinin toplam
fenolik madde miktar1, antioksidan aktivite ve E
vitamini igeriginin strastyla  2.617-2.916 mg
GAE/mL yag, %56.50-87.30 ve 29.4-54.0 mg/kg
yag araliginda degisim gosterdigi tespit edilmigtir
(Abudak ve Kara, 2017). Fenolik asitler, tirevleri
ve flavanoidler yag bakimindan zengin olan
tohumlarda baskin fenolik bilesiklerdir. Fenolik
bilesiklerin  antioksidan  aktivitesi  genellikle
molekiildeki hidroksil gruplarinin sayisina baglidir
ve tohum yaglarinda bulunan fenolik bilesikler
yaglarin antioksidan aktivitesini arttirmaktadir
(Liyana-Pathirana ve Shahidi, 2006; Bozan ve
Temelli, 2008). Bununla bitlikte, antioksidan
aktivitenin  sadece toplam fenolik madde
miktatina bagh olmadigl, aynt zamanda yag
iceriginde bulunan fenolik bilesiklerin tipine de
baglt oldugu belirtilmektedir (Tovar vd., 2001;
Bozan ve Temelli, 2008). Benzer sekilde, mevcut
calismamizda da yaglarin toplam fenolik madde
miktari ile antioksidan aktivite degerleri arasinda
korelasyon olmadigt ve yag igerisinde antioksidan
etkili ~farkli  bilesiklerin  olabilecegi ortaya
konulmustur. Ayrica, calismalardan elde edilen
sonuglar, haghas tohumu yaginda bulunan toplam
fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivite
degerinin, kullamilan  ekstraksiyon — yontemi,
¢bziictl tipi ve bitkinin yetistigi cografi bélge gibi
etkenlere baglt olarak farklilik gdsterebilecegini
ortaya koymustur.
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Haghag tohumu yaglarinin antimikrobiyal
aktivite degerleri

Hashas tohumu sabit yaglarinin antimikrobiyal
aktivitesi yedi farkli mikroorganizma Uzerinde
incelenmistir. Disk difiizyon yontemine goére,
MHTY’na karst en hassas mikroorganizmalarin E.
coli (11.0£5.7 mm) ve S. Typhimurium (8.0£2.8

mm), en direncli mikroorganizmalarin ise B.
subtilisve S. anrens (6 mm) oldugu tespit edilmistir.
BHTY, B. subtilis ve S. awrens disindaki
mikroorganizmalara  karst  benzer  dizeyde
(7.0+1.41 mm) antimikrobiyal etki gOstermistir

(Gizelge 2).

Cizelge 2. Haghas tohumu yaglarinin inhibisyon zon ¢aplari

Table 2. Diameter of inhibition gones of poppy seed oils

hlhibisyon
Test mikroorganizmalar . zon' ga'pl' ) NC
Tost mi A Diameter of inbibition zone
€St MmICroorganisms MITY BITY R . S
BPSO WPSO SW
L. monocytogenes 7.0£0.0 7.0+1.4 28.0£2.0  28.5%1.5 6.020.0
E. faecalis 7.0x1.4 7.0+1.4 21.0%£1.0 14.5%0.5 6.0+0.0
B. subtilis 6.0+0.0 6.0+0.0 29.0%£1.0 29.5%+0.5 6.0+0.0
S. aureus 6.0+0.0 6.0+0.0 35.5%+0.5 22.5%+0.5 6.0+0.0
E. coli O157:H7 7.0x1.4 7.0+x1.4 11.5%0.5 18+0.0 6.0+0.0
S. Typhimutrium 8.0+2.8 7.0+x1.4 18.0£2.0 20%0.0 6.0+0.0
E. coli 11.0£5.7 7.0+x1.4 20.5%+0.5 21.5%1.5 6.0+0.0

PC: Poritif kontrol, NC: Negatif kontrol, AMP: Ampisilin; GEN: Gentamisin; SS: steril su
PC: Positive control, NC: Negative control, AMP: Ampicilliny GEN: Gentamyciny SW: sterile water

Literatiirde, hashas bitkisinin farklt ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesinin disk diftizyon yontemi
ile incelendigi birka¢ c¢alisma bulunmaktadir.
Chaudhry ve Tariq (2008) tarafindan yapilan bir
calismada, Pakistan’da yetisen hashas bitkisinin
tohumlarindan elde edilen su ekstraktinin
Alcaligenes spp. (8.511.1 mm), Citrobacter spp.
(8.8.22.3 mm) E. cw/i (9.5£0.5 mm), Micrococcus
rosens (8.1£3.4 mm) tzerine antimikrobiyal etki
gOsterdigi tespit edilmistit. Bu ¢alismada test
materyalinin E. ¢o/ Gzerine inhibitif etkisi, bizim
elde ettigimiz gore daha disik
bulunmustur. Diger bir ¢alismada, haghas cicegi
ucucu yaginin M. utens (12 mm), Protens vulgaris (10
mm) ve Klebsiella pnewmoniae (8 mm) tlzerine
antimikrobiyal aktivite gdsterdigi belirlenmistir
(Dilek vd., 2018). Genel olarak bizim yiritmis
oldugumuz ¢alisma kapsaminda test bakterisi
olarak gida mikrobiyolojisinde 6nem arz eden

sonuca

bakteriler test edilmis, dolayistyla bu veriletin

diger arastirma sonuclari ile karsilastirmast
mimkin olamamistir.
Stvi  dilisyon yontemine gére MHTY L.

monocytogenes ve E. coli tuzerine, BHTY ise L.
monocytogenes ve E. faecalis Gzetine %10’luk (h/h)
konsantrasyonda  inhibitif etki gOstermistir
(Cizelge 3). Bununla birlikte, her iki yag 6rneginin
de tim test kultiurlerine karst  %10’luk
konsantrasyonda bakterisidal etkisinin olmadigi
belirlenmistir (Cizelge 3).

Literatiirde Turkiye’de yetisen haghas bitkisi
tohumlarindan elde edilen sabit yaglarin MIK ve
MBK degetlerinin  beliflendigi herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bununla bitlikte,
Iran’da yetistirilen haghas bitkisinin farklt bir tirii
olan Papaver macrostomunsun etanol ekstraktinin
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Psendomonas aeruginosa, E. coli ve S. anreus Gzetine
500 pl/ml oraninda inhibitif etki, 1000 pl/mlL
oraninda ise  bakterisidal etki  gOsterdigi
bildirilmistir (Khanafari vd., 2013). Yapian bu
calismalar, haghas bitkisinin  antimikrobiyal
aktivitesinin bitki tiiri, ekstraksiyon yontemi ve
kullanilan test kilttrlerine bagh olarak farkldiklar
gOsterebilecegini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, bitkilerin farkli bolgelerinden elde edilen

ckstrakt, esansiyel ~veya sabit yaglarinin
antimikrobiyal — aktivitesinin, yag igeriginde
bulunan  yag asitlei gibi  maddelerden

kaynaklandigt ve bitkilerde bulunan linoleik,
linolenik, oleik, steraik ve palmitik asit gibi yag
asitlerinin Bacillus cereuns, Clostridinm botulinum ve C.

sporogenes  gibi  mikroorganizmalara  karst
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmektedir
(Ababouch vd., 1992; 1994; Coskun, 2000).
Ayrica fenolik bilesiklerde bulunan hidroksil

gruplarinin  bakteriler Gzerinde inhibe edici
etkisinin oldugu ve haghas bitkisi tohum
yaglarimin  vanilik,  p-kumarik, ferulik, p-

hidroksibenzoik asit gibi fenolik bilesikleri yitksek
oranda icerdigi belirtilmektedir (Senglin ve
Oztiirk, 2018; Ghafoor vd., 2019). Dolayistyla,
yurtttiglimiz bu ¢alismada haghas bitkisi tohum
yaglarinin antimikrobiyal aktivitesinin iceriginde
bulunan yag asitleri ve fenolik bilesiklerden
kaynaklanabilecegi distintilmektedir.

Cizelge 3. Haghas tohumu yaglarinin MIK ve MBK degerleri
Table 3. MIC and MBC values of poppy seed oils

MIK degeri (h/h)

MBK degeti (h/h)

Test mikroorganizmalar MIC value (v/ v) MBC value (v/v)
Test microorganisms MHTY BHTY MHTY BHTY
BPSO WPSO BPSO WPSO
L. monocytogenes %10 %10 >10 >10
E. faecalis >10 %10 >10 >10
B. subtilis >10 >10 >10 >10
S. aurens >10 >10 >10 >10
E. /i O157:H7 >10 >10 >10 >10
S. Typhimurium >10 >10 >10 >10
E. coli %10 >10 >10 >10
SONUC oldugu tespit edilmistir. Calisma kapsaminda elde

Bu calismadan elde edilen sonuclar, MHTY ve
BHTY’larinun, linoleik asidi yitksek miktarda
icerdigini gostermistir. MHTY ve BHTY’larindan
clde edilen yaglarin fenolik madde miktatlar
arasinda anlaml farkhilik oldugu (P <0.05), ancak
antioksidan  etki acgisindan  bu  farkhiligin
bulunmadigs (P >0.05) belirlenmistir. Calisma
kapsaminda ilk kez yag Orneklerinin gida
mikrobiyolojisi  agisindan  6nemli  bakteriler
tzerinde antimikrobiyal etkilere sahip oldugu hem
disk diftizyon ve hem de sivi diliisyon yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. Yag 6rneklerine karst
en duyarll mikroorganizmalann L. monocytogenes,
E.  faecalis ve E. i, en  direncli
mikroorganizmalarin ise B. subtilis ve S. aureus

edilen sonuglar, hashas tohumu sabit yaglarinin
biyoaktif bilesenler agisindan zengin kaynaklar
oldugunu ve dolayisiyla antimikrobiyal ve
antioksidan aktivite acisindan énemli potansiyele
sahip oldugunu ortaya koymustur.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Bu makale ile ilgili olarak baska kisiler ve/veya
kurumlar arasinda bir c¢tkar catigmast yoktut.

YAZAR KATKILARI

Bu makalenin hazitlanmasinda Yazarlarin katki
payt soyledir: 1YS:%25; EY: %25; BO: %25; GK:
%25 Makalenin hazirlanmasinda  baska  kisi
ve/veya kurumlarin katkist yoktur.
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oz

Bu calismada, fermente sucuktan izole edilen antlisterial aktiviteye sahip Enterococcus nundtii YB6.30
tarafindan tretilen bakteriyosinin karakterizasyonu amaglanmustir. YB6.30 izolatt Listeria titlerinin yam sira
Staphylococcns anrens, Bacillus cerens, Salbmonella Enteritidis, S. Typhimurium ve Escherichia wli gibi gida
patojenlerinin de dahil oldugu cesitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterileri inhibe etmigtir. Proteolitik
enzim uygulamasi sonucu YB6.30 izolati tarafindan tretilen antimikrobiyal maddenin baktetiyosin oldugu
belitlenmistir. . zundtii YB6.30 susunun tanist 16S tRNA gen dizi analizi ve tiire 6zgii primetler kullanilarak
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile yapilmustir. Farkli sicaklik ve pH uygulamalart sonucu
bakteriyosinin 1s1 stabil oldugu ve genis pH araliginda (2.0-10.0) aktvite g6sterdigi belirlenmistir.
Bakteriyosin vankomisin direncli E. faecium ATCC 51559 susuna karst bakterisidal etki gostermistir. PZR
denemesi sonucu E. mundtii YB6.30’da mundtisin KS geni varhigt tespit edilmigtir. Trisin-SDS-PAGE analizi
sonucu aktf protein bandinin molekiiler buyiikligi yaklastk 7.56 kDa olarak tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus mundtii, mundtisin KS, fermente sucuk, enterosin, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), Trisin-SDS-PAGE.

CHARACTERIZATION OF BACTERIOCIN PRODUCED BY ANTILISTERIAL
ENTEROCOCCUS MUNDTIIYB6.30 ISOLATED FROM FERMENTED SUCUK

ABSTRACT

In this study, the characterization of bacteriocin produced by Ewnterococcus mundtii YB6.30 with
antilisterial activity isolated from fermented sucuk was aimed. The YB6.30 inhibited various Gram-
positive and Gram-negative bacteria, including Listeria species, as well as food pathogens such as
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Staphylococeus anrens, Bacillus cereus, S almonella Enteritidis, §. Typhimurium and Escherichia coli. As a result
of proteolytic enzyme treatment, the antimicrobial substance produced by YB6.30 was identified as
bacteriocin. Identification of E. mundtii YB6.30 was done by 16S tRNA gene sequence analysis and
polymerase chain reaction (PCR) using species-specific primers. As a result of different temperature
and pH treatments, it was determined that bacteriocin is heat stable and shows activity in wide pH
range (2.0-10.0). Bacteriocin showed a bactericidal activity against vancomycin resistant E. faecium
ATCC 51559. As a result of the PCR experiment, the presence of mundtisin KS gene was detected
in E. mundtii YB6.30. Molecular size of active protein band was determined as 7.56 kDa as a result of

Tricine-SDS-PAGE analysis.

Keywords: Enterococcns mundtii, mundtisin KS, sucuk (Turkish dry-fermented sausage), enterocin,
polymerase chain reaction (PCR), Tricine-SDS-PAGE

GIRIS

Enterokoklar pastdrizasyon sicakligina dayanikli
olmalarinin yant sira  yiksek-disitk  sicaklik,
ekstrem pH ve tuz konsantrasyonlarinda
gelisebilme 6zellikleri nedeniyle hem hayvansal
hem de bitkisel kékenli bircok fermente gidadan
siklikla izole edilebilen homofermentatif laktik asit
bakterileridir (LAB) (Martin-Platero, 2009; Javed
vd., 2011; Akpmar Kankaya vd., 2017).
Enterokoklarin  ekstrem  cevresel kosullarda
gelisebilmeleri, endiistriyel siireclerde farklt gida
proseslerinde kullanilabilmeleri agisindan avantaj
saglamaktadir  (Alvarez-Cisneros vd., 2011).
Enterokoklar glikolitik, proteolitik, lipolitik ve
nitrat rediiktaz aktiviteleri ve sitrat yikimu ile
peynir ve sosis gibi fermente gidalarin tiretiminde
urtine has karakteristik 6zelliklerin  olusumuna
katkida bulunmaktaditlar (Giraffa, 2003; Franz
vd., 2003; Foulquié Moreno vd., 2000).
Enterokoklar fermente gidalatin raf Omrind
uzatmak i¢in koruyucu starter kiltiitler olarak da
kullanilmaktaditlar ~ (Abriouel — vd.,  2005).
Enterokoklar laktik asit, hidrojen peroksit ve
bakteriyosinler gibi antimikrobiyal maddeler
treterek fermente gidalarin raf Smriind uzatip son
triniin mikrobiyel giivenligini artirirlar (Martin-
Platero  vd., 2009; Jaouani vd., 2015).
Bakteriyosinler, farkli bakteri tideri tarafindan
ribozomal olarak sentezlenen antimikrobiyal
peptitlerdir  (Franz vd., 2007). Enterokoklar
tarafindan dretilen bakteriyosinler enterosinler
olarak adlandirilmaktadir. Enterokoklarda yaygin
olarak karsilasilan enterosinler; enterosin A, B, P,
AS-48, L50A, L50B, 1071A, 1071B ve Q’dur
(Edalatian vd., 2012; Ozden Tuncer vd., 2013;
Gok Charyyev vd., 2019). Baglica enterosin iiretici
titler E. faecium ve E. faecalis olarak bilinse de
dustk sikliklada olsa E. mundtii, E. durans, E. hirae

ve E. avinm titleri de bakeriyosin iiretmektedir
(Cotter vd., 2005). Mundtisin (Bennik vd., 1998),
mundtisin KS (Kawamoto vd., 2002), mundtisin
CRL35 (Saavedra vd., 2004), mundtisin QU2
(Zendo vd., 2005) ve mundtisin L (Feng vd.,
2009) E. mundtii suslan tarafindan  iretildigi
bildirilmis enterosinlerdir.

Bu calismada, fermente sucuktan izole edilen
antilisterial aktiviteye sahip Ewnferococcus mundtii
YB6.30 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin
karakterizasyonu amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Mikroorganizmalar

Cins dizeyinde tanst yapilmis fermente sucuktan
izole edilen antilisterial  aktiviteye  sahip
Enterococens spp. YB6.30 izolatt Stileyman Demirel
Universitesi  Gida ~ Miihendisligi ~ Bélimii
Bakteriyel ~ Genetik  Laboratuvan kiltir

koleksiyonundan temin edilmistir. YB6.30 izolatt
de Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS, LAB M,
Lancashire, UK) ortaminda 37 °C’de 18 saat
inkiibe edilerek kultire edilmistit. YB6.30
izolatinin antibakteriyel aktivite spektrumunun
beliflenmesinde kullanilan indikator bakteriler,
kiltiire edildikleri besiyeri ortamlart ve gelisme
sicakliklart Cizelge 1’de verilmistir. Stok kultirler
% 20 (v/v) steril gliserol ilave edilerek -32 °C’de
muhafaza edilmistir. Calisma kultirleri ise gliserol
ilave edilmemis besiyeri ortamlarinda +4 °C’de
saklanmustir.

Genomik DNA izolasyonu

YBG6.30 izolatindan genomik DNA Cancilla vd.
(1992) tarafindan Onerilen yontemde kiigik
degisiklikler yapilarak izole edilmistir. 1 ml. aktif
YB6.30 kultirt 13000 gde 5 dakika santrifii]
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(Sigma 2-16P, Almanya) edilmis ve hiicre peleti
0.5 mL liziz buffer ile ¢ézulmustir. 37 °C’de 1
saat inkiibasyonun ardindan, tipe 30 uL sodyum
dodesil silfat (SDS, % 10 w/v) ilave edilmis ve
tip 80 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Lizata
0.7 mL fenol-kloroform (1:10, v/v) ilave edilmis
ve 13000 gde 5 dakika santrifiij edilmistir.
Genomik DNA 0.7 mL 2-propanol ile presipitiye
edilmis ve 13000 gde 5 dakika santrifiij edilmistir.
Pelet 50 puL. Tris-EDTA (pH 8.0) ile ¢6zillmus ve

kullanthincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir. DNA 6rneginin agaroz jel elektroforezi
% 0.7 (w/v) agaroz orant ile hazitlanan jelde 65
voltta 1.5 saat sireyle yapimistr. Jel etidyum
bromit (0.2 pg/mL) (Amtesco Inc., Solon, OH,
ABD) igeren c¢Ozeltide boyanmis ve UV
transilluminator (Vilber Lourmat, ECX-F20.M,
Fransa) tzerinde incelenmistir. Jel fotografi
Nikon D5100 dijital fotograf makinesi (Nikon
Cotp., Japonya) kullamilarak cekilmistir.

Cizelge 1. Indikatér bakterilerin gelistirildigi besiyeri ve inkiibasyon sicakligt ve Enterococens spp. YB6.30
izolatinin inhibit6r spektrumu
Table 1. Growth medinm and incubation temperature of indicator strains, and inhibitory spectrum of Enterococens spp.
YB6.30 isolate

Gelisme besiyeri* ve
inkiibasyon sicakligt
Growth mediun® and
incubation temperature

Indikator bakteriler
Indicator bacteria

YB6.30 izolatinin
inhibisyon zonu (& mm)
Inhibition zone of YB6.30 (O mim)

Enterococcus faecinm ATCC 51559 MRS, 37 °C 19
Enterococcus faecalis ATCC 51299 MRS, 37 °C 11
Enterococcus faecalis ATCC 29212 MRS, 37 °C 11
Enterecoccus faecalis LIMG 2602 MRS, 37 °C 3
Enterococcus faecalis LMG 2708 MRS, 37 °C 20
Staphylococens anrens ATCC 29213 TSBYE, 37 °C 14
Staphylococcus carnosus LMG 2709 TSBYE, 37 °C 5
Psendomonas aernginosa ATCC 15442 TSBYE, 37 °C 13
Listeria monocytogenes ATCC 7644 TSBYE, 37 °C 15
Listeria monocytogenes ATCC 19115 TSBYE, 37 °C 4
Listeria monocytogenes ATCC 15813 TSBYE, 37 °C 17
Listeria innocua LMG 2813 TSBYE, 30°C 16
Escherichia coli LMG 3083 (ETEC) TSBYE, 37 °C 6
Escherichia coli ATCC 25922 TSBYE, 37 °C 7
Escherichia coli ATCC 25828 TSBYE, 37 °C 6
Bacillus cerens ATCC 10876 TSBYE, 37 °C 7
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 TSBYE, 37 °C 6
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 TSBYE, 37 °C 6
Streptococcus mutans ATCC 25175 TSBYE, 37 °C -
Micrococcus lntens RSK 1123 GM17, 30 °C 9

*MRS: de Man, Rogosa and Sharpe broth; GM17: M17 broth (% 0.5 glukoz); TSBYE: Triptone Soy broth (% 0.5

maya ckstraktt)

*MRS: de Man, Rogosa and Sharpe broth; GM17: M17 broth (containing 0.5 % glucose); TSBYE: Triptone Soy broth (containing

0.5 % yeast extract)

Enterococcus spp. YB6.30 izolatinin tiir
diizeyinde tanisi

Enterococens spp. YB6.30 izolatinin tiir diizeyinde
tanist 16S rRNA gen dizi analizi ile yapilmustir.
168 rRNA gen bélgesinin PZR ile cogaltilmasinda
Edwards vd. (1989) tarafindan 6nerilen yéntem
kullanilmistir.  Izolatin  tiir  diizeyinde tanist

Jackson vd. (2004) tarafindan énerilen E. mundtii
tirine  Ozgi  primer  ¢ifti  kullanilarak
desteklenmistit.  Ewterococcns  spp.  YB6.30
izolatinin tir dizeyinde tanisinda kullanilan
primer ciftleri, Grtin buyiiklikleri ve PZR kosullart
Cizelge 2’de verilmisgtir.
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Cizelge 2. Calismada kullanilan PZR primerleri, iriin buyiiklikleri ve PZR kosullart
Table 2. PCR primers, product siges and PCR protocols used in this study

Uriin
Gen Primer sekanslari (5'- 3") buy(iklugu PZR protokolii
Gene Primer sequences (5'-3") Pro dﬂ? size PCR protocol
(tp)

Baglangic denatiirasyonu
165 'DNA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 921 94°C’de 2dk; 30 déngii 94°C’de
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 30 sn, 55°C’de 60 sn, 72°C’de
90 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baglangic denatiirasyonu
sodA CAGACATGGATGCTATTCCATCT 08 95°C°de 5dk; 30 dongt 95°C’de
E. mundtii GCCATGATTTTCCAGAAGAAT 30 sn, 60°C’de 60 sn, 72°C’de
60 sn; son uzama 72°C’de 7 dk
Baglangic denatiirasyonu
A AAATATTATGGAAATGGAGTGTAT 126 94°C°de 5dk; 35 dongt 94°C’de
o GCACTTCCCTGGAATTGCTC 60 sn, 56°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
ontB GAAAATGATCACAGAATGCCTA 162 94°C°de 5dk; 35 dongt 94°C’de
GTTGCATTTAGAGTATACATTTG 60 sn, 50°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
ontP TATGGTAATGGTGTTTATTGTAAT 120 94°C’de 5dk; 35 dongti 94°C’de
ATGTCCCATACCTGCCAAAC 60 sn, 50°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
1504/B TGGGAGCAATCGCAAAATTAG 08 94°C’de 5dk; 35 dongti 94°C’de
o ATTGCCCATCCTTCTCCAAT 60 sn, 52°C'de 60 sn, 72°C'de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
bac31 TATTACGGAAATGGTTTATATTGT 123 94°C’de 5dk; 35 dongti 94°C’de
“ TCTAGGAGCCCAAGGGCC 60 sn, 50°C'de 60 sn, 72°C'de
40 sn; sonuzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
ot AS48 GAGGAGTTTCATGATTTAAAGA 340 94°C’de 5dk; 35 dongti 94°C’de
CATATTGTTAAATTACCAAGCAA 60 sn, 50°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
0 ATGAATTTTCTTCTTAAAAATGGTATCGCA 105 94°C°de 5dk; 35 dongt 94°C’de
TTAACAAGAAATTTTTTCCCATGGCAA 60 sn, 56°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
nt1071.4/B CCTATTGGGGGAGAGTCGGT 343 94°C’de 5dk; 35 dongii 94°C’de
ATACATTCTTCCACTTATTTTT 60 sn, 51°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
KS TGAGAGAAGGTTTAAGTTTTGAAGAA 330 94°C’de 5dk; 35 dongii 94°C’de
. TCCACTGAAATCCATGAATGA 60 sn, 55°Cde 60 sn, 72°C'de
40 sn; sonuzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
ontCRL35 GCAAACCGATAAGAATGTGGGAT 490 94°C’de 5dk; 35 dongii 94°C’de

TATACATTGTCCCCACAACC

60 sn, 55°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; sonuzama 72°C’de 10 dk




E. mundtii YB6.30 tarafindan (retilen bakteriyosinin karakterizasyonu

PZR islemleri TurboCycler 2 (Blue-Ray Biotech.
Corp., Taipei city, Tayvan) termal dongi
cihazinda gerceklestirilmistir. 16S rRNA gen
bélgesinin PZR fragmentinin elektroforezi % 1
(w/v), E. mundtii tirine Ozgu ptimer ¢iftd

kullanilarak ~ ¢ogaltlan PZR  fragmentinin
elektroforezi ise % 2 (w/v) agaroz orant ile
hazirlanan  jellerde yapilmustir.  Elektroforez

islemletinde Thermo Minicell®Primo EC320 tank
sistemi kullanilmistir. Jeller etidyum bromit ile
boyanmis ve UV 1sik altnda fotograflanmustir.
Fragment biyiiklikleri O’GeneRuler™ 100-bp
DNA marker (Thermo, #SM1153) ve Genesta™
100 bp DNA marker (GeneAll Bldg, GA-010,
Seul, Kore) kullanilarak belirlenmistir. 16S tfRNA
gen bolgesinin PZR fragmentinin sekans analizi
Oligomer  Biyoteknoloji Ltd. St. (ODTU
Teknokent, Ankara)’inde yaptirllmis ve dizi
benzerligi Basic Local Alighment Search Tool
(BLAST) programinda analiz edilmistir.

Antibakteriyel aktivite spektrumu

E. mundtii YB6.30 susunun antibakteriyel aktivite
spektrumu  Cizelge 1’de verilen 20 indikator
bakteriye karst test edilmistir. Antibakteriyel
aktivite testi i¢in, YB6.30 kolonileri MRS agar
ortamina steril kiirdan araciligi ile inokdile edilmis
ve 37 °Cde 24 saat inkibasyona birakilmigtir.
Gelisen koloninin tzeri uygun besiyeti ortaminda
gelistirilmis 100 pL indikatér bakteti iceren 5 mlL
yumusak agar ile kaplanmistir. Petri kutular
indikator bakterilerin gelistigi uygun sicaklikta 18
saat inkiibasyona birakilmis ve silire sonunda
YB6.30 kolonisi etrafinda olusan inhibisyon zon
caplart 6lcilmistiir (van Belkum vd., 1989).

Antibakteriyel maddenin protein dogasinin
belirlenmesi

E. mundiii YB6.30 susu tarafindan Uretilen
antibakteriyel maddenin protein dogast proteolitik
enzim uygulamast ile beliflenmistir. MRS brtoh
ortaminda 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek
gelistirilen E. mundtii YB6.30 kiltird 10000 gde 5
dakika santrifij edilmis ve 0.45 um por capl
membran  filtreden  (Sartorius,  Almanya)
gecirilerek steril kiltir dst stvist elde edilmigtir.
MRS agar ortamina 20 uL steril kiiltiir {ist stvist ve
yaklagik 1 cm uzagina enzim konsantrasyonu 50
mg/ml olacak sekilde hazitlanmis pepsin (pH

3.0), tripsin (pH 7.0), proteinaz K (pH 7.0), o-
kemotripsin (pH 7.0) veya katalaz (pH 7.0) enzim
¢ozeltisinden 20 pL. damlatlmis ve petri kutular
oda sicakhiginda 30 dakika bekletilmistir. Stre
sonunda petri kutulart 100 pL. E. faecium ATCC
51559 inokiile edilmis MRS yumusak agar ortamt
ile kaplanmugtir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon
siresi sonunda, yarim ay seklinde gorilen
inhibisyon zonlar1 kiltlr Gst stvistnin proteolitik
enzimlere duyath oldugunun gostergesi olarak
degerlendirilmistir (Ryan vd., 1996).

Bakteriyosin aktivitesi {izerine pH, enzim ve
sicaklik uygulamalarinin etkisi

Bakteriyosin aktivitesi lzerine pH, enzim ve
sicaklik uygulamalarinin etkisi Franz vd. (1997)
tarafindan 6nerilen yonteme gbre belirlenmistir.
Bakteriyosin aktivitesi tizerine pH’nin etkisini
belirlemek icin kiltir Gst stvistnin pH’st 2.0-11.0
degerleri arasinda  ayarlanmustir. pH’st
ayarlanmamis kiltiir Gst stvist kontrol olarak
kullantlmistir.  Bakteriyosin —aktivitesi Uzerine
enzim uygulamasinin etkisinin belirlenmesi i¢in
steril  kiltir  dUst  sivisina son  enzim
konsantrasyonu 1 mg/ml.  olacak sekilde
proteinaz K (pH 7.0), tripsin (pH 7.0), «-
kemotripsin (pH 7.0), pepsin (pH 3.0), a-amilaz
(pH 7.0), lipaz (pH 7.0), katalaz (pH 7.0) veya
lizozim (pH 7.0) ¢6zeltisi ilave edilmistir. Tupler
37 °C’de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmis
ve enzim aktiviteleri 100 °C’de 5 dakika 1s1
uygulamast ile sonlandirilmistir. Denemelerde
enzim uygulanmamis kiltlr Gst sivist kontrol
olarak  kullanilmustir.  Sicakltk uygulamasinin
bakteriyosin aktivitesi tizerine etkisi steril kiltir
ust stvilarinin 100 °C’de 5, 10, 15 ve 20 dakika 1sil
isleme tabi tutulmastyla belitlenmistir. Kontrol
olarak sicaklik uygulanmamus kultir st sivist
kullamlmustir. pH, enzim ve sicaklik uygulamasi

sonucu  kalan  bakteriyosin  aktivitesinin
belirlenmesinde  kritik  dilisyon  ySntemi
kullantlmigtir.  Krittk  dilisyon  yonteminde

indikatér bakteri olarak E. faecium ATCC 51559
kullantlmigtir.

Bakteriyosin yapisal genlerinin PZR ile
belirlenmesi

E. mundtii YBG6.30 susunda bilinen enterosin
yapisal genlerinin varligi, enterosin A (entA), B
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(entB), P (entP), Q (entQ), L50A/B (ent1.50A/B),
1071A/B (ent1071.A4/B), AS48 (entAS48), CRL35
(entCRL35), bakteriyosin 31 (bac37) ve mundtisin
KS  (munKS) bakteriyosinlerine &zgii  primer
giftleri  kullanilarak PZR ile arastirtlmistir
(Saavedra vd., 2004; Yousif vd., 2005; Zendo vd.,
2005; Ben Belgacem vd., 2010). Bakteriyosin
yapisal genlerinin belirlenmesinde kullanilan PZR
primetleri, Griin biytklikleri ve PZR protokolleri
Cizelge 2’de verilmistit. PZR fragmentlerinin
elektroforezi % 2 (w/v) agaroz orant ile
hazirlanan  jelde  yapilmustir.  Denemelerde
enterosin Ureticisi . faecium EYT31 (entA*, entB*,
entP*) pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Ozden
Tuncer vd., 2013).

Bakteriyosin diretimi

Bakteriyosin Uretiminin beliflenmesi i¢in E.
mundtii YB6.30 susu 100 mL. MRS broth ortamina
inokile (%1, v/v) edilmis ve 37 °Cde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona birakilan
kiltirden her saat bast olmak tlzere 12 saat
boyunca Ornek alinmis ve kiltirin optik
yogunlugu ve bakteriyosin dretim  miktart
belirlenmistir. ~ Kiltirin  optik  yogunlugu
Shimadzu 1600 UV/VIS spektrofotometre
(Japonya) kullamilarak 600 nm dalga boyunda
Olgtlmustir. Bakteriyosin tretim miktart kritik
dilisyon yontemi ile belilenmistir. Indikator
bakteri olarak E. faeciumz ATCC 51559 susu
kullandmustir (Todorov ve Dicks, 2005).

Hiicre liziz

Hiucre liziz denemesi icin 20 ml. E. wundtii
YB6.30 steril kiltiir Gst stvist erken gelisme fazina
kadar gelistirilen 100 mL E. faecium ATCC 51559
kiltirine ilave edilmis ve 12 saat streyle inkiibe
edilmigtir. Kaltirin optik yogunlugu birer saat
arayla spektrofotometre (Shimadzu) ile 600 nm’de
olctlmustir. E. mundiii YBG6.30 steril kultiir st
stvist ilave edilmemis E. faecium ATCC 51559
kiltird kontrol olarak kullanilmistir (Todorov ve
Dicks, 2005).

Bakteriyosinin kismi saflagtirilmasi

MRS broth ortaminda 37 °C’de bir gece kiltiire
edilmis 100 mL E. mundtii YB6.30 kiltiri 15000
gde 20 dakika santrifiij edilmis ve kultir ust
stvistnin - pH’st - 6.5’¢  ayarlanmugtir.  Notralize

edilmis kiltiir Gst stvisina 40 g (NH4)2SO4 (Merck,
Darmstadt, Almanya) yavas yavas ilave edilmis ve
4 °Cde bir gece karstunlmustir. Ertesi gin
doyurulmus kiiltir Gst stvist 4 °C’de 15000 g'de 30
dakika santriflyj edilmigtir. Yiizey peletleti ve dip
peleti 5 mL sodyum fosfat tampon (pH 7.0) ile
¢Ozilmuistir.  Karnstim  Gzerine 75 mL
metanol/kloroform (1:2, v/v) c¢ozeltisi ilave
edilerek 4 °C’de 1 saat ekstrakte edilmistir. Daha
sonra 6rnek 4 °C’de 15000 g'de 45 dakika santrifiij
edilmis ve olusgan pelet oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurutulan ¢ékelti 1 ml. steril ultra
saf suda ¢ozilerek -20 °C’de muhafaza edilmistir
(Foulquié Moreno vd., 2003).

Trisin-SDS-PAGE ve aktif protein bandinin
tespiti

Bakteriyosinin molekiler biyiikliigi Schigger ve
von Jagow, (1987) tarafindan Onerilen Trisin-
SDS-PAGE yéntemi kullamilarak belirlenmistir.
Elektroforez islemi Thermo OWL™ P81 dikey
tank sisteminde % 9.8’lik toplayict jel ve % 16.57lik
ayirict jel hazirlanarak tris-trisin-SDS  tamponu
(Sigma, T1165, Steinheim, Almanya) esliginde
gerceklestirilmistir. Toplayict jel icin 30 volt,
ayirict jel icin 90 volt elektrik akimi uygulanmustir.
Jel  kuyularina kismi  saflastirilmast  yapilmis
bakteriyosin 6rneginden 10 uplL  aktarilmustir.
Elektroforez islemi sonrast jel iki ayt1 parcaya
ayrilmis ve parcalardan biri peptid bantlarinin
buyukliginin belirlenmesi icin  Coomassie
brilliant blue R250 (Merck) ¢Ozeltisi ile
boyanmustir. Boyanmamus jel parcast aktif protein
bandinin tespiti icin kullamilmustir. Bunun igin jel
steril ultra saf su ile 3 kez ytkanmistir. Yikanan jel,
besiyeri ile jel arasinda bosluk kalmayacak sekilde
MRS agar bulunan petri kutusuna (@ 14 cm)
yetlestirilmis ve yuzeyi E. faecium ATCC 51559
inokile edilmis 20 ml. MRS yumusak agar ile
kaplanmistir.  Petri kutusu 37 °Cde 24 saat
inkiibasyona birakidmis ve siire sonunda jel
tzerinde olusan inhibisyon zonu incelenmigtir
(Tuncer ve Ozden, 2010).

SONUC VE TARTISMA
Fenotipik yontemlerle cins dizeyinde tanisi
yapilmis olan antilisterial aktiviteye sahip

Enterococens spp. YBG6.30 izolattmin tir diizeyinde
tanust 16S rRNA gen dizi analizi ve tiire Ozgi
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primer cifti kullanilarak yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile yapdmistr. Enterococcus spp.
YB6.30 izolatinda 16S rRNA gen bolgesinin PZR
ile ¢ogaltlmis amplikonunun DNA dizisi BLAST
programinda analiz edilmis ve Enterococcus mundtii
ile % 96 oraninda benzerlik  gdsterdigi
belirlenmistir. YB6.30 izolattmn tir diizeyinde
tanist . mundtii tirine Ozgh primer ¢iftd
kullamilarak PZR ile desteklenmistir. Ttre 6zgi
PZR analizi sonucu YB06.30 susunun E. waundtii
tirtine zgl primer cifti ile 98 b¢ biyiikligiinde
amplikonlar verdigi agaroz jel elektroforezi ile

belirlenmistir. Elde edilen bulgular 1s1ginda
antilisterial aktiviteye sahip Ewferococcus  spp.
YB6.30 izolatt  Ewnterococcens  mundtii  olarak

tantmlanmustir. Gegmis yillarda yapilan benzer
calismalarda da basta geleneksel peynir (Parada
vd., 2007; I§leroglu vd., 2012; Ozden Tuncer vd.,
2013; Favaro vd., 2014; Avct ve Ozden Tuncer,
2017) ve fermente sosis (Paramithiotis vd., 2014)
olmak tizere ¢ig siit (Tuncer vd., 2014) ve boza
(Gok Charyyev vd., 2019) gibi farkll gida
Orneklerinden  antilisterial ~ aktiviteye  sahip
Enterococens tutleri izole edilmistir. Ancak s6z
konusu calismalarda bakteriyosin dretimi E.
faecium ve E. faecalis tirlerinde daha sik tanimlanan
bir 6zellik olarak dikkati cekmektedir. Bu nedenle
calisma  kapsaminda  kullanilan  antilisterial
aktiviteye sahip Enterococens spp. YB6.30 izolatinin
E.  mundtii olarak tanimlanmasi  Snemlidir.
Giiniimiize kadar bakteriyosin treticisi oldugu
belirflenmis siurh sayida E. mundtii susu rapor
edilmistir (Kawamoto vd., 2002; De Kwaadsteinet
vd., 2005; Ferreira vd., 2007; Espeche vd., 2014;
Settanni vd., 2014). S6z konusu c¢alismalarda
kullandlan E. mundtii suslart genellikle bitkisel
kokenli izolatlardir. Istisnai olarak Ferreira vd.
(2007) tarafindan kullandan E. mundtii suslan
insan digkisi izolatt, Espeche vd. (2014) tarafindan
kullanulan E. mundni CRLL1656 susu ise saglhkli
sigir izolatidir. E. mundtii YB6.30 susu fermente
sucuktan izole edilen ilk bakteriyosin iireticisi .
mundtii susudut.

Aktivite spektrumu belirleme ¢alismasi sonucu E.
mundtii ' YB06.30 susunun Listeria innocna, L.
monocytogenes, Staphylococcus anrens, Bacillus cereus,
Salmonella  Enteritidis, S. Typhimurium ve
Escherichia coli gibi gida patojenlerinin de dahil

oldugu ¢esiti Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterileri inhibe ettigi belitlenmistir (Cizelge 1).
E. mundtii YBG6.30 susu tarafindan dretilen
antibakteriyel maddenin  Gram-pozitif gida
patojenlerinin  yant sita  Salmonella ve E. coli
suslarina karsi da inhibitér etki géstermesi dikkat
cekicidir. LAB tarafindan Uretilen
bakteriyosinlerin Gram-negatif bakteriler tizerine
inhibitdr etki gosterdigini bildiren sinurh sayida
calisma bulunmasina ragmen bazi Enterococcus
titrleri tarafindan iretilen enterosinlerin Gram-
pozitif bakterilerin  yami  sira  Gram-negatif
bakterilere karst da antibakteriyel aktivite
gosterdigini bildiren calismalar bulunmaktadir
(De Kwaadsteniet vd., 2005; Ferreira vd., 2007;
Alvarez-Cisneros vd., 2011; M’hir vd., 2011; H-
Kittikun vd., 2014; Schelegueda vd., 2015; Avct ve
Ozden Tuncer, 2017).

Proteolitik enzim uygulamast sonucu, E. mundtii
YB6.30 susu tarafindan iretilen antibakteriyel
maddenin katalaz enziminden etkilenmedigi
ancak proteinaz K, pepsin, o-kemottipsin ve
tripsin  ile aktivite kaybina ugradigi tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular antibakteriyel
aktivitenin H>O» kaynakli olmadigini, YB6.30
susu tarafindan Uretilen antibakteriyel maddenin
protein  yaptda  (bakteriyosin)  oldugunu
gOstermistit. Bakteriyosinler protein  dogalart
nedeniyle proteolitik enzim uygulamalari sonucu
kismen veya tamamen aktivitelerini
kaybetmekteditler (Ben Belgacem vd., 2010).
Farkli  arastirmacilar  tarafindan  yapilan
calismalarda da LAB tarafindan  retilen
bakteriyosinlerin ~ proteinaz K, tripsin, o-
kemotripsin ve pepsin gibi proteolitik enzimler ile
muamele edilmeleri sonucunda aktivitelerini
kismen ya da tamamen kaybettikleri rapor
edilmistir (Kawamoto vd., 2002; De Kwaadsteniet
vd., 2005; Ferreira vd., 2007; H-Kittikun vd.,
2014; Gok Chatyyev vd., 2019).

Bakteriyosin aktivitesi lzerine pH, enzim ve
sicaklik uygulamalarimin  etkisi  Cizelge 3’de
verilmistir. Bakteriyosin aktivitesi tizerine pH’nin
etkisinin test edildigi denemeler sonucu E. mundtii
YB6.30 susu tarafindan dretilen bakteriyosinin
pH 2.0-9.0 arahiginda aktivitesini korudugu, pH
10.0°da aktivitesinin % 50 oraninda azaldigt ve pH
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11.0°de ise aktivitesini kaybettigi belirlenmistir.
Benzer olarak farkli calismalarda da enterosinlerin
genellikle pH 2.0 ile 10.0 arasinda aktivitesini
korudugu bildirilmistir (Zendo vd., 2005; Ferreira
vd., 2007; Strompfova ve Laukova, 2007; Javed
vd., 2011; Ahmadova vd., 2013; G6k Charyyev
vd., 2019). Enzim uygulamas: sonucu
bakteriyosinin  katalaz, lizozim ve lipaz
enzimlerine karst aktivitesini korurken proteinaz
K, pepsin, a-kemotripsin, tripsin ve o-amilaz
enzimleri ile muamele edildiginde aktivitesini
tamamen kaybettigi beliflenmistir. Enterosinlerin
protein dogalart nedeniyle proteolitik enzimler ile
muamele edildiklerinde aktivite kaybina ugradigi,
lipaz, katalaz ve lizozim enzimlerinden ise
etkilenmedigi bildirilmistir (Kawamoto vd., 2002;
Parada vd., 2007; Javed vd., 2011; Chen vd., 2013;
Ahmadova vd., 2013; Gok Charyyev vd., 2019).
E. mundtii YB6.30 susu tarafindan uretilen
bakteriyosinin aktivitesi lizerine lipaz enziminin
etkisiz olmasi tretilen bakteriyosinin yapisinda
lipit bulunmadigint gbstermektedir. Diger taraftan
uretilen  bakteriyosinin = a-amilaz  enzimi
uygulamast aktivitesini  kaybetmesi
bakteriyosin aktivitesi icin karbonhidrat yapinin
gerekli oldugunu gostermektedir. Gegmis yillarda
vapilan caligmalarda da  o-amilaz’a  duyartlt
glikoprotein bakteriyosinler bildirilmistir (Tuncer
ve Ozden, 2010; Seo vd., 2014; Heredia-Castro
vd.,, 2015; Gok Charyyev vd., 2019). Sicaklik
uygulamasinin  bakteriyosin aktivitesi Uzerine
etkisinin  arastirlldigt  denemeler  sonucu,
bakteriyosinin 100 °C’de 5, 10, 15 ve 20 dakika
sicaklik uygulamalarinda aktivitesini korudugu (1s1
stabil oldugu) belirlenmistir. Enterosinler 1st stabil
bakteriyosinlerdir. Cogu enterosinin 121 °C’de 15
dakika 1s1l islem uygulamasi sonucu aktivite
kaybina ugramadigs rapor edilmistir (Kawamoto
vd., 2002; Parada vd., 2007; H-Kittikun vd., 2014;
Schelegueda vd., 2015; Gok Charyyev vd., 2019).
E. mundiii YB6.30 susu tarafindan Uretilen
bakteriyosinin  genis pH araliginda aktivite
gOstermesi ve 1s1 stabil olmasi gida proseslerinde
kullantmi acisindan 6nemli bir avantajdir.

sonucu

Bilinen enterosin primer ¢iftleri kullanilarak
yapilan PZR denemeleri sonucunda E. mundtii
YB6.30 susundan mundtisin KS iretiminden
sorumlu  m#nKS  genine  6zgii 380  bg

buytkliginde amplikon elde edilmistir. PZR
denemelerinde kullanilan diger primer ¢iftleri ile
herhangi bir amplikon elde edilememistir (Sekil 1).
Bu bulgular E. mundtii YB6.30 susu tarafindan
tretilen bakteriyosinin mundtisin KS oldugunun
gicli delili olarak kabul edilmistir. Gintimiize
kadar E. mundtii suslaninda mundtisin (Bennik vd.,
1998), mundtisin KS (Kawamoto vd., 2002),
mundtisin CRL35 (Saavedra vd., 2004), mundtisin
QU2 (Zendo vd., 2005) ve mundtisin L. (Feng vd.,
2009) olmak tizere sinirli sayida bakteriyosin
tantmlanmustir.

Gizelge 3. E. mundtii YB6.30 tarafindan tretilen
bakteriyosinin aktivitesi iizerine pH, enzim ve
sicaklik uygulamalarinin etlkisi
Table 3. The effects of pH, engyme and heat treatments
on the acyivity of the bacteriocin produced by E. mundtii

YB6.30
Muamele Bakteriyosin
Treatment Aktivitesi
(AU/mL)
Bacteriocin activity
(AU/mL)
E. mundtii YB6.30
Kontrol/ Control 800
pH
2 800
3 800
4 800
5 800
6 800
7 800
8 800
9 800
10 400
11 0
Enzim/ Enzyme
Proteinaz K/ Proteinase K 0
Pepsin/ Pepsin 0
Lizozim/ Lysozyme 800
a-Kemottipsin/ a-Chymotrypsin 0
Tripsin/ Trypsin 0
o-Amilaz/ a-Amylase 0
Lipaz/Lipase 800
Katalaz/ Catalase 800
Sicaklik/ Heat
100°C 5 dk /100°C 5 min 800
100°C 10 dk /700°C 10 min 800
100°C 15 dk /100°C 15 min 800
100°C 20 dk /700°C 20 min 800
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8 9 10 11 M 12 13 14

2000 bg
1200 bg
munKS 380 bg
500 bg
entB 162 bg
entA 126 bg
entP 120 bg
100 bg

Sekil 1. E. mundtii YB6.30 susunda bilinen enterosin yapisal genlerinin PZR ile tespiti (1-10: E. mundtii
YBG6.30, 12-14: E. faecinm EY'T31 (pozitif kontrol))
1: entA; 2: entB; 3: entP; 4: entl 504/ B; 5: bac31; 6: entAS48; M: Genesta™ 100 bc DNA marker
(GeneAll, Kore); 7: entQ; 8: ent1071.4/B; 9: entCRI.35; 10: munKS (380 bg); 11: negatif kontrol (su); M:
Genesta™ 100 b¢ DNA marker (GeneAll, Kore); 12: entA (126 bg); 13: entB (162 bg); 14: entP (120 bg)

Figure 1. Detection of known enterocin structural genes in E. mundtii YB6.30 strain by PCR (1-10: E. mundtii
YB6.30, 12-14: E. faecium EY 131 (positive control))
1:entA; 2: entB; 3: entP; 4: entl 504/ By 5: bac31; 6: entAS48; M: Genesta™ 100 bp DNA marker (GeneAll,
Korea); 7: entQ; 8: ent1071.4/B; 9: entCRI.35; 10: munKS (380 bp); 11: negative control (water); M: Genesta™
100 bp DNA marker (GeneAll, Korea); 12: entA (126 bp); 13: entB (162 bp); 14: entP (120 bp)

Bakteriyosin  retiminin  belitlenmesi Uzerine 900 - - 23
yapilan denemelerde E. mundtii YB6.30 susunun 3,80 |
inkiibasyonun 4. saati sonunda 50 AU/mL 53 00 - -2
diizeyinde bakteriyosin drettigi tespit edilmistir. ngu | _
Inkiibasyonun ilerleyen saatlerinde bakteriyosin S8 | 15 £
aktivitesinin hiicre yogunlugunun artisina paralel gé ik é
olarak  artug  belitlenmigtr. En  yuksek £ T 300 | g
bakteriyosin aktivitesi olan 800 AU/mL kultir £3 i |

o y . g . 3 L o3
yogunlugunun 1.987 degerine ulastigt 9. saatin 28 '
sonunda tespit edilmistir (Sekil 2). Bakteriyosin = 100;
tretiminin gelisme fazinda baglamis ve gelisme ’ 6 F 3 B 4w S o8 o g ¢
fazinin sonunda maksimum seviyeye ulagmug Zaman (saat)
olmast E. mundtii YB6.30 susu tarafindan Uretilen . - Time (horc)
bakteriyosinin primer metabolit kinetigine sahip Sekil 2. E mundlii YB6.30 sugunun 37°C’d.e
oldugunu isaret etmektedir. Farkli arastirmacilar kontrolstiz pH’da be.lk.tenyomn. urctimi (OPUk.
tarafindan yapilan calismalarda da  Enterococcus yog“unl}lk.600 nm’de ~(1(;1~ dolu dgre), balitenyosm
tiitleri tarafindan Uretilen baktetiyosinlerin primer tretimi AU/ml cinsinden (ici dolu stitun)).
metabolit kinetigine sahip oldugu rapor edilmistir Figure 2. Bacteriocin production of E. mundtii YB6.30
(Ferreira vd., 2007; Mattin-Platero vd., 2009; strain at uncontrolled pH at 37°C (optical density at
Chen vd., 2013; Espeche vd., 2014; Gok Charyyev 600 nm (filled circle), bacteriocin production as AU/ mL
vd., 2019). (filled column).
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Hiicre liziz calismast ile E. faecium ATCC 51559
kaltirinin  optik  yogunlugunun bakteriyosin
iceren kultiir st stvisinin ilave edilmesini takiben
dismeye basladigi ve bu inhibisyonun 12. saatin
sonuna kadar devam ettigi tespit edilmistir (Sekil
3). Elde edilen bulgular isiginda E. mundtii YB6.30
susu tarafindan tretilen bakteriyosinin E. faecium
ATCC 51559 susuna karst bakterisidal etki
gOsterdigi  belitlenmistit.  Enterococcus  suslart
tarafindan  dretilen  bakteriyosinlerin  duyarli
indikatér bakterilere karst bakterisidal etki
gOsterdigi farkll arastirmacilar tarafindan yapilan
calismalarda da tespit edilmistir (Alvarez-Cisneros
vd., 2011; Javed vd., 2011; Ahmadova vd., 2013;
Favaro vd., 2014; Ndlovu vd., 2015; Gok
Charyyev vd., 2019).

o

= — —
o (] o

OD (600nm)

=
g

9 10 11 12 13

0 1 2 3 4 5 6 71 8

Zaman (saat)
Time (hour)

Sekil 3. E. mundtii YBG6.30 kiiltiir iist swisinn, kiiltiir
dist swist dlave edilmemis (igi dolu daire) ve edilmis (igi
bog diggen) E. faecium ATCC 51559 un gelismesi
wizerine etki sekli. Ok bakteriyosin ieren kiiltiir jist
sewesinin tlave edildigi noktay: gostermektedir.

Figure 3. Mode of action of cell free supernatant of E.
mundtii YB6.30 on growth of E. faecinm ATCC
51559 withont cell free supernatant (filled circle) and
with cell free supernatant (open triangle). The arrow
indicates the point at which cell free supernatant
containing active bacteriocin was added.

E. mundtii YB6.30 susu tarafindan tretilen kismi
saflastirllmast yapilmis bakteriyosinin molekiiler
buyukligi  Trisin-SDS-PAGE  yontemi  ile
beliflenmistir (Schigger ve von Jagow, 1987).
Aktif protein bandinin molekiler buyikligu
yaklasik 7.56 kDa olarak tespit edilmistir (Sekil 4).
Yapilan c¢alismalar giinimiize kadar tanimlanmis
grup Ila  dyesi enterosinlerin  molekiler
buytkliklerinin 10 kDa’dan kiiciik oldugunu
gostermistir (Eijsink vd., 2002; Ferreira vd., 2007,
Gok Charyyev vd., 2019). Elde edilen sonug da
bunu destekler niteliktedir. Kawamoto vd. (2002)
tarafindan yapilan calismada E. mundtii NFRI
7393 susu tarafindan dretilen amonyum silfat
¢coktirmesi,  katyon-degisim  kromotografisi,
aseton cOktiirmesi ve sivi-faz ekstraksiyonu ile
saflastirlmis  mundtisin = KS’nin  Trisin-SDS-
PAGE ile tek aktif protein bandi verdigi
belitlenmistir. Arastirmacilar amino asit ve
nikteotit dizilerini esas alarak mundtisin KS’nin
yaklastk 4290 Da molekiiler buytklige sahip
oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada E. mundtii
YB6.30 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin
saflastirllmasinda  sadece  amonyum  silfat
¢oktirmesi yapilmis olmast bakteriyosinin Trisin-

SDS-PAGE’de goctni  etkilemis  olabilecegi
dustnilmektedir. Benzer olarak Huang vd.
(2016), sadece amonyum silfat ¢oktirmesi

yaparak kismi saflastirmasint yapuklatt Bacilius
thuringiensis BRC-ZYR2 susu tarafindan Uretilen
thurisin =~ B/CspB  bakteriyosininin ~ molekiler
buyikligini Trisin-SDS-PAGE ile <14.4 kDa
olarak  tespit etmisken, anyon  degisim
kromotografisi ile saflastiilmis bakteriyosinin
molekiiler agitligint Trisin-SDS-PAGE ile 7 kDa
olarak tespit etmislerdir. Bu nedenle ileride
yaptlacak calisma ile E. mundtii YB6.30 susu
tarafindan Uretilen bakteriyosinin molekiiler
buyikliginin kesinlik kazanmast i¢in amonyum

stlfat ¢oktirmesini takiben kromotografik
saflasirma  proseslerinin = de  uygulanmasi
gerekmektedir.
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Inhibisyon zonu
Inhibition zone

Sekil 4. Kismi saflastirilmast yapilmus bakteriyosinin Trisin-SDS-PAGE ile ayrimi. M: multicolour low
range protein marker (fermentas), 1: protein bantlari; 2: TSBYE yumusak agarda E. faecium ATCC
51559’in inhibisyonu (ok).

Figure 4. Separation of partially purified bacteriocin by tricine-SDS-PAGE. M: multicolour low range protein ladder
(fermentas), 1: protein bands; 2: inbibition of E. faecium ATCC 51559 (arrow), embedded in TSBYE soft agar.

SONUC
Bu calismada antilisterial aktiviteye sahip E.
mundtii - YB6.30  susu  tarafindan  Uretilen

bakteriyosinin karakterizasyonu yapdmustir. Genis
aktivite spektrumuna sahip mundtisin KS treticisi
oldugu tespit edilen E. mundtii YB6.30 susu gida
giivenligini gelistirmek amach fermente gida
tretiminde starter ya da yardimct starter kiltir
olarak kullanim potansiyeline sahiptir. Kasap ve
Tuncer (2019) tarafindan yapilan calismada,
mundtisin KS treticisi E. zundtii YB6.30 susunun
gida  endistrisinde  starter  kiltir  olarak
kullantminin giivenli oldugu belirtilmistir. fleride
yapilacak calismalar ile mundtisin KS treticisi E.
mundtii YB6.30 susunun gida tiretim proseslerinde
starter/yardimet starter kultir olarak kullaniminin
test edilmesi gerekmektedir.

TESEKKUR

Bu calismayt FYL-2018-5761 nolu proje ile maddi
olarak destekleyen Siilleyman Demirel Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi’ne
tesekkir ederiz.

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

YAZAR KATKILARI

YT, calisma konusunu belirlemis ve deneysel
calisma dizenegini planlamistir. TA ve YT
deneysel  calismalart  gergeklestirmistir.  TA
makalenin taslagini olusturmus, YT makalenin
inceleme-dlizenleme  asamalarinda  danisman
olarak katki saglamistir. Yazarlar makalenin son
halini okumus ve onaylamustir.
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Calismada, dondurularak kurutulmus beyaz dut posast (%10) ile yapragt (%3) toz halinde ekmeklik bugday
unlu ve tam bugday unlu ekmek tGretiminde kullamlmustir. Toplam fenolik madde miktar en yiksek ve en
dustik strastyla 48.2615.40 mg/100 ¢ GAE, 18.50£1.36 mg/100 ¢ GAE olarak dut yaprakli tam bugday
unlu ve dut yaprakli ekmeklik bugday unlu ekmeklerde tespit edilmigtir. Antioksidan aktivitesi en yiitksek
ekmek cesidi, 3.2970.33 uM TEAC/g degeri ile dut yaprakli tam bugday unlu ekmegi olmustur.
Antidiyabetik aktivite, en yiiksek ve en diistik a-glikosidaz ve a-amilaz enzim inhibisyonu strastyla dut yaprakl
tam bugday unlu ve kontrol grup ekmeklik bugday unlu ekmeklerde saptanmustir. Akarbozun «-glikosidaz
ve o-amilaz enzim inhibisyon degerleri %069.00 ve %78.30 bulunmustur. Akarboz etken maddeli ilaca
alternatif olarak beyaz dut yapraginin ve dut yaprakli tam bugday unlu ekmegin amaca uygun olabilecegi
sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Polifenoller, fonksiyonel ekmek, fenolik bilesikler, antidiyabetik aktivite, tip 2 diyabet

EFFECT OF WHITE MULBERRY (Morus alba) LEAVES AND PULP ON THE
ANTIOXIDANT AND ANTIDIABETIC ACTIVITY OF WHITE AND WHOLE
WHEAT BREAD

ABSTRACT

In the study, freeze-dried white mulberry pulp (10%) and leaf (3%) were used in the production of
powdered bread wheat flour and whole wheat flour bread. Total amount of phenolic substances was
determined as the highest and lowest 48.26+5.40 mg/100 g GAE, 18.50+1.36 mg/100 g GAE in
mulberry leaf whole wheat flour and mulberry leaf bread wheat flour, respectively. Bread variety with
the highest antioxidant activity was the whole wheat flour bread with mulberry leaves value of
3.29+0.33 uM TEAC/g. Antidiabetic activity, highest and lowest o-glycosidase and o-amylase
enzyme inhibition were detected in whole wheat flour with mulberry leaves and bread wheat flour.
a-glycosidase and o-amylase enzyme inhibition values of acarbose were found to be 69.00% and
78.30%. It was concluded that white mulberry leaves and whole wheat bread with mulberry leaves
could be appropriate for the purpose as an alternative to the diabetics’ drug with acarbose active
ingredient.

Keywords: Polyphenols, functional bread, phenolic compounds, antidiabetic activity, type 2 diabetes
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GIRIS
Gelencksel beslenmede temel besin Ggesinin
karsilanmast ile ginlik yeterli enerji alimi
saglanmaktadir. Giinimiizde optimum beslenme
kavraminin dogmastyla besin 6gesi olmayan ancak
sagliga cok yonli faydalart bilinen biyoaktif
bilesenlerin 6nemi her gecen gln artmaktadir.
Fonksiyonel gida bilimi, optimum sagliga
ulagmada veya hastalik gelisimini 6nlemede
metabolik proseslere iliskin bilgiler kapsaminda
bu prosesleri belitleyecek biyolojik belirtegleri
tantmlamayl amaglamaktadir (Karakaya ve EI,
20006). Gunimizde enerji dengesi ve vicut
agithiginin diizenlenmesinde tip 2 diyabete yonelik
fonksiyonel — gidalar/bilesenler — gelistirilmesini
kapsayan calismalara yonelim artmaktadir.

Diabetes Mellitus (DM), pankreasin yeterli instlin
tretememesi veya vicudun rettigi instlini etkili
bir sekilde kullanamamast olusan
dinyadaki ve tlkemizdeki en 6nemli metabolik
hastaliklardan ~ biridir ~ (Brand-Miller  vd,,
2003).Beslenme aligkanliklart ve degisen yasam
tarztyla birlikte yillar gectikce diyabet hastaliginda
artty  gorulmistir.  Uluslararast  Diyabet
Federasyonu (IDF) verilerine gbre 2019 yilinda
463 milyon diyabetli hasta mevcut iken 2045
yilinda bu sayinin 700 milyona ulasacagi
ongorilmektedir (IDF, 2019). Obezite, yas ve
hareketsizlik tip 2 diyabet gelisiminin yaygin
nedenleridir. Diyabet hastaliginin bir diger riski de

sonucu

kan plazmasindaki antioksidan  seviyesinin
azalmasidir (Buytkbalci ve El, 2008).
Tip 2 diyabet hastaliginin ilag tedavisinde

kullanilan ticari olarak bulunan enzim inhibitérleri
(akarboz, miglitol ve metformin) karin sismesi,
gaz veya diare gibi gesitli yan etkilerle birikte
karaciger, bobrek gibi organlarda
toksisiteye sebebiyet verdigi icin alternatif dogal a-
amilaz kayna8i ve a-glikosidaz inhibitétlerinin
arastirilmast  giderek  6nem  kazanmaktadir
(Dinggag, 2011; Vadivel vd., 2011).

vucutta

Son  yillarda, a«-amilaz  ve  o-glikosidaz
inhibitorlerince  zengin  hipoglisemik — gidalar
Uzerine yapilan ¢alismalar oldukca dikkat

cekmektedir. Bu amagla hipoglisemik ajanlar,
karbonhidrat inhibitorleri, bagirsaklardan glikoz

emilimini geciktiren kompleks karbonhidratlar
kullandabilmektedir (Akyurt, 2014; Galanakis,
2018; Papamichou vd., 2019).

Karbonhidratlarin sindirim enzimlerinin
aktivitesini inhibe etmesi yoluyla gidanin daha az
sindirilerek daha az enerji vermesini saglayan
biyoaktif ~bilesenlerin arastirdlmasi  diyabetin
onlenmesinde  yeni yaklasimlar olarak ele
alinmaktadir. Gidalarda bulunan fenolik bilesikler,
fitatlar, lektinler, taninler, saponin biyoaktif
bilesenleri, dogal enzim inhibitotrleri gbrevi
Ustlenerek gastrointestinal sistemde nisastanin
sindirilebilirligini ve glisemik indeksi etkileyen
ozellikleri bulunmaktadir (Yun, 2010; Aslan vd.,
2010).Katbonhidrat sindirim inhibit6tleri
bilesenlerinden biri olan polifenoller, besin degeri
olmayan, ancak insan sagligi tzerinde olumlu
etkileri olan biyoaktif bilesikler olarak bir¢ok
bitkide ve 6zellikle meyvelerin kabuklarinda
yogun olarak bulunan ikincil metabolitlerdir
(Tucci vd., 2010; Lee vd., 2015). Polifenollerin
nisasta sindiriminde gérev alan «- amilaz ve o-
glikosidaz enzimlerini inhibe ederek besin 6gesi
emilimini modile ettigi bildirilmektedir. Bu da
kalori alimi, kan glikoz kontrolil tizerine olumlu
etkiler saglamaktadir (Lima vd., 2006; Gongalves
vd., 2011).

Meyvelerdeki polifenollerin, karbonhidratlarin
sindiriminde a-amilaz ve a-glikosidaz enzim
inhibisyon aktivitelerinde 6nemli oldugu bitki
ekstraklart ile yapilan calismalarda ortaya
koyulmustur (McDougall vd., 2005; Palafox-
Carlos vd., 2011; Coe ve Ryan, 2016).Beyaz dut
yapraklann  flavonlar, steroidler, triterpenler,
aminoasitler, vitamin ve mineraller gibi bir¢ok
bilesen icerir. Bitki Gizerinde yapilan antidiyabetik

aktivite  caligmalari  sonucunda  yapraklatnn
tasidiklar fitosterol glikozitleri ve skopoletin
ctkisiyle ~ antidiyabetik ~ aktivite  gosterdigi

saptanmustir (Marles ve Farnsworth, 1995; Natic
vd., 2015). Beyaz dut meyvesinde, %81.72 nem,
%0.48 yag, %1.55 protein, %1.47 lif, %14.21
karbonhidrat miktari oldugu yapilan calismalar
sonucunda beliflenmistir (Ercisli ve Orhan, 2007;
Imran, 2010). Dut posasinin, suda ¢6ztnebilir
karbonhidrat (%20.85) ve protein (%21.86)
acisindan zengin oldugu bildirilmistir (Zhou ve



Beyaz dut yapragi ve posasi eklenen ekmeklerin antioksidan ve antidiyabetik aktivitesi

ark., 2012). Yapilan galismalar sonucunda, dut
yapraginda toplam fenolik madde miktarinin
24.12-39.38 mg/g; klorojenik asitin 3.10-10.05
mg/g; toplam flavonoid madde miktarinin 38.32-
76.42 mg/g; rutinin 0.96-3.49 mg/g; alkaloidletin
1.17-6.91 mg/g; deoksinojitimisinin 0.40-5.31
mg/g arasinda degistigi gorulmustiir. Ayrica, dut
yapraklatinda 153.1-309.1 mg/g protein, 80.1—
134.2 mg/¢ karbonhidrat, 8.1-22.7 mg/g mineral,
6.4-15.1 mg/g yag ve 276.0-366.6 mg/g diyet lifi
icerigi tespit edilmistir (Butt vd., 2008; Hao vd.,
2018; Hu vd., 2019). Dut yapraklarn icinde
bulunan  deoksinojirimisin = adli  bilesigin,
glikosidaz, stkraz ve maltaz gibi enzimlerin
inhibisyonunu diizenledigi belirlenmistir.
Boylelikle dut yapraklart diyabet hastaliginin
tedavisinde kullanilabilmektedir (Unliier, 2011;
Chen vd., 2018). Yapilan bir calismada dondurma
tretiminde dogal tatlandirict olarak dut tozu
ilavesinde kullanilmis, kalori degerinde azalma
gbrilmuistir (Arslaner ve Salik, 2017). Klinik bir
calismada, diyabetli fareler 28 giin boyunca 1:1
oraninda dut yapragt unu ve vyulaf kepegi
kombinasyonundan olusan yemle beslenmis, o-
glikosidaz aktivitesini inhibe etme, instlin etkisini
artirma gibi antidiyabetik etkileri oldugu tespit
edilmistir (Hu vd., 2019).

Ekmek 6zellikle tilkemizde sevilerek tiiketilen ve
ulagtlmast  olduk¢a  kolay  temel  besin
maddelerinden  biridir. ~ Son  zamanlarda
arastirmaciar ekmegin zenginlestirilmesi ile
birlikte yetersiz beslenme ve bunun sonucu olarak
ortaya ctkabilecek hastaliklarin ontine
gecilebilecegini belirtmektedit. Ekmegin
fonksiyonel ve besinsel degerini artirmak amact ile
esansiyel aminoasit, protein oranlart olduk¢a
yuksek olan baklagil unlart (soya, nohut, fasulye,
bakla), kan kolesterol seviyesini digirdigh ve
kolon kanserini 6nledigi belirlenen diyet lifi igeren
gidalar (gavdar, yer elmast, karahindiba, kusburnu
tohumu unu, nar ¢ekirdegi unu), antioksidan
maddeler iceren Grtinler (yesil ¢ay, zerdegal, izim
cekirdegi) ve esansiyel yag asitlerini barindiran
cesiti  gidalar  (deniz  drlinleri,  susam)
kullantlabilmektedir (El-Megeid vd., 2009; Peng
vd., 2010; Lim vd., 2011; Das vd., 2012; Dziki vd.,
2014; Gl ve Sen, 2017; Gul ve Sen, 2017a).

Son yillarda fonksiyonel ekmek iretimi tizerine
zenginlestirme calismalarinin sayist artmistr. Bu
ama¢ dogrultusunda bitki, meyve-sebze ve yan
trinlerin = kullanim 6nem  kazanmustir.
Karabugday bitkisinin yesil kistmlarinin (%2.5 ve
%D5); yesil cay tozu (%0.5), kekik (%0.75) ve salca
(%0.75) karisimi; sarimsak tozu (%0.5, %1 ve
%1.5); zencefil tozu (%3, %4.5 ve %o0);
kurutulmus elma, erik, havuc ve lahana (%5 ve
%10); muz ununun (%10) eklenmesi ile
ekmeklerin  antioksidan ve fenolik madde
seviyesini artirdign  bildirilmistir  (Filipcev vd.,
2010; Sivam vd., 2011; Dziki vd., 2014).

Bu calismada, beyaz dut yapraklannin ve
posasinin liyofilize toz halinde beyaz ve tam
bugady unlarina eklenerek ekmek tretiminde
kullantlmast ile tip 2 diyabet hastalart icin
karbonhidrat sindirim inhibitdrii olarak dogal gida
bileseni  iceren  bir  Urlin  gelistirilmesi
amaclanmustir. Bu amacla hammadde (beyaz dut
posasi, beyaz dut yapragi) ve son driinde (kontrol
ve zenginlestirilmis ekmek ¢esitleri) toplam
fenolik bilesen miktar, toplam antioksidan
aktivite (TEAC yontemi), antidiyabetik aktivite (-
amilaz  ve a-glikosidaz enzim inhibisyonu)
analizleri gerceklestirilmisgtir.

MATERYAL VE YONTEMLER

Materyal

Beyaz dut (Morus alba) ve yapraklart Haziran-
Temmuz aylarinda taze toplanip Manisa Celal
Bayar Universitesi Gida Miihendisligi bélim
laboratuvarina getirilmistir. Beyaz dutlarin posast
katt meyve stkacagt (160 W) (Moulinex, Fransa) ile
ayrilmis ve analiz anina kadar laboratuvar tipi
dondurucuda (-86°C) muhafaza edilmistir. Beyaz
dut yapraklart ise derin dondurucuda (-20°C)
depolanmustir. Beyaz dut posast (BDP), beyaz dut
yapragt (BDY) kullanilarak ekmek tretimleri
gerceklestirilmistir. Calisma deseninde, kontrol
grubu ekmeklik bugday unlu ekmek (KBE),
kontrol grubu tam bugday unlu ekmek (KTE), dut
posali ekmeklik bugday unlu ekmek (DPBE), dut
yaprakli ekmeklik bugday unlu ekmek (DYBE),
dut posalt tam bugday unlu ekmek (DPTE), dut
yaprakli tam bugday unlu ekmek (DYTE) seklinde
6 farkll ekmek formilasyonlari olusturulmustur.
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Yoéntem

Dut Yaprak ve Posasinin Kurutulmasi
Liyofilizatérde kurutma islemi baslamadan 6nce
posa ve yapraklarda baslangictaki nem miktart
hizli nem tayin cihazt (Radwag, MA 50/1.R,
Polonya) ile tespit edilmis, beyaz dut posalarinda
%80%3 nem, beyaz dut yapraklarinda ise %50£2
nem saptanmistir. Meyve yaprak ve posa 6rnekleri
liyofilizatérde siiblimasyon asamasinda -85°C
sicaklik, 1 mbar basing altinda ardindan 24 saat,
desorpsiyon asamasinda 0.1 mbar basing altinda
24 saat streyle %5%0.5 nem icerigine kadar
kurutulmustur. Kurutulan posa ve yapraklar,
bicakli 6gutiictide (Retsch, Grindomix GM 200,
Almanya) toz haline getirilmistir.

Ekmek Uretimi

Meyve posa ve yapraklar toz haline getirildikten
sonra KBE ve KTE formilasyonu igerisindeki
miktarini belitflemek amactyla farkli oranlarda
(%3, %5, %10, %15) eklenerek 6n deneme
tretimleri gerceklestirilmistir. Ekmeklik bugday
unu ve tam bugday unlarina %10 posa ve %3
yaprak eklenmesinin yapilan duyusal
degerlendirme sonucunda kabul edilebilir oldugu
gOrilmigtir. Ekmek tretimi Matador Finn,
Manisa’da gergeklestirilmistir. KBE, 312 ¢ bugday
unu, 200 mL su, 4 g tuz, 11.25 g yas maya
kullanilmustir. KTE, tam bugday unu ve ekmeklik
bugday ununun 1:1 oraninda karstirilmasiyla elde
edilmistir. Zenginlestirilen ekmek cesitlerinde %3
ve %10 hammadde ilavelerine gére un
formiilasyonlart olusturulmustur. Ekmek tretimi
icin 6ncelikle belitlenen oranlarda bilesenler (un,
tuz, maya, su) karistirilarak 500 g hamur, yogurma
makina (Kitchenaid Artisan Mikser 5KSM150,
ABD) haznesine alinmis, yogurucunun 2. devir
hizinda (40 rpm) ve ortam sicakligindaki su
(25°C) kullanilarak yaklasik 5 dk yogurulmustur.
Daha sonra fermantasyon kabininde (30°C) 30 dk
hamuru dinlendirme islemi gerceklestirilmistir. Tk
fermentasyon sonrasit alinan hamurlara sekil
verme ve ara fermantasyondan sonra ikinci ve son

fermentasyon (30°C) islemine tabii tutulan
hamurlar 30 dk fermentasyon  stresini
tamamlayincaya kadar bekletilmistir.

Fermentasyon bitiminde Matador tipi firinda
(195°C, 30 dk) kontrolli sicaklik altinda ortama
buhar verilerek pisirme islemi tamamlanmustir

(Kose, 1996; Adal, 2018). Ekmek tretim akis
semast Sekil 1’de yer almaktadir.

Hammaddelerin karistirilmast
(Bugday unu, su, tuz, yas maya,
beyaz dut posast (%10)/beyaz dut yapragt (%3))
Mixing raw materials
(Wheat flour, water, salt, fresh yeast,
white mulberry pulp (10%) or white mulberry leaf (3%))

}

Hamurun yogurulmast
(5 dk)
(500 g, 25°C)
Kneading dongh
(00 g, 25°C)

}

Hamurun dinlendirilmesi
(30 dk)
Resting dough
(30 min)

}

Sekil verme ve ara fermentasyon
(10 dk)
Molding and intermediate fermentation
(10 min)

}

Son fermentasyon
(45 dk, 30°C)
Proofing
(45 min, 30°C)

!

Pisirme
(30 dk, 195°C)
Baking
(30 min, 195 °C)

Sekil 1. Ekmek tretim akis semast (K&se, 1996;
Adal, 2018)
Figure 1. Bread production flow chart
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Toplam Fenolik Madde ve Antioksidan
Madde Analizi igin Orneklerin Ekstraksiyonu
Calismadaki hammadde materyali (yaprak ve
posa) ve ckmek cesitleri Waring blender ile
parcalanarak homojenize edilmistir. Hammadde
icin Rodriguez vd. (2015), ekmekler i¢in Kilci ve
Gokmen (2014) ekstraksiyon yoéntemimodifiye
edilerek  uygulanmistir. Homojenize edilen
orneklerden 2 g alinmus, Gzerine 10 mL ¢bzgen
ilave edilmistir. Hammadde ekstraksiyonu icin
metanol:saf  su:  asetik asit  (30:1:1), ekmek
ekstraksiyonu icin metanol: saf su (1:1) ¢bzgen
olarak kullanlmistir. Ornekler 21°C’de %100
giicte 15 dk ultrasonik su banyosunda (Bandelin,
Almanya) bekletildikten sonra 4100 rpm 4°C’de
15 dk santrifijlenmistir. En iyi ekstraksiyon
verimini alabilmek icin islem iki kez daha
tekrarlanmistit.
Antidiyabetik  Aktivite Orneklerin
Ekstraksiyonu

Antidiyabetik aktiviteyi 6lemek icin Grneklerin
karbonhidrat sindirim inhibisyon kapasiteleri, o-
amilaz ve a-glikosidaz enzim inhibisyon analizleri
ile belirlenmistir. Enzim inhibisyon analizleri icin
kullanilan 6rnek ekstraksiyonlari, Ercan (2009)
yontemi  modifiye  edilerek  uygulanmustir.
Ekstraksiyon asamast icin yaprak ve posa
tozlarindan 1 g, homojenize ekmek 6rneklerinden
10 g alinmig ve tzerine 10 mlL fosfat tamponu
(PBS) (pH 7.3 £ 0.2, 25°C) cklenip 1.5 dk
vortekslenerek 230 W ultrasonik su banyosunda
15 dk bekletilmistir. Ornekler 4000 rpm +4°C 15
dk santrifijlenmistir. Islem basamaklari iki kez
daha tekrar edilip toplanan st faz, 2.5 um
kalinligindaki filtre kigidindan stizilerek 25
ml’lik balon jojelerde PBS ile tamamlanmustir.

i¢in

Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik madde analizi Rodriguez vd.
(2015) Folin-Ciocalteu yontemi modifiye edilerek
uygulanmustir. Yaprak icin 20 pl., posa ve ekmek
icin 500 pL ekstraksiyon ¢6zeltisi tizerine 250 pL
2N (1:10 seyreltme) Folin- Ciocalteu reaktifi
eklenerek 30 s vorteks ile karstirilmistir. Daha
sonra 1250 uL (%7.5lik) doymus sodyum
karbonat (NaxCOs) ¢ozeltisi ilave edilerek 10 s
vortekslenmistir. 1 sa oda sicakliginda karanlikta
bekletilmistir. ~ Multiskan ~ Go  mikroplaka

spektrofotometrede (Thermo Scientific,
Finlandiya) 760 nm’de absorbans okunmustur.
Farkli konsantrasyonlarda gallik asit (100, 200,
400, 600, 800 pg/kg) cozeltleri hazitlanarak
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Toplam
fenolik madde miktart gallik asit esdegeri
cinsinden (GAE) mg/100 g olarak ifade
edilmistir.

Antioksidan Aktivite Analizi
Antioksidan aktivite analizi, Troloks HEsdegeri

Cinsinden  Antioksidan  Kapasite (TEAC)
yontemiyle Brand-Williams vd. (1995) ile Meral ve
Dogan  (2012)a gbre modifiye edilerek
gerceklestirilmistir.  2,2-  difenilpikrilhidrazil

(DPPH)’den 0.025 g tartilip 500 mL.’ye metanolle
tamamlanmistir.  Farkli  miktatlarda  alinan
ornekler (100, 250, 500, 750, 1000 pl) tzerine
hazirlanan DPPH c¢6zeltisinden 3 ml. eklenip
vortekslenmistir. Kontrol (3 ml. DPPH+ 1000
ul. metanol) ve kor (saf metanol) ¢6zeltileri de
hazirlanmis ve 6rnekler karanlik ortamda 30 dk
bekletildikten sonra Multiskan Go mikroplaka
spektrofotometrede (Thermo Scientific,
Finlandiya) 517 nm dalga boyunda absotrbans
Olcimu gerceklestirilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda 6rnek miktarina  karsilik
inhibisyon yiizdesinden olusan Troloks standatt
grafigi  ve  Orneklerin  grafikleri  cizilerek
antioksidan aktivite sonuglart Troloks esdegeri
cinsinden (uM TEAC/g) verilmistir.

Antidiyabetik Aktivite Analizi

«-Glikosidaz Enzim Inhibisyonu Analizi
Antidiyabetik aktivitelerin Sl¢imi, Koh vd.
(2010) ve Liu vd. (2014) yontemlerine gdore
modifiye  edilerek  a-glikosidaz  enziminin
inhibisyon aktivitesi belitflenmistir. Pozitif kontrol
olarak akarboz (Glucobay, 50 mg, Almanya)
kullantlmigtir.  Kontrolde, 6rnek yerine PBS,
kérde 4-Nitrofenil «-D-glikopiranosid (PNPG)
yerine PBS kullandlmustir. 40 pl. 6rnek tzerine 20
ul. a-glikosidaz ¢Ozeltisi (20 mg/mL) ilave
edilerek Multiskan Go mikroplaka
spektrofotometrede (Thermo Scientific,
Finlandiya) 37°C’de 10 saniyede bir ¢alkalamali 10
dk inkibasyon islemine tabii tutulmustur.
Sinditimi baglatmak icin 40 ul. PNPG ¢Ozeltisi
(30 mM) eklenmis ve 37°C’de 10 saniyede bir
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calkalamali 15 dk daha inkiibasyona devam
edilmistir. Reaksiyonun sonlandirmast i¢cin 1 M
Na,CO; (20 pL) eklenmis ve 400 nm dalga
boyunda absorbans 6lctiimii gerceklestirilmistir. o-
Glikosidazin inhibisyon ylzdesi denklem (1)
gbre hesaplanmustir.

)

% Inhibasyon = 100x [1 _ M]

Kontrol

«-Amilaz Enzim Inhibisyonu Analizi

Liu vd. (2014) kullandig1 yontem uygulanmistir.
PBS icerisinde %2’lik nisasta ¢6zeltisi hazitlanmus,
100°C kaynar su icetrisinde 5 dk bekletilip oda
sicakhiginda  sogutulmustur. 200 pl.  6rnek
ekstrakti Uzerine 200 pl. a-amilaz ilave edikten
sonra 200 pl. nisasta cOzeltisi (%2) eklenip
Multiskan Go mikroplaka spektrofotometrede
(Thermo Scientific, Finlandiya) 37°C 10 saniyede
bir saniyede bir calkalamali 10 dk inkibasyon
gerceklestirilmigtir. Sindirimi sonlandirmak icin
500 uL. HCI (%10) ilavesinin ardindan 5000xg
hizda 10 dk santriflij (Hettich EBA 85, Almanya)
edilmistir. 595 nm dalga boyunda absorbans
Olgimi gerceklestirilmistir a-amilazin inhibisyon
ylzdesi denklem (1)’e gére hesaplanmustir.

Istatistiksel Analiz

Tum analizler 2 tekerriir ve 2 paralel olarak
gerceklestitilmis ve veriler, SPSS 22.0 paket
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Tkiden
fazla sayidaki 6rneklerin kargsilastirilmast tek yonli
varyans analizi (ANOVA), varyans analizi sonucu
onemli bulunan farkliiklar icin Duncan Coklu
Karsilastirma Testi uygulanmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Toplam Fenolik Madde Miktar:

Toplam fenolik madde miktart analizinde gallik
asit kalibrasyon egrisi (y = 0.0569x + 0.0084, R* =
0.9974)  olusturularak  sonuclar gallik  asit
esdegerligince (GAE) mg/100 g GAE olarak
hesaplanmistir. Hammaddelerin toplam fenolik
madde igerigi mg/100 ¢ GAE kuru madde
bazinda posa ve yaprak sirastyla; 1784.38 mg/100
g GAE ve 6154.09 mg/100 ¢ GAE olarak
bulunmustur (Cizelge 1). Ekmeklerdeki fenolik
madde miktar degetlerine bakildiginda en yuksek
fenolik madde miktart DYTE 48.26 mg/100 g
GAE, en distk fenolik madde miktart da KBE

18.50 mg/100 ¢ GAE olarak tespit edilmistir
(Gizelge 2). Tek Yonli Anova Testi ile
zenginlestirilmis  ekmeklerin  toplam  fenolik
madde miktart lizerine etkisinin 6nemli oldugu
sonucuna vardmistir [F(10.009)=0.007, (P<0.05)].
Duncan Coklu Karsilastirma testi sonucunda

kontrol grubu ile zenginlestirilen ekmekler
arasindaki farklilik 6nemlidir (P<0.05).

Kictkyldirim’in  yaptigt calismada beyaz dut
meyve ve yapraklarin fenolik icerigi miktarlar
gallik asit esdegeri cinsinden strastyla 135.36 pg
GAE/g ve 84214 pg GAE/g bulunmustur
(Kigikyldirim,  2017).  Yapugimiz ¢alismada
beyaz dut meyve posast ve yapraklarin fenolik
icerigi miktarlart sirastyla 1784.38 mg/100g GAE
ve 6154.69 mg/100g GAE tespit edilmistir.
Yapilan diger bir ¢alisgmada siyah havug posasiyla
zenginlestitilen keklerde toplam fenolik madde
miktart 54-202 mg GAE/100 g saptanmigtir
(Kamiloglu vd., 2017). Ekmege %3 karadut
meyvesi eklenen bir calismada toplam fenolik
icerigi 0.8 mg/100 ¢ GAE olarak bulunmustur
(Meral ve Dogan, 2012). Mabhlep, tarcin veya
zerdegal katkilaryla zenginlestirilen ekmeklerin
kontrol beyaz ekmeklere oranla toplam fenolik
madde miktarinin  arttigr  bildirilmistir. Diger
yandan sari/mavi hashas, c¢orekotu, kisnis ve
keten tohumu eklenerek tretilen ekmeklerde mavi
hashasin fenolik madde miktarin azalttigl tespit
edilmistir. Kontrol grubunda toplam fenolik
madde miktari 1.263 + 0.224 ng GAE/100g iken
fenolik madde bakimindan en yiksek tarcinl
ekmek 11.068 * 0.265 ug GAE/100g bulunmus
ve artiy gbstermis (Burnaz vd., 2018). Zerdecal
ilavesi (% 8) ckmegin toplam fenolik madde
icerigini 30.9 mg GAE/100 g'dan 150.5 mg
GAE/100 g'a yiikselttigi bildirilmistir. Yapilan bir
diger calismada, mayali ekmegin hazirlanmasinda
yagdan anndirilan mango ¢ekirdegi ununun
kullammi incelenmis ve % 0 - 25 seviyelerinde
mango c¢ekirdegi ununun eklenmesi sonucunda
ckmegin toplam fenolik madde miktarinin 85-
128.35 mg GAE /100 g araliginda degistigini tespit
etmislerdir (Preedy ve Watson, 2019).
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Cizelge 1. Hammaddelerin kimyasal analiz sonuglart
Table 1. Chemical analysis results of raw materials

Analizler / Analysis

BDP

BDY

Toplam fenolik
madde miktart
mg/100 g GAE) /
Total phenolic content
(mg/100 g GAE)

1784.3+ 287.26b

6154.69% 2156.86a

Toplam antioksidan

aktivitesi (uM
TEAC/g)/ Total
antioxidant activity

M TEAC/g)
2.02 + 0.15¢
4.97 + 0.04b

a-Glikosidaz enzim

inhibisyonu (%)/ a-
Glycosidase engyme
inhibition (%)
55.78 £ 0.31c
60.83 £ 5.90c

a-Amilaz enzim
inhibisyonu (%)/ a-
Ampylase enzgyme
inbibition (o)

71.43£0.79¢
75.24%3.40b

+: Standart hata/Standart error
Aynt stitunda farkls harfler degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik oldugunu géstermektedir (P<0.05).
Different letters on the same line indicate that the difference between the samples is statistically significant (P<0.05).

BDP: Beyaz Dut Posast,

Antioksidan Kapasite

BDP: White Mulberry Pulp,

BDY: Beyaz Dut Yapragt

BDY: White Mulberry Leaf

GAE: Gallik Asit Esdeger

GAE: Gallic Acid Equivalent

TEAC: Troloks Esdegeri Cinsinden

TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant

Capacity
Cizelge 2. Ekmeklerin kimyasal analiz sonuglart
Table 2. Chenical analysis results of breads
’fr(:f(jzrenrieil??alﬁ Tozaﬁij:s?mdan a-Glikosidaz enzim a-Amilaz enzim
o o g o g
Analizler /Analysis  mg/100 g GAE) /  TEAC/g)/Total mé‘%?};‘;;e;/ 0)”/; mlj;f;;‘;‘:ﬂ( ) Zi ¢
Total phenolic content antioxidant activity len Jibition (ij) i”/f; Lition (?/ )
(mg/100 g GAE) @M TEAC/g) K K
KBE 18.50%+1.36d 0.62% 0.19d 23.50£4.95¢ 20.89£1.20c
KTE 39.9+0.35d 0.86%0.08d 24.7+2.47c 23.2+1.06¢
DPBE 32.47£097a,b 2.02+0.06a,b 42.50£2.12b 37.51£3.83b
DYBE 32.17+2.02¢c 1.57£0.03¢ 61.00+5.66a 66.451+2.50a
DPTE 43.94£3.46b 2.3710.38b 64.751+3.89a 59.00+4.94a
DYTE 48.26£5.40a 3.291+0.33a 70.50£6.36a 73.831+0.86a

+: Standart hata/Standart error

Ayni situnda farkls harfler degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik oldugunu géstermektedir (P<0.05).
Different letters on the same line indicate that the difference between the samples is statistically significant (P<0.05).

KBE: Kontrol Grubu Ekmeklik Bugday Unlu Ekmek, KTE: Kontrol Grubu Tam Bugday Unlu Ekmek, DPBE: Dut Posalt
Ekmeklik Bugday Unlu Ekmek, DYBE: Dut Yaprakli Ekmeklik Bugday Unlu Ekmek, DPTE: Dut Posalt Tam Bugday Unlu

Ekmek, DYTE: Dut Yaprakli Tam Bugday Unlu Ekmek

KBE: Control Group Wheat Flour Bread, KTE: Control Group Whole Wheat Flour Bread, DPBE: Mulberry Pulp Wheat Flonr Bread,
DYBE Mulberry Leaf Wheat Flour Bread, DPTE: Mulberry Pulp Whole Wheat Flour Bread, DYTE: Mulberry Leaf Whole W heat Flonr

Bread
GAE: Gallik Asit Esdegeri
GAE: Gallic Acid Equialent

Antioksidan
yontemiyle)
TEAC yontemiyle gerceklestirilen analizde farklt
konsantrasyonlarda hazirlanan standart
cozeltilerin kalibrasyon grafigi (y = 0.120x —
1.041, R> = 0.998) cizilmistir. Orneklerin
kalibrasyon egrileri ile Troloks kaibrasyon
egrisinin  egimleri birbirine oranlanarak uM
TEAC/g seklinde hesaplanmistir. Dut posast ve
dut yapraginin antioksidan aktivite degerleri

Aktivite  Analizi (TEAC

TEAC: Troloks Esdegeri Cinsinden Antioksidan Kapasite
TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

sirastyla 2.021£0.15 pM TEAC/g ve 4.97+ 0.04
uM TEAC/g oldugu gorilmustir (Cizelge 1).
Zenginlestirilen ekmek ¢esitlerinde kontrol beyaz
ve tam bugday unlu eckmege goreantioksidan
aktvite degetleri daha yiksek bulunmustur.
Kontrol grubu arasinda tam bugday unlu ekmek
0.86£0.08 uM TEAC/g bulunarak, 0.62£0.19 pM
TEAC/g bulunan beyaz ekmege gore daha fazla
antioksidan aktiviteye sahip oldugu gbrilmistiir
(Cizelge 2). Bu duruma sebep olarak da tanenin
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ruseym gibi dis tabakalarinin da bulunmasindan
kaynaklanabilecegi diisinilmekedir. Tim ekmek
cesitleri  degerlendirildiginde, en  yiksek
antioksidan aktiviteye sahip 3.2970.33 uM
TEAC/g degeri ile DYTE olmustut. Tek Yonlu
Anova Testi ile ekmeklere uygulanan posa veya
vaprak eklenmesinin antioksidan aktiviteye etkisi
istatistiksel ~ actdan  Onemli  bulunmustur
[F(39.564)=0.00,  P<0.05)]. Zenginlestirilen
ckmek trtnleri ile kontrol grubu arasinda farklilik
gbzlenmistir (P <0.05).

Meral ve Dogan, (2012)’nin yaptiklart calismada,
karadut katkilh ekmekleri antioksidan aktvite
degetletinin  1.1-3.7 umol. TEAC/g arasinda
degistigi ve karadutun ekmege ilavesi antioksidan
degerini 6nemli oranda artirdigi bildirmektedir
(P<0.05) (Meral ve Dogan, 2012). Yaptugimiz
calismadaki zenginlestirme sonrast ekmeklerin
1.57-3.29 uM TEAC/g toplam antioksidan
aktivite sonuglart ile Meral ve Dogan, (2012)’nin
sonuglarinin paralelik gosterdigi gérilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada, 500 ¢ ekmek hamurunda
300 mg, 600 mg ve 1 g Giziim ¢ekirdegi ekstrakti
eklenmis ve ekmeklerde antioksidan aktivite
degisikligi incelenmistir. Sonuglar, iziim ¢ekirdegi
ekstraktr ilaveli ekmegin, kontrol ekmegine gére
daha glicli antioksidan aktivitesine sahip
oldugunu ve tzim cekirdegi ekstrak miktarinin
artirllmasinin, antioksidan kapasitelerini daha da
artirdigint gostermistir (Peng vd., 2010). Farklt
elma cesitleriyle yapilan bir calismada, kabuk ve
posanin antioksidan aktivitesinin i¢ kismina gére
daha yiksek oldugu ifade edilmistir (Gatcia vd.,
2009). Elma kabugunda 642.81 pM/100 ¢
antioksidan aktivite beliflendigi ¢alismada elma
posasinin antioksidan madde miktart ise 397.80
uM/100 g olarak bilditilmistir (Erdogan, 2010).
Dut  ekstraktlarina  uygulanan  1sil  islem
calismasinda, Troloks esdegerligindeki miktarda
6nemli bir degisim bulunmadift gézlenmistir
(Tsai vd., 2005).

Antidiyabetik Aktivite Analizi

«-Glikosidaz ve «-Amilaz Enzim Inhibisyonu
Analizleri

Hammaddelerin  antidiyabetik  aktivitelerine
bakildiginda  a-glikosidaz  enzim  inhibisyonu
posada ve yaprakta sirastyla %55.78%0.31 ve

%060.83£5.90 olarak hesaplanmistir. o-Amilaz
enzim inhibisyonu posada %71.4310.79, dut
yapraginin  a-amilaz  enzim  inhibisyonunu
%75.24£3.40 olarak tespit edilmistir (Cizelge 1).
Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan antidiyabetik
flactnin  (Glucobay, 50 mg, Almanya) etken
maddesi  akarbozdur.  Antidiyabetik  enzim
inhibisyonu analizinde pozitif kontrol olarak
kullantlan akarbozun  «-glikosidaz ve  «-amilaz
enzim inhibisyonu sirastyla  %069.00 ve %78.30
olarak tespit edilmistir. Analiz sonuglarina goére
BDP ve BDY, akarboza yakin inhibisyon
degerinde olmakla birlikte BDY inhibisyon
degerinin  BDP’den  daha yiksek oldugu
gorilmistir. Dut meyvesindeki diger besin
Ogelerinin  fenolik  bilesiklerle —interaksiyonu
sonucu fenolik ve antioksidan —miktarinin
yapraktan daha disik miktarda bulundugu
dustntlmektedir. Antidiyabetik aktivite
sonuglarina gére beyaz dut posa ve yapraginin tip
2 diyabet tedavisinde  alternatif  olarak
kullanilabilecegi sonucuna varlmistir.

Yapraklar Gzerinde yapilan bir ¢alismada asma ve
ayva yapragi ile 1sirgan otunda yitksek a-glikosidaz
enzim inhibisyonu aktivitesi tespit edildigi
bildirilmistir. Calismada kullanilan dut yapragi,
semiz otu, antioksidan ve lif igerigi yiiksek gidalar
olmast nedeniyle diyabete yonelik tercih
edilebilecegi ifade edilmistir (Akyurt, 2014).Citrus
bystrix (limon) ve Citrus  maxima  (greyfurt)
meyvelerinden elde edilen meyve suyu
Orneklerinin  antidiyabetik aktivite tayinlerinin
yapildigt calismada enzim inhibisyon aktivitesi o-
amilaz ve a-glukosidaz icin sirastyla, %75.55 -
%79.75 ve %70.68 - %72.83 degetleri aralifinda
kaydedilmistir (Abirami vd., 2014).

o-Glikosidaz enzim inhibisyonu en
yitksek%070.50£6.36 ile DYTE iken en dusik o-
glikosidaz  enzim inhibisyonunun KBE’de
%23.50£4.95 oldugu gorulmektedir. Pozitif
kontrol olarak kullanidan akarbozun o-glikosidaz
enzim inhibisyon degeri  %069.00  olarak
bulunmustur. DYTE «- glikosidaz enzim
inhibisyonu akarboz degerine yakinbulunmustur.
o-Amilaz  enzim inhibisyonu en  yiksek
%73.83£0.86 ile DYTE iken en disik o-
glikosidaz enzim inhibisyonunun
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KBE’de%20.89+1.20 oldugu gbrilmektedir.
Pozitif kontrol olarak kullandan akarbozun o-
amilaz enzim inhibisyon degeri %78.30 olarak
bulunmustur. Farkliliklar gida matriksinin farkls
enzimler arasindaki etkilesiminden
kaynaklanabilmektedir. DYTE o-amilaz enzim
inhibisyonu akatrboz degerine yakin oldugu
gorilmugstir (Cizelge 2). Tek yonli Anova Testi
sonucu ekmekleri zenginlestirmenin a-glikosidaz
enzim inhibisyonu Uzerine etkisinin anlaml
oldugu tespit edilmistir [F(41.581)=0.00,P<0.05].
Zenginlestirmenin a-amilaz enzim inhibisyonu
tzerine etkisinin anlamli oldugu tespit edilmistir
[F(42.261)=0.00,P<0.05]. Kontrol gtubu ile
posalt veya yaprakla zenginlestirilmis ekmek
urtnleri arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Dut vyaprakli tam bugday unlu
ckmekteki  antidiyabetik  aktivitenin = gida
matriksindeki sinerjik etkilesimler ve bugday
kepeginde bulunan fenolik bilesenlerden dolayi
andiyabetik aktiviteyi ve %inhibiyon degerini
artirdidl disinilmektedir.

SONUC

Tip 2 diyabet hastalarinin instline bagimli
olmamasi, beslenme yo6netimi ve yasam tarzt
degisikligiyle  tedavi edilebilmesine  olanak
saglamaktadir. Diyabetin tedavisinde yaygin
olarak tiketilen o-glikosidaz inhibitérii olarak
kullanilan akarboz ilacinin bébrek, karacigerde
toksik ve vyan etkileri bulunmasi sebebiyle
alternatif olarak dogal karbonhidrat sindirim
enzim inhibitéri arayist bulunmaktadir. Beyaz
ekmek ve tam bugday ekmegi, antidiyabetik
aktivite acisindan degetlendirildiginde yetersiz

kalmaktadir. Ekmek zenginlestime
calismalarindanelde edilen sonuglar, ckmege
cesiti  dogal bilesenler  eklenerek, eckmege

fonksiyonel 6zellik kazandirlabilecegini ve saglik
tzerinde etkilere  sahip  ekmek
tretilebilecegini géstermistir. DYTE, o-glikosidaz
enzim inhbisyonunda en yuksek antidiyabetik
aktiviteye sahip oldugu ve diyabet tedavisinde
kullantlan ilacin etken maddesi olan akarbozun o-
glikosidaz enzim inhibisyon degerine yakin bir
deger bulunmustur. o-glikosidaz ve o-amilaz
enzim inhibisyonu analizlerinde DYTE degerleri,
DPTE’ye gore daha yiksek bulunmugtur. Calisma
sonucunda, tip 2 diyabet hastalarinin kullandig

olumlu

akarboz etken maddeli ilacin etkisine benzer bir
etki yaratan dut yaprakli tam bugday unlu ekmegi,
dogal karbonhidrat inhibitérii arayisinda olan tip
2 diyabetli bireylerin tlketebilecegi sonucuna
varlmistir.

Fonksiyonel iiriin tasarimlarinda a-amilaz ve o-
glikosidaz enzim inhibisyonundan sorumlu
fenolik  bilesikler  tespit edilerek  diyabet
hastalarinin  tiketimine uygun olarak gidalara
eklenmesi 6nerilmektedir. Diyabetik hastalarda
polifenolik bilesiklerle optimum doz ve takviye
stresinin belirlenmesi amactyla klinik ¢alismalart
kapsayan ileri arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Gelecekte uzun vadeli insan calismalarinin
yapilmasi, farkli diyet bilesenlerin fenoliklerin
inhibitér 6zelliklerinin  etkinligini ve optimal
dozunu belitleme acisindan  Gnemli  olacagt
dusunilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, ¢ikar catismast olmadigin beyan eder.

YAZAR KATKILARI
Yazartlar makalenin gerceklestirilmesinde,
yazilmasinda ve vyayinlanmasinda esit katks

saglamiglardir. Yazatlar makalenin son halini
okumus ve onaylamistir.
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ABSTRACT

The study aims to determine the extraction parameters for maximal phenolic compounds and antioxidant
activity from kiwifruit by using response surface methodology (RSM). Box-Behnken experimental design of
RSM was applied to determine the effect of extraction parameters. Three independent variables were
selected at three levels: methanol concentration (A: 60-75-90 %), ultrasound time (B: 5-10-15 min.), and
mass of sample (C: 1-2-3 g). Conditions for maximum phenolic yield were found as A = 90%, B=7.71 min,
and C = 3 g, under this condition, DPPH of 88.96 %, ABTS of 739.07 mg/100g FW and TPC of 299.14
mg/100g fresh weight has been obtained.

Keywords: Kiwiftuit, response surface methodology, total phenolic matter, antioxidant activity

YANIT YUZEY TASARIMI KULLANILARAK KiVi MEYVESINDEKI
MAKSIMUM FENOLIK BILESIKLER ICIN EKSTRAKSIYON KOSULLARININ
BELIRLENMES]

oz

Bu calismanin ana odak noktasit yanit yizey metodolojisi (RSM) kullanarak kivi meyvesinden
olabildigince fazla fenolik bilesik ve antioksidan aktivite icin ekstraksiyon parametrelerini
belirlemektir. Ekstraksiyon parametrelerinin etkisini belitlemek icin RSM’de Box-Behnken deneysel
tasarimi kullanildi. Metanol konsantrasyonu (A: %60-75-90), ultrason siiresi (B: 5-10-15 dakika) ve
numune kiitlesi (C: 1-2-3 g) olmak tzere ti¢ seviyede ti¢ bagimsiz degisken secildi. Bu sartlar altinda
maksimum fitokimyasal verim i¢in kosullar A = % 90 metanol konsantrasyonu, B = 7.71 dakika ve
C = 3 g olarak bulundu. Bu kosullar altindaki ekstraksiyon sonucu kivide DPPH % 88.96, ABTS
739.07 mg/100 g ve toplam fenolik icerik 299.14 mg/100 g tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Kivi, yanit yiizey metodolojisi, toplam fenolik madde, antioksidan aktivite

*Yazismalardan sorumlu yazar/ Corresponding author

D<:ckasnak@gmail.com, @:(+90)272 246 28 34 &:(+90)272 246 28 69
Cemal Kasnak; ORCID no: 0000-0002-8312-7829

Recep Palamutoglu; ORCID no: 0000-0002-1168-081X

989


mailto:ckasnak@gmail.com

990

C. Kasnak, R. Palamutoglu

INTRODUCTION

Kiwifruit, which belongs to the genus Actinidia, is
a comestible fruit with kernels entombed in flesh.
The fruits are of Chinese origin and produce over
4 million tons per year in the world (Li and Zhu,
2019; Vivek et al, 2016). Due to its high
nutritional and medicinal value, it is considered
one of the most prominent horticultural plants in
the world. Kiwifruit is rich in bioactive
compounds such as ascorbic acid, polyphenols,
and flavonoids, which have important health
benefits. Therefore, it has a high antioxidative
capacity (Amodio et al., 2007). It is accepted that
the consumption of foods with high antioxidant
capacity has a positive effect on health by
reducing  oxidative stress  (Kasnak and
Palamutoglu, 2015). Antioxidant activity can be
determined using certain radicals such as 2,2-
diphenyl-1-pictylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS) or can be estimated because it correlates
with total phenolic and ascorbic acid contents
(Moharram and Youssef, 2014).

Phenolics are important compounds found as
secondary metabolites in all plants (Khoddami et
al., 2013; Naczk and Shahidi, 2004). The
extraction of phenolics from source materials is
the first place in their analysis (Naczk and Shahidi,
2004). Improper extraction time, solvent purity,
and plant material solvent rate can lead to
insufficient extraction of polyphenols. Therefore,
appropriate extraction parameters should be
selected for the proper  determination
quantification of phenolics (Jakobek et al., 2015).
RSM is a good option for choosing the right
extraction parameters. For this reason, many
studies have been conducted to determine the
optimum extraction conditions using RSM (Sahin
and Samli, 2013; Mushtaq et al., 2014; Belwal et
al., 2016; Sharmila et al., 2016; Pandey et al., 2018;
Qadir et al., 2019).

The extraction of phenolic compounds in fruits
and plant material is influenced by its chemical
structure, the extraction method used, sample
particle size, sample amount, solvent type and
concentration, storage time and conditions, as
well as the presence of inhibitors (Robbins, 2003).
Water, ethanol, methanol, ethyl acetate, acetone,

and to lesser extent propanol, isopropyl alcohol,
and combinations thereof are often used for the
extraction of phenolics (Antolovich et al., 2000).
In the pre-trials of this study, methanol was
chosen as the solvent which gave good results.
Recently, ultrasound-assisted extraction has been
used successfully for the extraction of phenolic
compounds (Arshadi et al, 2016). Here,
cavitations bubbles on the surface of the cell walls
are provided to break down the cell wall by
mechanical and thermal effects and better
penetration of the solvent into phenolics
(Martinez-Patifio et al., 2019).

To determine total phenolic content and
antioxidant activity accurately in fruits such as
kiwifruit, the extraction conditions applied should
be optimum. In this study, it was aimed to
determine the most suitable extraction conditions

to obtain maximum phenolic content with the use
of RSM.

MATERIALS AND METHODS

Sample Preparation

Kiwifruits were purchased from markets in
Afyonkarahisar, Turkey. The kiwifruits were
selected for the same magnitude. The kiwifruits
were brought to the laboratory without waiting.
The fruits were washed, peeled, and grated. All of
the chemicals used in the analysis were purchased
from Sigma-Aldrich.

Extraction

Three different amounts (1g, 2g, and 3g) of the
grated kiwifruits sample were homogenized at
11000 rpm in 20 mL of 60-75-90% methanol for
3 minutes. The homogenate was sonicated for 5-
10-15 min with an ultrasonic bath (Daihan
WUC.D03H, Korea) and after that, it was
centrifuged at 4000 rpm for 15 minutes. The
supernatant was filtered and kept at -18 °C until
analysis. The filtrate was used in total phenolic
content (TPC), DPPH, and ABTS analyzes and all
results were determined on fresh weight.

Determination of DPPH radical scavenging
activity

The antioxidant activity of the samples was
determined by wusing the DPPH radical
scavenging method(Brand-Williams et al., 1995).
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4.10 M DPPH solution was prepared with 100%
methanol. 400 uL. of DPPH solution and 1600 pL
of the sample solution was mixed and incubated
for 30 minutes in the dark. All samples were read
at the spectrophotometer (Optizen pop, Korea) at
517 nm. The antioxidant activity was evaluated
using the formula. DPPH results are given as
petcentages.

A —A
( Control Sample) %100

©)

Antioxidantactivity (%) = 2
Control

Determination of ABTS radical scavenging
activity

ABTS radical cation decolorization analysis was
carried out by making some modifications
according to by (Re et al., 1999). 1.8 mM ABTS
was mixed with 0.63 mM potassium persulfate
solution (1:1) and mix waited in the dark for
twenty-four hours. The solution was mixed with
methanol till the absorbance was 0.700 + 0.030 at
734 nm was obtained. 1980 uL of the prepared
solution was mixed with 20 pL of the sample and
read on the spectrophotometer. Results are given
as the Trolox equivalent.

Total Phenolic Content (TPC)

0.5 mL of kiwifruit extract, 7 mL of pure water,
and 0.5 mL of Folin-Chiocalteu reagent were
mixed and incubated for three minutes. Then 2
mL of 20% NaxCO3 was added and mixed again.
The mixture was allowed to stand at 25° C water
bath for 1 hour. It was read at 765 nm on the
spectrtophotometer. The concentration was
determined with the gallic acid curve (Kaur and
Kapoor, 2002). Results are given as gallic acid
equivalent.

Experimental design and Statistical analysis
The optimum situations for the extraction
process were appraised by Box-Behnken
experimental design (BBD) of RSM using the
Design Expert 11 trial program. The independent
variables were methanol (60, 75, and 90%, A),
ultrasound time (5, 10, and 15 min., B), and mass
of kiwifruits (1, 2, and 3 g, C). The dependent
variables were DPPH, TPC, and ABTS. The
design used was BBD, based on these fifteen
experiments were designed with 4 axial points, 4
cube points, and 7 center points in a cube. A
three-level, three factors Box-Behnken
experimental design is seen in Table 1. Two
replicate runs were performed for each tuber.

Table 1 Actualvaluesusedforthe BBD and DPPH, ABTS and TPC of kiwifruitextract.

TPC ABTS

Std PtTy Blocks Run Methanol Ultrgsound Mass of DPPH (mg (mg TE/
pe % Time Sample (%) GAE/100g 1000 fur

fw) g fw)

11 2 1 1 75 5 3 87.76 265.00 682.14
12 2 1 2 75 15 3 86.32 320.00 787.94
4 2 1 3 90 15 2 87.84 220.00 549.65
8 2 1 4 90 10 3 88.00 280.00 680.67
2 2 1 5 90 5 2 88.48 225.00 582.80
5 2 1 6 60 10 1 88.26 120.00 274.64
10 2 1 7 75 15 1 88.96 110.00 332.87
13 0 1 8 75 10 2 86.70 250.00 570.57
9 2 1 9 75 5 1 88.18 120.00 289.08
15 0 1 10 75 10 2 87.19 230.00 551.97
1 2 1 11 60 5 2 84.40 210.00 473.66
6 2 1 12 90 10 1 88.88 125.00 316.72
7 2 1 13 60 10 3 84.11 320.00 619.87
14 0 1 14 75 10 2 87.19 230.00 551.97
3 2 1 15 60 15 2 85.30 225.00 480.65
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RESULTS AND DISCUSSIONS

Analysis of variance (ANOVA) and estimated
regression of each response

Variance analysis is used for model validation.
Average squares, degree of freedom, the sum of
squares, F-value, and P-value are the parameters
that control the effectiveness of the model. The
variance of the mean data is evaluated by
determining the F-value. Also, P-values validate
the model statistically. According to the variance
analysis, the parameters are more sensitive at
higher F-values. Besides, the model for P values
less than 0.05 is statistically approved (Majdi et al.,
2019). The good fit model R2? value should be
more than 0.8 (Rana et al., 2018).

Response Surface Methodology
The trials were made according to BBD
demonstrated in table 1, which proposes the

impact of process factors in the increment of
ABTS, DPPH, and TPC of the phytochemicals
extracted from kiwifruit. The DPPH value of
88.96%, TPC of 3.2 mg/g, and ABTS of 7.88
mg/g were found to be maximal responses
carried from correspondent runs 10, 12, and 12
respectively. Based on the outcomes made from
the empirical runs, ANOVA statistics (Tables 2—
4) were created. The interaction impacts of the
singular process variables were confirmed using
three-dimensional response surface plots. The
generated equation (Eqs. 2) in coded level, taking
account for the DPPH of independent variables,
is given below:

DPPH = 87.03 + 1.394 — 1.01C +
0.8169AC + 0.7916C> @

Table 2 ANOVA statisticsforthe DPPH of kiwifruit

Source Sum of Squares df  MeanSquare = F-value p-value

Model 31.67 9 3.52 13.45  0.0053 significant
A-Methanol 15.47 1 15.47 59.14  0.0006 significant
B-Ultrasound Time 0.0194 1 0.0194 0.0743  0.7961

C-Mass of Sample 8.17 1 8.17 3124 0.0025 significant
AB 0.5953 1 0.5953 2.28 0.1918

AC 2.67 1 2.67 10.2 0.0241 significant
BC 1.24 1 1.24 4.72 0.0818

A? 0.9478 1 0.9478 3.62 0.1153

B? 0.0008 1 0.0008 0.0032  0.9568

C? 2.31 1 2.31 8.85 0.031 significant
Residual 1.31 5 0.2616

Lack of Fit 1.15 3 0.382 4.72 0.1797  notsignificant
PureError 0.1618 2 0.0809

Total 32.98 14

R2=0.9603 Adj R2=0.8890

Table 2 shows that the lineatr effect of methanol
and sample mass, the methanol% mass effect, and
the square effect of sample mass and sample mass
are important for DPPH. Lack of Conformity the
F-value 4.72 means that the Lack of Conformity
is not critical to the pure error. The DPPH

antioxidant activity had an R2 value of 0.9603.
This means that 96.03% of the changes in the
DPPH antioxidant activity model have been

explained. Good regression value demonstrated
the credibility of the model.
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Table 3 ANOVA statisticsforthe TPC of kiwifruit

Soutce Sum of Squares  df MeanSquare = F-value p-value
Model 63468.75 3 21156.25 5332 < 0.0001 significant
A-Methanol 78.13 1 78.13 0.1969  0.6658
B-Ultrasound Time 378.13 1 378.13 0.953 0.3499
C-Mass of Sample 63012.5 1 63012.5 158.81 < 0.0001 significant
Residual 4364.58 11 396.78
Lack of Fit 4097.92 9 455.32 3.41 0.247  notsignificant
PureError 266.67 2 133.33
Total 67833.33 14
R2=0.9357 Adj R2=0.9181
Table 3 states that TPC develops with a study of the determination of phenolic

significant linear effect of the sample mass. The F
value of 53.32 indicates that the model is
important. However, a single variable model is
not suitable because the only mass of sample is
important. The model could not be established
because only one variable was significant. The

compounds in apple by (Jakobek et al., 2015), the
highest total phenolic content was observed by
using 60% and 80% concentration of methanol
(599 and 604 mg kg=! FW. respectively).

Table 4 ANOVA statisticsforthe ABTS of kiwifruit

Source Sum of Squares  df = MeanSquare  F-value  p-value

Model 3.15E+05 3 1.05E+05 53.14 < 0.0001 significant
A-Methanol 9871.11 1 9871.11 5 0.0471  significant
B-Ultrasound Time 1904.52 1 1904.52 0.9642 0.3472

C-Mass of Sample 3.03E+05 1 3.03E+05 153.47 < 0.0001 significant
Residual 21728.47 11 1975.32

Lack of Fit 21497.97 9 2388.66 20.73 0.0469  significant
PureError 230.5 2 115.25

Total 3.37E+05 14

R2=0.9355 Adj R2=0.9179

Table 4 explained that ABTS was developed by
the significant linear effect of% methanol and
sample mass. 53.14 Model F value indicates that
the model is important. However, the model is
not reliable because the lack of fit is significant
(p<0.05). Our ratio of 20.024 indicates a sufficient
signal. DPPH % was frankly studied through the
pictorial presentment in the form of the 3D

graphic (Figure 1).

Figure 1a shows the DPPH % antioxidant activity
of the combination of ultrasound time and
methanol by response surface plot for the
optimized geometry. This figure defined that to
get the highest DPPH % value (88.3317%) at the
mass of sample of 2 g. the values of control
factors were found as ultrasound time=>5 minutes
and methanol=90%. In the optimization of
bioactive compound extraction by microwave
parameters from Kappaphycus alvarezii using RSM
by (Baskararaj et al., 2019), the best solvent was
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reported to be methanol and the optimum
methanol concentration was 80%. Figure 1b
shows a cubic arrangement of the mean responses
in the function of factors methanol, ultrasound
time, and mass of sample for DPPH %. This

DPPH %

A: Methanol (%)

160
84,112 [ 3596

figure portrayed that the highest DPPH
antioxidant activity (89.4852%) was found with
methanol 90%, ultrasound time 5 min., and mass
of sample 3 g.

DPPH %

i 83,8606 87,503

b

W
T

215 88,6268 88,0026

L ]

<7 84,2989

B: Ultrasound Time (Min.)

: Mass of Sample

o

B-:5 86,8425
A-: 60

88,7613 c-1

A: Methanol (%) A+: 90

Figure 1 (a) Response surface for the effect of mass of sample (g) and methanol (%) on the DPPH %
antioxidant activity at the ultrasound time at 10 min. (b) Cubic arrangement of the mean responses in
function of factors methanol, ultrasound time and mass of sample for DPPH %.

The parameters applied in the study of RSM
assisted extraction of bioactive contents in
Nephelium  lappacenm L. fruit peel by (Prakash
Maran et al, 2017) are 50° C extraction
temperature, 20 W ultrasound power, 20 minutes
extraction time and 1: 18.6 g / mL solid-liquid
rate. Results under that conditions, total
anthocyanin (10.26 £0.39 (mg/ 100 g)), phenolics
(552.64 £ 1.57 (mg GAE/100 g)), and flavonoid
(104£ 1.13 (mg RE/100 g)) contents were found.
In the research conducted by (Sharmila et al.,
2019), response surface analysis estimated the
optimal level of sonication power, flower mass,
extraction time and methanol concentration at
30W, 2 g, 15 min., and 100% respectively for the
maximum response of pigment absorbance
(3.46), TPC (246.6 mg/g, and antioxidant activity
(55.7%). In their study on the ultrasound-assisted
extraction of trademarked teas by (Afroz Bakht et
al., 2018), frequencies (26 kHz. 40 kHz),
temperature (30. 40 and 50° C) and power (30%.
40 and 50%) were applied over a fixed petiod of
30 minutes. They reported that in both the

ultrasonic frequencies, 40° C temperature, and
40% power combination exhibited the highest
cumulative yield. In contrast to our study here, the
ultrasonic bath assisted extraction process has
worked.

CONCLUSIONS

In our study, the maximum yield conditions for
the extracton of phenolic contents in the
kiwifruit were determined using the RSM using
BBD. Only the model could be installed for
DPPH. The DPPH model was statistically highly
significant (P<0.01). The model established for
ABTS was not reliable because a lack of fit turned
out to be important. The model could not be
established in TPC because the model where a
single variable is significant is not suitable. The
order of importance of the three applications for
DPPH was determined as follows: Methanol
concentration > Mass of Sample > Ultrasound
Time. The maximum phenolic efficiency for this
process was found to be mass of sample= 3 g,
methanol concentration: 90 %, and ultrasound
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time: 7.71 min. Values were determined with the
help of a response optimizer to maximize all of
the DPPH, ABTS, and TPC responses.
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oz

Sunulan bu calismada, konjlige linoleik asit (KLLA) bakimindan zengin margarin formulasyonlarinin
tretiminde iki farkhi formda (esterifiye ve mikroenkapstile), farklt miktarlarda KILA kullanim olanaklar
arastirtlmustir. Bu amacla, tretilen margarinlerin karakterizasyonu yapilmus ve 120 giin stiresince depolama
stabiliteleri belitflenmigtit. Depolama siiresinde KLLA ve mikro-enkapsiile KILA miktarimin artmast ile
patlaklik ve yesillik degerlerinde bir miktar azalma gézlemlenmesine ragmen, sarlik degeri bir miktar
artmustir. Ayrica depolama siiresince yapilan serbest yag asitliginde KLLA miktarinin artmast ve depolama
stiresinin uzamast ile bir miktar azalma meydana gelmistir. Peroksit sayisinda ise depolama stiresince KLLA
miktarinin artmast ile bir miktar artma gozlemlenmistir. Bir diger oksidasyon analizi olan malonaldehit
analizinde ise KLLA kullanim ile ¢cok az bir miktarda artig gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Konjiige linoleik asit, margarin, enkapsiilasyon, depolama

THE EFFECT OF CONJUGATED LINOLEIC ACID ADDITION ON THE
STORAGE STABILITY OF MARGARINE

ABSTRACT

In this study, it was investigated the possibilities of conjugated linoleic acid (CLA) usage in different
forms (esterified and microencapsulated) and different ratios in the production of CLA-trich
margarine formulations. For this purpose, the margarine formulations were characterized and their
storage stability was determined for 120 days. Although a slight decrease in brightness and greenness
values was observed with increase in the amount of CLA and micro-encapsulated CLA during the
storage period, the yellowness value slightly increased. Besides, there was a decrease in free fatty
acidity with an increase in the amount of CLA and extending storage time. A slight increase was
observed in peroxide value of margarine with the increase in the amount of CLA during storage. In
malonaldehyde analysis, which is another oxidation analysis, an increase was observed with the use
of CLA.

Keywords: Conjugated linoleic acid, margarine, encapsulation, storage
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GIRIS
Gintmizde hizli yasam kosullart ve dinya
nifusunun artmast insan beslenmesi tzerinde
olumsuz etkiler olusturmaktadir. Buna bagh
olarak obezite, kalp-damar hastaliklari, sindirim
sistemi rahatsizliklart gibi hastaliklar meydana
gelmektedir. Saglhiklt bir sekilde yasayabilmek ve
gelisebilmek ancak yeterli ve dengeli beslenme ile
gerceklesebilir (Celik ve Demirel, 2004).

Gudalar insan fizyolojisi icin gerekli olan temel
mikro ve makro besin kaynaklarini icerebildikleri
gibi saglik acisindan olumlu etkilere sahip ve
vicuda alinmast zorunlu olan bilesikleri de
icermelidir.  Gidalarin ~ sahip  oldugu  bu
Ozelliklerden dolayr glinlimiizde fonksiyonel gida
bilesenlerine ilgi artmaktadir. Bu fonksiyonel gida
bilesenlerinden birisi de konjuge linoleik asittir.
Konjuge linoleik asit (KLA) izometleri ruminant
hayvanlardan elde edilen gerek insan gerek ise
hayvanlar tzerinde yapilan caligmalarda viicuda
vararlt etkileri tespit edilmis olan saghiga yararlt
fonksiyonel lipidler olarak dikkat cekteditler
(Bauman vd., 2000).

Coklu doymamis yag asidi olan KLA, esansiyel
vag asidi olan linoleik asidin (C18:2 9¢-72¢)
pozisyonel ve geometrik izomerlerinin = bir
karisimint  olusturmaktadir (Akalin vd., 2003;
Cook ve Pariza, 1998; Lavillonniere vd., 1998;
Rainer ve Heiss, 2004; Sahin vd., 2003; Watkins
ve Li, 2002).

KLA’nin insan vicudu tzerinde bir¢ok faydali
etkileri rapor edilmistir (Ercoskun vd.,2005; Kung
ve Yang, 2000). Ayni zamanda KILA farelerde deri
(Pariza vd., 1985; Ha vd., 1987) ve mide (Ha vd.,
1990) ve sicanlarda ise meme timétlerinin (Ip vd.,
1991) gelisimini inhibe edebildigi ya da
azaltabildigi, ayrica bagisiklik sistemini iyilestirdigi
(Cook vd., 1998), tavsanlarda kétd kolestroli
azaltip iyi kolestrold artturdigr (Lee vd., 1994) ayni
zamanda antiobezite etki gdsterdigi saptanmugtir
(Keim vd., 2003).

Literatiirde KLLA’nin insanlar Gzerindeki biyolojik
ve fizyolojik etkilerini gésterilebilmesi icin giinlitk
tiiketilmesi gereken miktart hakkinda farkli veriler
bulunmasina ragmen bir¢ok arastrmact ginlik

tilketimin en az 3 g olmasini 6nermektedir (Ip vd.,
1995; Ha vd., 1998; Chamruspollert ve Sell, 1999;
Blankson vd., 2000; Cherian vd, 2002; Hah vd.,
2000).

Guntimiizde  tiketici  saghigina  katkida
bulunabilecek fonksiyonel gidalara artan ilginin
sonucu olarak margarini fitosteroller ve ¢oklu
doymamis yag asidi gruplart (Nair ve ark. 1997)
gibi kardiyovaskiiler olarak yararli gériinen katk:
maddeleri ile zenginlestirmeye yonelik artan bir
egilim vardir (Marangoni ve Poli, 2010). Margarin,
bitkisel yaglardan elde edilen ve yag icinde su tipi
emilsifiye bir gidadir. Margarinler sivi yaglarla
karsilastirildiginda oldukca 6nemli A ve D vitamin
kaynagidirlar. Cocuklarin saglikli  biylime ve
gelisiminde esansiyel yag asidi olan omega-3 ve
omega-06 yag asitlerini icermesinden dolayt bitkisel
yaglardan yapilan margarinler beslenmede biuytik
Onem tasir (Sopelana vd., 2013).

Bu calismanin amaci, kimyasal yolla tiretilen KLLA
izometlerinin belirlenmesi ve margarin tretiminde
kullantlmasidir.  Boylelikle KLA  tiketiminin
artabilecegi  gibi margarin  formiilasyonun
tyilestirilmesiyle daha saglikli ve islevsel bir trlin
ortaya ctkarmaktir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Margarin uretiminde kullamilan KLA katisimi,
mikroenkapstile edilmis KILA ve gerekli olan diger
margarin bilesenleri ve kimyasallar bélimimiizde
yuritilen “Mikrodalga Istnim ve Ultrases
Dalgalari ile Konjiige Linoleik Asit Uretiminin
Optimizasyonu ve Margarin Formulasyonunda
Kullanim1” baslikli BAP (GTB 2018/05-BAGEP)
projesi kapsaminda elde edilmistir. Margarin
tretiminde kullamlan KLLA Alasalvar vd. (2019)
tarafindan tanimlanan mikrodalga destekli alkali
izormerizasyon metodu ile gerceklestirilmistir.

KLA’mn  mikroenkapsiilasyonunda  kaplama
maddesi olarak margarin formiilasyonunda yer
alan  sit  tozu  kullamlmistir.  Besleme
emiilsiyonunun hazirlanmasinda kaplama

maddesi/KILA orani 1/1 olarak sabit tutulmus ve
emilsiyon toplam %30 kuru madde icerecek
sckilde hazitlanmistir. Mikroenlapstlasyon islemi
180°C giris sicakliginda, %100 aspirasyon, %30
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besleme hizinda puskiirtmeli kurutucu (B-290,
Buchi, Isvicre) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 1’de margarin Uretiminde kullanian
yaglarin yag asidi bilesimleri verilmistir.

Cizelge 1. Susuz margarin, palm stearin, KLLA ve ay¢icek yaginin yag asidi icerigi
Table 1. Fatty acid contents of hard stock oil, palm stearin, CLLA and sunflower oil

Susuz margarin Palm Stearin KLA Aycicek Yagt
Coa it % % % %
Yag Asidi Hard (stgck oil Plarn( St)earin C(L[)% Sunﬂ(ovger oil
(o) (o) (o) ()
Miristik asit (14:0) 1.004 1.181 0.394 0.076
Palmitik asit (16:0) 45.373 63.042 18.459 5.816
Palmitoleik (16:1) 1.763 2.235 1.006 0.115
Stearik asit (18:0) 4.068 4.546 1.399 3.252
Oleik asit (18:1) 36.882 23.672 20.825 35.994
Linoleik asit (18:2) 10.015 5.324 21.498 54.689
Linolenik asit (18:3) 0.483 1.027 0.058
Arasidik asit (20:0) 0.316
Gadoleik asit (20:1) 0.096
9¢c-11t KLA 16.471
10t-12¢ KLA 17.281
Diger KLLA Tzomerleri 1.640
Toplam KLA 35.393
Metot °Clye getitilerek 15 dk streyle karigtrilmast ile

Yag asitlerinin transesterifikasyonu ile metil
esteri eldesi

Christie (1989) tarafindan bildirilen ve Kim ve Liu
(1999) tarafindan modifiye edilen yag asitlerinin
asidik ortamda transesterifikasyonu metodu
kullanilarak serbest yag asitlerinin metil estetleri
olusturulmustur. Bu amagla 2 mg 6rnek tzerine
0.12 mL %1’lik HoSO4 (metanolde) ilave edilmis
ve 70°C’de 2 saat bekletilmistit. Daha sonra
tzerine %5’lik NaCl ¢ozeltisinden 0.14 mlL. ilave
edilmis ve ayirma hunisinde 15 mL hekzan ile 2
kez ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Hekzan fazi
tzerine %4Tik 0.12 mL potasyum bikarbonat
ilave edilip sodyum silfat varhfinda vakum
altinda filtre edilerek yag asidi metil esterleri elde
edilmistr.

Interesterifikasyon iglemi ile KLA esteri
hazirlama

Interesterifikasyon islemi cift cidarl erlen
kullantlarak vakum altinda ger¢eklestirilmistir. Bu
islem igin palm stearin ve metillendirilmis-KLA
(kontrol 6rneginde linoleik asit) orant 1/3 olacak
sekilde  karstunlmistir.  Manyetik  karistirict
kullanilarak vakum ortaminda yagin sicakligt 90

nemi uzaklastrilmistir. Daha sonra katalizor
olarak %030'luk sodyum metilat (CH3;ONa)
¢ozeltisinden %0.5 oraninda yaga eklenerek, 30
dakika ile 90 ©°C'de vakum altinda
karistirilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
katalizoriin inaktif hale getirilmesi icin toplam yag
agitliginin %2'si oraninda  %20'lik  sitrik  asit
¢ozeltisi karigima eklenmis ve aynt sicaklikta 15
dakika katistirma islemine devam edilmistit.
Yaglar agartma topragt kullanilarak kagit filtreden
siziilmiis ve bdylece katalizér ve yabanc
maddeler uzaklastrdmustir. Elde edilen yaglar,
analizler gerceklestirilinceye kadar -18 °C'de
bekletilmistir (Zeitoun vd., 1993). Bu asamada
tretilen 6rneklerin KLA icerigi analiz edilmis ve
%1, 2.5, 5, 7.5 ve %10 KLLA iceren son urunler
pagcal yapilarak hazirlanmigtir.

sure

HPLC yag asitlerinin miktar ve izomer
analizi

Son trinlerin KLA izomerleri icerigi, Sehat vd.
(1999) tarafindan O6nerilen metot kullanilarak
belitlenmistir. Bu amacla HPLC cihazina
transesterifikasyon yoluyla olusturulan yag asidi
metil esterlerini iceren Ornekten 20 pl enjekte
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edilmistir. Orneklerin bilesenlerine
aynstirilmasinda “Chromspher 5 lipit” analitik
kolonu (4.6 mm ID, 250 mm, 5 pm partikil
boyutu, Varian, Polo Alto, CA, USA) ve yag
asitlerinin beliflenmesinde ise UV dedektorii (233
nm) kullandarak analiz  gerceklestirilmistir.
Hareketli faz olarak %0.1 asetonitril iceren hekzan
kullanilmustir (akis hiz1 1 mI./dakika). Izomerlerin
tam olarak tespiti i¢cin aynt sartlarda standartlarin
enjeksiyonu yapilmistir.

Margarin tiretimi ve analizler

Margarin tretiminde %82 yag, %16 su, %0.7 tuz,
%1 yagsiz sit tozu ve %0.3 mono-digliserit
karigtmt kullamlmistir. Literatiirden farkli olarak
antioksidan kullanilmayarak depolama
stabilitesinin  daha net olarak belirlenmesi
amaclanmistir. Uretilen margarin 6rnekleri 4 ay
sttesince buzdolabinda (5°C) depolanmus ve
detaylar1 asagida verilen sekilde margarinlerin
depolama stabiliteleri belitlenmistir.

KLA icerigi yiksek margarin Uretiminde ise
interesterifikasyon islemi ile dretilen % 1, 2.5, 5,
7.5 ve 10 KLA iceren yag kullanilmustir. Kontrol
grubu icin ise %0, 1, 10 aycicek yagt igeren
margarinler hazirlanmistir.  Uretilen margarin
ornekleri 4 aylik depolama stresince 0., 15., 30.,

0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04 e
002 | e

45., 60., 75. 90. ve 120. giinlerde analizlere tabi
tutulmustur.

Renk degerleri: Margarin Grneklerinin  renk
Olgtimleri depolama siiresi boyunca yapilmis olup
bu amagla Minolta CR-400 cihazt (Konica
Minolta Sensing, Osaka, Japan) kullanilarak L*, a*
ve b* degetleri beliflenmistir.

Serbest yag asitligi (SYA) ve peroksit sayisi
tayini: Uretilen margarinlerde depolama siiresi
boyunca serbest yag asitligi ve peroksit sayisindaki
degisimler sirastyla Cd 3a—63 ve Cd 8-53 (AOCS,
1998) metotlart ile belitlenmistir.

Malonaldehit analizi (MAD): Lipit
oksidasyonu; 2-Tiyobarbitirik asidin  (TBA)
MAD ile kalorimetrik tepkimesinin 6l¢me esasina
dayanarak Cd 19-90 (AOCS, 1998) metodu ile
belirlenmistir. Sahit ¢ozeltiye karst 6rnegin 538
nm’deki absorbansi okunmus ve MAD standart
egrisini hazirlamak tzere 1x10-> M Malonaldehit
bis (dietil asetal, % 97) standart ¢ozeltisinden
farkli oranlarda seyreltmeler hazirlanmigtir.
Hazirlanan seyreltik ¢ozeltilerden elde edilen
absorbanslar kalibrasyon egrisinin
hazitlanmasinda kullandmistir (Sekil 1).

y =0.0847x + 0.002 e
R2=0.9997

0 &

1 1.5 2

Malonaldehit (mg/L)
Malonaldehyde (mg/L)

Sekil 1. TBA analizine ait kalibrasyon egrisi
Figure 1. Calibration curve for TBA analysis
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BULGULAR VE TARTISMA
Interesterifikasyon ile iiretilen
margarin drneklerine ait sonuglar
Renk Degigimi

Utretilen margarinlerde yapilan renk analizi
sonucunda L* (patlaklik/matlik) degeri, a* ve b*
degertleri Cizelge 2’de go6sterildigi gibidir.  L*
degeri O (siyah) ve 100 (beyaz) arasindaki aydinlk
derecesini Ol¢mektedir, depolama stresinde en
yiksek parlaklik degerine kontrol grubunda
rastlantlmistir. 0. ginde %1 gibi diisitk oranlarda
aycicek  yagt/KLA  kullanilarak  uretilen
margarinlerde benzer L* degerleri olusmasina
ragmen %10 aycicek yagt kullanimi %10 KLA’ya
kiyasla margarinlere daha ¢ok parlaklik vermistir.
Uriinlerde KILA miktarinin artmastyla azalan 1.*
degeri daha sonraki analizlerde diizensiz olarak
artis/azalis gostermistir. IL* degerindeki azalma
KLA iceren Orneklerin partlakliginin azaldiginin
bir gbstergesidir. Analiz sonucunda a* degeri “-”
(vesil) ctkmustir. 0. glinde en yliksek yesillik degeri
%10 aycicek yagt ile elde edile margarinlerde
ortaya ¢tkmis ve aynt oranlarda KILA kullanilarak
tretilen matgarinler bu degerden bir miktar disiik
yesillik degeri gbstermistir. Analiz edilen bitin
orneklerde depolama stiresince analiz hatasindan
kaynaklanabilecek diizensiz artma ve azalmalar
gozlemlenmistir. KLA miktarinin = artmasiyla
beraber 6rneklerde yesillik degerinin az miktarda
olsa diizensiz olarak arttig1 tespit edilmistir. b*
degeri “+” (sar1) olarak okunmustur. 0.glinde ayni
oranlarda  Aycicek yagi/ KLA ile uretilen
margarinler karsilastirildiginda KLA ilavesinin
margarinlere daha ¢ok sarilik verdigi tespit
edilmistir. Aynt zamanda KLLA miktarinin artmast
ile sarihk degeri dogru orantt gdstermistir.
Depolama stiresince diizensiz artma azalmalar
gbzlemlenmesine ragmen 120. giniin sonunda en
yuksek b degeri %10 KLA igeren margarinlerde
olustugu tespit edilmistir.

KLA’IY

Serbest yag asitligi degisimi

Uretilen margarin érneklerinde depolama siiresi
boyunca (0. 15. 30. 60. 90. ve 120. giin), kontrol
orneklerinde (K 0, K 1 ve K 10) ve %1, 2.5,5,7.5,
10 KLA iceren 6rneklere SYA analizi yapdmistir.
SYA analizi sonucunda Srneklerde 0.giinde en
diisiik SYA degeri kontrol 6rneklerinde meydana
gelmistir. %1  aycigek yag1 ile Uretilen

margarinlerde olusan SYA degeri %1 KLA ile elde
edilen drtunlerden bir miktar disik ctkmasina
ragmen bu fark urtinlerdeki aycicek/ KLA yagt
artigtyla artmustir. Ayrica yapidaki KLA miktartyla
SYA degeri arasinda dogru orantilli bir iliski
saptanmustir. 120 glinlik depolama siiresince tim
orneklerde  diizensiz artma ve azalmalar
gozlemlenmesine ragmen depolama stiresinin
bitiminde baslangicta belirlenen SYA degerinden
oldukea disiik degertler tespit edilmistir (Cizelge
3).

Peroksit sayis1 degisimi

Uretilen margarin 6rneklerinde depolama siiresi
boyunca (0. 15. 30. 60. 90. ve 120. giin), kontrol
orneklerinde (K 0, K1 ve K10) ve %1,2,5,5,7,5,
10 KLA iceren Orneklere peroksit analizi
yapilmistir  (Cizelge 4). 0. Glnde en yiksek
peroksit degeri %10 aycicek yagi ile Uretilen
margarinlerde ortaya ¢tkmustir. %1 ay¢icek yag ile
tretilen margarinlerde olusan peroksit degeri %1
KLA ile tretilen margarinlerden elde edilen
peroksit  degerinden daha digsik oldugu
gozlemlenmistir. Ancak %10 aycicek yagt %10
KLA’ya gbre oldukca yiksek peroksit degeri
meydana getirmistir. Ayrica  yapidaki  KLA
miktatinin artmast peroksit degerinde bir miktar
artisa sebep olmustur. Sonuglardan da gorildigi
gibi depolama siiresince tim Orneklerde yag
asitlerinin =~ olusumundan  dolayt  peroksit
degetlerinde diizensiz artma ve azalmalar tespit
edilitken 120 giinlik depolama sonunda oldukc¢a
yliksek peroksit degerleri meydana gelmis olup
sadece K 10 (%10 aygicek yagt) ve M 1 (%1 KLA)
Orneklerinde bir miktar azalma tespit edilmistir.

Bir ¢alismada ticari soya yag1 ve KLAZSY (KLA
iceren yag) ile kizartlmis patateslerden ekstrakte
edilen yaglarin peroksit degerlerinin yaklasik ayni
degerde oldugu tespit edilmistir (Jain ve Proctor,
2007). Yettella ve arkadaslarinin yapmus olduklart
bir ¢alismada depolama siiresince inceledikleri
soya yaginda peroksit degerinde buytk bir artma
gozlemlerken KILA igeren Orneklerin peroksit
degerinde  Onemli bir derecede degisim
olmadigint belirlemislerdir (Yettella vd., 2012). Bu
sonucun hidroperoksitlerin KLLA’nin oksidasyon
trind  olmadigt  raporuyla  desteklendigi
vurgulanmistir (Ha vd.,1990). Bu ¢alismada ise
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Yetella vd. (2012)” nin calismasindan farklt olarak
baslangicta %10 KLA iceren margarinlerin
peroksit degerinin %10 aycicek yagi iceren
margarinlerin  peroksit  degerinden  dusik
bulunmasina ragmen depolama siiresinde bu
miktar stirekli olarak artmistir. Arastirmacilarin
cogu, KLA'nin LA'den daha hizli oksitlendigini
6ne sirmektedirler (Ha vd., 1990; Zhang ve Chen,

1997). Aynt zamanda Yang ve arkadaglart KILA’
nin oksidatif stabilitesinin, ¢ift bagin geometrik
pozisyondan fazla etkilendigini vurgulamislardir
(Yang vd., 2000). Bu calismada kullanilan KILLA
izometlerinin  literatiirdeki  calismadan  farkl
oldugunu varsayarsak sonuclarimiz bu bulgular
kanitlar neticededir.

Cizelge 2. Interesterifikasyon ile wiretilen KILA'll margarinlerde renk degisimi
Table 2. Color changes in CL.A-margarines produced by interesterification

¥ 0.gin 15.giin 30.gin 60.giin 90.giin 120.giin
0.day 15.day 30.day 60.day 90.day 120.day
KO0 90.37¢D 72.6124 73.91a7 73.92a7 83.694¢ 82.05bB
K1 87.20cdD 75.76A 78.31B 87.52D 82.95d¢ 83.16¢C
K10 86.50<P 78.574A 79.46A 84.41<C 81.16® 84.674¢
M1 87.02¢dD 71.7824 73.68A 82.26¢dB 83.22dBC 85.464¢
M2.5 87.274D 74.69bcA 75.01abA 81.01B 84.02d¢ 80.914bB
M5 84.51bD 74.58bcA 78.83bcB 83.32deD 81.31<C 83.30<D
M 7.5 80.814D 74.34bA 71.90<C 80.73¢D 76.29%B 80.10sCD
M 10 81.40.D 77.9148 74.39aA 76.71b8B 74117 79.744C
2k
KO -3.358 -3.13<¢ -3.554A -3.23¢BC -3.562bA -3.65bA
K1 -3.99bA -3.20D -3.87bB -4.02bA -3.45bC -3.8748
K10 -4.512A -3.39bek -4.07a¢ -4.28:8 -3.692D -4.072¢
M1 -4.20beA -2.794E -3.14abB -3.57<C -3.00<P -3.70bcC
M2.5 -4.30bA -3.43abB -3.258 -3.304B -3.6748 -3.43dB
M5 -3.71eBC -3.502bC -3.50beBC -3.71<BC -3.7248 -3.963A
M 7.5 -4.12eA -3.71a8C -3.49bcC -3.65<BC -3.50abC -3.832bB
M 10 -4.28cA -3.652¢ -3.04abeC -3.68<C -3.2]beD -3.9648
b*
KO 211424 26.210 26.140 24.61:C 247508 24.41D
K1 26.568 25.44a8 29.08edb 27.85bC 21.50a4 25.91:
K10 26.64b¢ 24.78 29.02dE 28.24bDE 21.54aA 27.68b<D
M1 28.28¢C 25.21aB 27.32abC 28.13bC 22174 28.16<C
M2.5 29.054 28.8508 29.34cdB 28.0008 25.00A 28.71<8
M5 26.78bAB 29.23bD 28.29bcCD 27.81bBC 25.72eA 32.004E
M 7.5 31.69<«¢ 31.93 30.3848 31.994c 25.51eA 34.12¢D
M 10 34.51D 32.96C 33.45¢C 30.858 25.40A 34.82¢D

abeds Aynr siitunda farklt harflerle gésterilen ortalamalar istatiksel agidan farklidir (P<0.05)
ABCD :Ayni satirda farklt harflerle gésterilen ortalamalar istatistiksel agidan farkhdir (P<<0.05)
sbed: The averages shown with different letters in the same colummn are statistically different (P<0.05)
ABCD: The averages shown with different letters on the same row are statistically different (P<0.05)

Malonaldehit miktar1 degisimi

Uretilen margarin 6rneklerinde depolama siiresi
boyunca (0. 15. 30. 60. 90. ve 120. giin), kontrol
orneklerinde (K 0, K 1 ve K 10) ve %1, 2.5,5,7.5,
10 KLA igeren 6rneklerinin TBA sayilart Cizelge

5’de gosterildigi gibidir. 0. giinde %1 ay¢icek yagi
ile tretilen margarin 6rneklerinde bulunan TBA
sayist %1 KLA igeren 6rneklere oranla biraz daha
yiksek olmasina ragmen KILA/Aycicek yagt
oraninin artmast ile KLLA iceren margarinlerde
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aycicek yagina kiyasla daha yiiksek TBA sayisi
Olgtilmistir. Ayrica margarinlerde bulunan KLA

orneklerde

miktarinin artmasi ile TBA sayist stirekli olarak en yiksek TBA

artts  gOstermistir.

Depolama

suresince tim

duzensiz

sayist %10

margarinlerde meydana gelmistir.

artma/azalma meydana
gelmis olup 120 giinliik depolamanin sonucunda

KLA igeren

Cizelge 3. Interesterifikasyon ile iretilen KI.A'll margarinlerdeki serbest yag asitligi (7o)

Table 3. Free fatty acid contents (Yo) of CL.A-margarines produced by interesterification

Ornekler 0.glin 15.giin 30.giin 60.giin 90.giin 120.giin
Samples 0.day 15.day 30.day 60.day 90.day 120.day
KO0 0.518b 0.492AB 0.42aAB 0.46¢AB 0.41abAB 0.37aA
K1 0.4942 0.47CD 0.48D 0.37:8 0.42abBC 0.352AB
K 10 0.45bDE 0.47:E 0.404BC 0.43beCD 0.392bB 0.3524
M1 0.52bD 0.48C 0.45:8 0.43b<B 0.3824 0.372A
M 2.5 0.52abA 0.55beA 0.45abA 0.40abA 0.40abA 0.57bA
M5 0.55bA 0.57bcA 0.46bA 0.44bcA 0.44bA 0.44bA
M 7.5 0.54bAB 0.59b¢ 0.51b8 0.48¢<AB 0.49<B 0.402bA
M 10 0.5658 0.54bAB 0.53bAB 0.53dAB 0.54<AB 0.48:bA

ABCD; Aynt satirda farkli harflerle gésterilen ortalamalar istatistiksel agidan farklidir (P<0.05)
abed; Ayni stitunda farklt harflerle gosterilen ortalamalar istatiksel acidan farklidir (P<0.05)
ABED: The averages shown with different letters on the same row are statistically different (P<0.05)

wbads The averages shown with different letters in the same column are statistically different (P<0.05)

Cizelge 4. Interesterifikasyon ile tiretilen KILA'll margarinlerdeki peroksit degeri (meq O2/kg)
Table 4. Peroxide values (meq Oz / kg) of CL.A-margarines produced by interesterification

Ornekler 0.gin 15.gtin 30.giin 60.gin 90.gin 120.gtn
Samples 0.day 15.day 30.day 60.day 90.day 120.day
KO0 2.162A 2.5128 2.72aC 2.862D 3.51ak 4.03bF
K1 2.16b4 2.7628 3.262hC 3.61bedD 4.76bE 5.54¢F
K 10 9.14¢E 6.11<D 5.83dD 4.134C 3.6028 2.52a8
M1 3.73¢hC 3.67<C 3.74bC 3.302bBC 2.83a4 2.93248
M25 3.83¢bA 3.61A 3.24abA 3.55beA 5.33bcB 5.40¢<B
M5 3.50<A 3.59<A 3.49pA 3.91<dA 5.55bcB 5.95¢dB
M75 3.15p4 3.17vA 3.28abA 3.89<dA 5.46bcB 6.544B
M 10 4.004A 4.024A 4.43eA 4.87<A 5.87¢<B 7.99ke

abeds Aynt stitunda farklt harflerle gosterilen ortalamalar istatiksel acidan farklidir (P<<0.05)
ABCD; Aynit satirda farklt harfletle gésterilen ortalamalar istatistiksel acidan farklidir (P<<0.05)
sbed: The averages shown with different letters in the same colummn are statistically different (P<0.05)
ABCD. The averages shown with different letters on the same row are statistically different (P<0.05)

Cizelge 5. Interesterifikasyon ile iiretilen KLA'll margarinlerdeki tiyobarbiitirik asit (mg/ml.) sayist
Table 5. Thiobarbutyric acid (mg | mL) values of CL.A-margarines produced by interesterification

Ornekler 0.giin 15.giin 30.glin 60.giin 90.gtin 120.giin
Samples 0.day 15.day 30.day 60.day 90.day 120.day
KO0 0.09 0.06 0.06 0.10 0.13 0.06
K1 0.09 0.07 0.05 0.08 0.10 0.05
K10 0.12 0.10 0.07 0.13 0.11 0.06
M1 0.06 0.06 0.06 0.12 0.10 0.09
M25 0.08 0.07 0.06 0.10 0.12 0.09
M5 0.12 0.09 0.07 0.18 0.12 0.11
M75 0.11 0.10 0.09 0.12 0.13 0.10
M 10 0.17 0.13 0.10 0.17 0.15 0.14
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Van den Berg vd. (1995) KLA ve linoleik asit
kanstminin oksijene maruz kalmast sonucunda
prooksidan etki gésterdigini aym zamanda
KLA’nin  anti-prooksidan  etkisinin ~ izomer
cesitleri ile ilgili olabilecegini bildirmislerdir.
Literatiirdeki calismalar sonucunda
arastirmacilarin ¢ogu, KLA'nin linoleik asitten
daha hizli oksitlendigini rapor etmisledir (Ha vd.,
1990; Zhang ve Chen, 1997). Bunun aksine
KLA’nin linolenik ve arasidonik asitlerden daha
yiksek bir oksidasyon oranina sahip olduguna
dair kanitlarda bulunmaktadir (Zhang ve Chen,
1997). Bu yiizden KLA’nin oksidatif stabilitesi
tzerine kesin bir sonu¢ heniiz belitlenememis ve
konu ¢6zlime ulagamamustir. Sunmus oldugumuz
bu calismada KILA miktarinin  artmast ile
oksidasyonun bir miktar arttifi aynt zamanda
depolama siiresince baslangica kiyasla TBA
sayisinda bir miktar azalma beliflenmistir. Bu
sonu¢ depolama boyunca KILLA’nin margarinlerde

antioksidan olarak gbrev yapmis oldugunu
gostermektedir.  TBA  sayisinda  olusan
dalgalanmalar depolama kosullarindan,
oksidasyon analiz yontemlerinden

kaynaklanabilecegi gibi KLLA izomerlerinden de
etkilenmektedir.

Mikroenkapsiile KLA ile iiretilen margarinler
orneklerine ait sonuclar

Renk analizi

Uretilen margarinlerde yapilan renk analizi
sonucunda L* (patlaklik/matlik) degeri, a* ve b*
degerleri Cizelge 6’da gosterildigi gibidir. L*
degeri O (siyah) ve 100 (beyaz) arasindaki aydinlk
derecesini Sl¢mektedir. 0. glinde aynt oranlarda
aycicegi/mikroenkapsile KILA ile uretilen
margarinler karsilastirildiginda  aycicegi  yagt
margarinlere bir miktar fazla parlaklik vermistir.

Diger taraftan yapidaki mikroenkapsile KLA
miktarinin  artmast L* degerinde Onemli bir
degisime neden olmamustir. Depolama siiresince
tim &rneklerde L* degerinde diizensiz artma ve
azalma meydana gelmis ve 120. giinin sonunda
tim Orneklerde parlakhigin  baslangica gore
azalmis oldugu tespit edilmistir. Analiz sonucunda
a degeri “-” (yesil) ¢ctkmus en yiksek yesillige sahip
orneklerin mikroenkapsiile KLLA iceren 6rnekler
oldugu tespit edilmistir.

Ayrica %1 aygicegi yagi iceren margarinlerin
yesillik degeri %1 mikroenkapsille KLA iceren
margarinlere gbre bir miktar digik c¢ikmistr.
Depolama boyunca a* degerinde diizensiz artma
ve azalmalar meydana gelmis ve bunun sebebinin
Olcim hatasindan kaynaklanabilecegi
ongorilmektedir. 120. giiniin sonunda 6rneklerin
yesillik degerinin baglangica gére bir miktar
azaldigt raporlara kaydedilmigtir. b* degeri “+”
(sar1) olarak okunmustur. 0. glinde aynt oranlarda
aycicegi yagt / mikroenkapsile KLA iceren
6nemli bir fark tespit edilmemis ancak
margarinlerde KLLA’ nin artmast ile b degerinde
bir miktar artis meydana gelmistir. Depolama
stiresince b degerinde diizensiz artma ve azalmalar
belitlenmistir.

Serbest yag asitligi

Uretilen margarin 6rneklerinde depolama siiresi
boyunca (0., 15., 30., 60., 90. ve 120. giin), kontrol
orneklerinde (K 0, K1 ve K 10) ve %0.1, 0.2, 0.4,
0.5 ve 1.0 oranlarinda mikroenkapsiile edilmis
KLA ile tiretilen margarin 6rneklerine SYA analizi
yapilmustir (Cizelge 7). Analiz sonucunda 0. glinde
olusturulan kontrol 6rneklerinde buyik bir fark
gbzlemlenememis ancak 6rneklerdeki KLA
miktarinin artmasi ile SYA degerinde bir artis sz
konusu olmustur. %1 mikroenkapsiile KILA
iceren margarin 6rnekleri %1 aygicedi yag1 iceren
Orneklere kiyasla oldukca yiksek SYA degeri
gOstermistir. Depolama stiresince SYA degetleri
baslangic  degetlere gére Onemli derecede
degisime ugramamistir.

Peroksit say1s1

Uretilen margarin 6rneklerinde depolama siiresi
boyunca (0., 15., 30., 60., 90. ve 120. giin), kontrol
orneklerinde (K 0, K 1 ve K 10) ve %0.1, 0.2, 0.4,
0.5 ve 1.0 oranlarinda mikroenkapstile edilmis
KLA ile tretilen margarin 6rneklerine peroksit
analizi yapilmustir (Cizelge 8). 0. giinde tim
orneklerde peroksit degerinde 6nemli derecede
bir  fark  gozlemlenememis  ancak = %l
mikroenkapstile KILA igeren margarinlerde
peroksit degeri %1 aycicegi yagt igeren
margarinlere kiyasla bir miktar fazla ¢tkmustir.
Sonuglar  depolama  stiresinde  peroksit
degerlerinin yag asidi olusumundan dolay: stirekli
olarak arttug tespit edilmis olup 120 gunlik
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depolama siiresi sonunda en yiiksek degerin %1 KLA o6rneklerine gore daha yitksek peroksit
aycicegi yagi iceren margarinlerde oldugu ayrica en degeri gosterdigi belirflenmistir.
yiksek mikroenkapsiile KLA iceren (MK 1) diger

Cizelge 6. Mikroenkapsiile KLLA ile tretilen margarinlerdeki renk degisimi
Table 6. Color changes in margarines containing microencapsulated-C1.A

L 0.giin 15.glin 30.glin 60.giin 90.giin 120.giin
0.day 15.day 30.day 60.day 90.day 120.day
KO 90.374D 72.6124 73.9124 73.922A 83.694C 82.05b8
K1 87.20P 75.76bA 78.31bB 87.52<D 82.95¢dC 83.16<C
MK 0.1 85.17CD 85.964D 80.85¢A 82.30pB 84.114¢ 82.03bB
MK 0.2 85.89pD 84.434C 81.094B 83.89pBC 80.542A 83.24¢<BC
MK 0.4 85.91bD 77.96A 78.54<C 84.56<F 81.412bB 81.432bB
MK 0.5 85.29<C 77.81<A 79.82bA 82.29vB 82.14beB 80.6628
MK'1 85.31:C 78.38cA 78.35B 83.45<C 81.142bB 82.642bB
2%
KO -3.35¢8 -3.13C -3.55da -3.23¢BC -3.56%4 -3.65bA
K1 -3.99pA -3.20D -3.87bB -4.02kA -3.45hC -3.8748
MK 0.1 -4.22a7 -3.43bC -3.82bcB -3.47dC -3.55C -3.912A
MK 0.2 -4.010A -3.594B -4.062A -3.71¢B -3.83¢<C -4.092A
MK 0.4 -4.21a7 -3.76:C -4.05q8 -4.03aA -3.962P -3.978
MK 0.5 -3.97pA -3.85dE -3.72¢B -3.36dC -3.14<D -3.32¢C
MK 1 -4.177 -3.53bD -3.88bB -3.69<C -3.52abD -3.60PD
b*
KO 21.1400 26.21bD 26.142D 24.61bC 24.75¢B 24.41aD
K1 26.56b8 25.44vB 29.08<D 27.85<C 21.50e 259128
MK 0.1 29.44<D 25.73bC 26.102C 23.1228 21.50e 26.48C
MK 0.2 26.14vB 26.5008 29.05<C 26.26<dB 20.47a0 28.03bC
MK 0.4 28.464E 26.40vB 27.43bCD 26.964<C 23.054A 27.73bD
MK 0.5 26.35bC 23.3248 29.26<D 25.35bcC 20.99pA 25.71aC
MK 1 27.37<C 26.50bCB 25.8828 26.854<CB 23.054A 26.33Ab

ABCD:Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan farklidir (P<0.05)
abed:Ayni stitunda farkh harflerle gésterilen ortalamalar istatiksel agidan farklidir (P<<0.05)
ABCD: The averages shown with different letters on the same row are statistically different (P<0.05)

abody "The averages shown with different letters in the same column are statistically different (P<0.05)

Cizelge 7. Mikroenkapsiile KLLA iceren margarinlerdeki serbest yag asitligi
Table 7. Free fatty acid contents of margarines containing microencapsulated-Cl.A

Ornekler 0.giin 15.giin 30.glin 60.gtin 90.gtin 120.giin
Samples 0.day 15.day 30.day 60.day 90.day 120.day
KO0 0.57abB 0.49aA8 (0.42aA8B 0.463AB 0.41aAB 0.37aA
K1 0.49a2 0.47aCD 0.48D 0.37aB (0.42aBC 0.35aAB
MK 0.1 0.61bA 0.66b¢ 0.61aAB 0.65bBC 0.64bAB 0.63bAB
MK 0.2 0.98¢<C 0.97<BC 0.89bBC 0.83¢B 0.89<BC 0.69b2
MK 0.4 1.33da 1.43dA 1.41cA 1.33dA 1.33da 1.29eA
MK 0.5 1.63dA 1.74<C 1.53<8 1.63¢BC 1.76<¢ 1.694BC
MK 1 2.44eA 2.86® 2.80dAB 2.74fAB 2.87® 2.77¢AB

ABCD; Ayni satirda farklt harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan farklidir (P<0.05)
abeds Aynr siitunda farklt harflerle gosterilen ortalamalar istatiksel agidan farklidir (P<0.05)
ABCL: The averages shown with different letters on the same row are statistically different (P<0.05)

abed: The averages shown with different letters in the same colunmn are statistically different (P<0.05)
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Cizelge 8. Mikroenkapsiile KLA i¢ceren margatinlerdeki peroksit degeti (meq O2/kg)

Table 8. Peroxide values (meq O/ kg) of margarines containing microencapsulated-C1.A

Ornekler 0.glin 15.glin 30.giin 60.glin 90.glin 120.gtin
Samples 0.day 15.day 30.day 60.day 90.day 120.day
KO 2.162A 2.51a8 2.72aC 2.862D 3.51aE 4.03aF
K1 2.162A 2.7638 3.26a¢ 3.61aD 4.763E 5.54r
MK 0.1 2.32aA 2.71a8 2.7638 2.8538 3.962¢ 4.11a€
MK 0.2 2.38aA 2.48aA 2.91a8 3.34aC 4.152D 4.42bD
MK 0.4 2.271aA 2.47aA 2.8338 3.40aC 4.32aD 4.87<E
MK 0.5 22324 2.6928 2.74a8 3.70a¢ 4.18D 4.95¢dE
MK 1 2.32aA 2.6338 2.71a8 3.682C 4.21aD 5.064E

abeds Aynt siitunda farkl harflerle gdsterilen ortalamalar istatiksel agidan farkhidir (P<0.05)
ABCD; Aynt satirda farkls harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan farklidir (P<0.05)
whads The averages shown with different letters in the same column are statistically different (P<0.05)

Malonaldehit analizi

Uretilen margarin 6rneklerinde depolama siiresi
boyunca (0. 15. 30. 60. 90. ve 120. giin), kontrol
orneklerinde (K 0 ve K 1) ve %0.1,0.2,0.4, 0.5 ve
1 mikroenkapstile KLA iceren 6rneklerinin TBA
sayilar1 Cizelge 9’da gésterildigi gibidir. 0.gtinde
%!1 aycicegi yagl iceren margarin Orneklerinde
olusan TBA %1 mikroenkapsile KLA
kullanimiyla elde edilen margarin Grneklerine

ABED: The averages shown with different letters on the same row are statistically different (P<0.05)

kiyasla bir miktar dustik bulunmustur. Aymn
zamanda  margarin orneklerinde  artan
mikroenkapstile KLA miktar1 ile TBA dogru
orantt gostermistir. Depolama siiresince incelenen
TBA  sayisinda  duzensiz  artma/azalmalar
gbzlemlenmistir. 120 glnln sonunda en ytksek
TBA sayisina sahip 6rnegin %1 mikroenkapstile
KLA  iceren  Ornekte  oldugu  raporlara
kaydedilmistir.

Cizelge 9. Mikroenkapsiile KILA i¢ceren margatinlerde tiyobarbutirik asit (mg/ml) sayist
Table 9. Thiobarbutyric acid (mg | mL) values of margarines containing microencapsulated-C1.A

Ornekler 0.gin 15.gtin 30.giin 60.gin 90.gin 120.gtin
Samples 0.day 15.day 30.day 60.day 90.day 120.day
KO 0.09 0.06 0.04 0.10 0.13 0.06

K1 0.09 0.07 0.05 0.08 0.10 0.05
MKO.1 0.05 0.05 0.05 0.08 0.11 0.09
MKO.2 0.08 0.07 0.06 0.09 0.13 0.10
MKO.4 0.08 0.07 0.06 0.13 0.11 0.10
MKO.5 0.14 0.10 0.06 0.09 0.09 0.10
MK1 0.12 0.09 0.06 0.12 0.09 0.14
SONUC depolama siiresince KILA miktarinin artmasi ile

Renk analizinde depolama stresinde KLA ve
mikro-enkapsiile KLA miktarinin artmast ile
patlaklik ve yesillik degerlerinde bir miktar azalma
gbzlemlenmesine ragmen, sanlik degeri bir miktar
artmustir. Depolama stiresince yaptlan SYA’nde
KLA miktarinin artmast ve depolama siiresinin
uzamast kosullarinda SYA’nde bir azalma
meydana gelmistir. Peroksit sayist analizinde ise

bir miktar artma gozlemlenmistir. Bir diger
oksidasyon analizi olan malonaldehit analizinde
ise KLLA kullanimut ile ¢ok az bir miktarda artan
TBA sayist depolama siiresince 6nemli  bir
degisime ugramamistir.

Sonug olarak depolama stiresince yapilan analizler
sonucunda KLA igerigi zengin triiniin depolama
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kosullarina uygunluk gdéstermesi, oksidasyon
analizlerinde  margarinlerde  olumlu  etkiler
yapmasi ve karakterizasyon analizlerinde tespit
edilen olumlu &zellikler sonucunda margarin
tretiminde KLA kullanilmasinin  son iriine
pozitif etkileri tespit edilmistir. Hem son triindeki
olumlu etkileri hem de saglik tizerindeki bilinen
katkilarindan dolayt KLA’nin gidalar {izerinde
kullanimi arastirilmast gereken bir konudur.

GIKAR CATISMASI BEYANI

Yazatlar arasinda ctkar catismast
bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

HE, arastirmanin planlanmasi, yuritilmesi,

degerlendirilmesi ve yazimint saglamistir. AG ve
HA analizlerin takibi, degetlendirilmesi ve
yazimini saglamistir.  Yazarlar makalenin son
halini okumus ve onaylamslardir.
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Diinya genelinde niifusun artmast beslenme sorunlarint da beraberinde getirmektedir. Yaklasik olarak her 9
kisiden 1’1 achk ¢ekmektedir. Yenilebilir bocekler ylksek biyokitle ve gesitlilige sahiptir. Yiksek kalitede
protein, doymamus yaglar, vitaminler, mineraller ve biyoaktif maddeler acisindan zengindir. Yetistirilmeleri
icin diger hayvansal kaynaklara gore daha az yem, su ve alan gerekmektedir. Insan ve hayvanlarin olusturdugu
biyolojik atiklar da bocek yetistirmek icin kullanilabilmektedir. Béceklerden elde edilen biyoaktif maddeler
saghgin gelistirilmesi ve hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilabilmektedir. Bu nedenle bircok firma tarafindan
béeek tUriinleri dretilmekte ve 55 milyon dolarlik bir pazar bulunmaktadir. Yenilebilir bécekler faydalat
yaninda mikrobiyolojik, parazitolojik ve aletjik riskler de tasimaktadir. Bu nedenle tretimleri sirasinda belli
kurallara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu standartlarin belitlenmesi i¢in bilimsel ¢alismalarin arttirilmast,
mevzuatlarin gelistirilmesi ve uluslararast politikalarin olusturulmast gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Sirdirtlebilir beslenme, yenilebilir bécekler, bécek trtinleti

AN ALTERNATIVE SOURCE FOR IMPROVEMENT OF HEALTH AND
SUSTAINABLE NUTRITION: EDIBLE INSECTS

ABSTRACT

The increase in the population throughout the world brings along nutritional problems.
Approximately 1 in 9 people are starving. Edible insects have high biomass and variety. It is rich in
high quality protein, unsaturated fats, vitamins, minerals and bioactive substances. Less feed, water
and area is required for their cultivation compared to other animal sources. Biological waste generated
by humans and animals can also be used to grow insects. Bioactive substances obtained from insects
can be used in health promotion and disease prevention. For this reason, insect products are
produced by many companies and there is a 55 million dollar market. Edible insects carry
microbiological, parasitological and allergic risks in addition to their benefits. Therefore, certain rules
must be observed during their production. Scientific studies should be increased, legislation should
be developed and international policies should be established to determine these standards.
Keywords: Sustainable nutrition, edible insects, insect products
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GIRIS
Uluslararast kuruluslar tarafindan yayinlanan Gida
Givenligi ve Beslenme Durumu raporuna gore
kiiresel aclik son 10 yil icinde artis gdstermis ve
2017'de her 9 kisiden birinin (821 milyon) ac¢lik
cektigi  belirtilmistir. Diinya niifusunun 2050
yilinda 9 milyant bulacagt tahmin edilmektedir.
Gin gectikce nifusun  artmasi, ilerleyen
donemlerde bu krizin daha da derinlesecegini
gostermektedir (Van Huis vd., 2013; FAO vd.,,
2018). Guntimtizde tretilen besin miktart artacak
insan  nlfusunu  beslemek  icin  yeterli
olmadigindan lretim potansiyelinin  artmasi
gerekmektedir. Bu ihtiyacin kargilanmast icin de
yeni arazilerin besin Uretimi icin kullanilmast
gerekecektir. Aynt zamanda artan nlfus igin
yetlesim yeri ihtiyact arazilerin kullanimi agisindan
rekabet doguracaktir. Tarim ve yetlesim yerleri
artarken aynt zamanda CO; iretimi artacak ve
cevresel sorunlar ortaya ctkacaktir (Raiten vd.,
2020). Tim bu sorunlar karsisinda alternatif bir
besin kaynagi olarak yenilebilir b6cekler; besin ve
yem Uretimi, ticareti ve kullanimi ayni zamanda
besin kalitesi, givenligi ve cevre etkileri gibi
bircok yonden degerlendirilmektedir (Van Huis,
2020).

Bocekler hayvanlar aleminde buytk bir cesitlilik
gostererek toplam hayvan biyokitlesinin %95’ini
olusturmaktadir (De Castro vd., 2018). Yasamun
farkli evrelerinde yumurta, larva, pupa veya
yetiskin bécek olarak tarih boyunca insanlar
tarafindan  tlketilmistir  (Koufimska  ve
Adamkova, 2016; FAO, 2020). Entomofaji terimi
(Yunanca kelime &vzauov éntomon, “bdcek” ve phav
phagein, “yemek”) boceklerin  besin  olarak
kullantlmasini ifade etmektedir (Evans vd., 2015).
Gunumizde Afrika, Asya ve Latin Amerika bagta
olmak tzere yaklasik 2 milyar insan toplamda
1900°den fazla bocek tirtini tiketmektedir.
Kiresel olarak en sik tiketilen tlrler; tirtillar,
arilar, esek arsi ve karincalardir. Onlan cekirge,
cirerr bocegl, agustos bocedi, yaprak bdcegi,
termit, yusufcuk, sinek ve diger tirler takip
etmektedir (FAO, 2020). Ozellikle ekonomik
yonden gelismemis tilkelerde bocekler beslenme
sorunlarim gidermede 6nemli etkinlige sahip olup
toplumun beslenmesinde genis yer tutmaktadir
(Cox vd., 2020). Besin olarak en stk tiketilen

béceek titleri; Colegptera (Yo 31), Lepidoptera (%o 18),
Hymenoptera (o 14), Orthoptera (%o 13) ve Hemiptera
(% 10ydir (Sun-Waterthouse vd., 2016; FAO,
2020). Bircok toplumun tiiketmesi ayni zamanda
artan ihtiyaclar g6z Oniine alindiginda yenilebilir

bécekler gelecek icin  aghgin  Onlenmesinde
alternatif besin kaynaklar arasinda
gosterilmektedir  (FAO, 2020).  Bdceklerin

besinsel olarak kullanidmasinin yaninda patojen
veya toksik etken riskleri de bulunmaktadir. Bu
nedenle Gida ve Ilag Idaresi (FDA) bocekleri
insan ve hayvan tiketimi icin besin olarak
degerlendirip béceklerin yetistirilmesi, islenmesi
ve pazatlanmast konusunda belirli standartlar
gelistirmistir (FDA, 2016). Yenilebilir béceklerin
2017 yilinda pazar titketim biytkligi 55 milyon
dolarin tzerindedir. Yenilebilir bocek endistrisi
2024 yilina kadar %43.5'in lzetinde buyiime
amaclamaktadir (Koko ve Mariod, 2020).

Yenilebilir  bocekler genel olarak  orman
habitatinda yetismektedir. Glinimiizde yenilebilir
béceklere ilginin artmasiyla birlikte yenilebilir
béeek endistrisi gelismis ve teknolojik donanima
sahip bocek ciftlikleri kurulmustur. Bu ciftliklerde
bécek Uretiminin yaninda bilimsel aragtirmalar
yapilmaktadir (Wade ve Hoelle, 2020). Uretilen
béceklerin avantajlart olmasina ragmen insanlarin
tiketimi konusunda sorunlar bulunmaktadir.
Boceklerin canlt protein kaynaklan olarak tercih
edilmemesi en bilylik problemdir (Mlcek vd.,
2014). Genel olarak, bdécek temelli gidalara
yonelik tutumlar sosyokiltlirel veya psikolojik
nedenletle iliskilidir (Poma vd, 2017). Bunun
yaninda bazi besin etiketleme c¢alismalart ve
kullantm  sekilleri ile tiketim  kabulintun
artabilecegi belirtilmistir (Wendt ve Czaczkes,
2020). Ornegin bocek etinin hamburger olarak
tiketimi  tiketim  kabulinii  ve  algisim
degisebilmektedir (Poortvliet vd., 2019). Onemli
sorunlardan digeri ise yeni besin alternatifini
tretme ve pazatlama agsamasinda standartlarin
belirlenmemesi, aragtirmalarin yetersiz olmast ve
buna bagl olarak mevzuat ve tiziklerin
olusturulmamasidir. Bu alanda  gelistirilecek
uluslararast standartlara, etkin ortaklara, etkili
iletisime, tamuttma ve  politikalara  ihtiyag
duyulmaktadir (Stull ve Patz, 2020).
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BESINSEL OLARAK BOCEK
URETIMININ FAYDALARI

Bécek tretiminin faydalarinin basinda hayvanin
yem kitlesini viicut kuitlesine doniistiirmedeki
etkinliginin bir Ol¢lsit olan ‘yem verimliligi’
gelmektedir. Ornegin ev carcir bocegi (A
domestica) yem dontsiminin tavuklardan iki kat,
domuzlardan 4 kat ve sigirlardan 12 kat daha fazla
oldugunu belirtmiglerdir. Gorildigi gibi bécek
eti verimliligi diger hayvanlara gére oldukca
yiuksektir (Van Huis vd., 2013). Ayt zamanda
bécekler hayvan ve insan atiklan gibi organik
attklarin degerlendirilmesinde de
kullanilabilmektedir. Bu durum  bdceklerin
beslenmesini saglarken atiklarin déntstiirilmesi
ve cevrenin temizlenmesini de saglamaktadir

(Barbi vd., 2020).

Stirdurilebilirlik  acisindan  degerlendirildiginde
bécekler, kanatlilar veya ciftlik hayvanlarina gére
daha az amonyak ve sera gazt iretmektedir. Aymnt
zamanda bocek eti Uretimi icin daha az su
gerekmektedir (Van Huis, 2017). Hayvanlarn
cogalmast ve et Uretimi icin gerekli olan arazi
bakiminda bocekler diger hayvanlara gbre avantaj
saglamaktadir. Daha dar alanlarda daha ytksek
verimde Urln alinabilmektedir (Mulia, 2019).
Daha az attk olusturmast, kaynaklari daha idareli
kullanmast  ve  ormansizlagmayr  6nlemesi
nedeniyle bocek tretimi strdirilebilir beslenme
ve cevte sagligt acgisindan  biyik avantaj
saglamaktadir (Poma vd., 2017).

BOCEKLERIN BESINSEL ICERIK VE
OZELLIKLERI

Béceklerin besinsel degerleri diger hayvan tiitleri
kadar detayll calisilmasa da farkli calismalarla
ortaya koyulmustur. Bu degerler boceklerin tird,
yetistigi yer, mevsimsel streg, buytklikleri, larva
veya yetiskin oluslari gibi bir¢cok faktére gore
degismektedir. Bununla birlikte makro ve mikro
besin  Ggeleri  acisindan  oldukca  cesitlilik
gostererek  zengin  bir  besinsel  kaynak
olusturmaktadir (Finke ve Oonincx, 2014; Nowak
vd, 2015; FAO/INFOODS, 2017). Yapilan bir
calismada circir bocegi, palmiye biti larvalan ve
yemek kurdunun besin degeri skoru incelenmis,
sigir et ve tavuk etine gbre besinsel acidan
yetersizligi bulunmamis ve insan sagligt icin uygun
oldugu belirtilmistir. Cogu yenilebilir bocegin,
insan beslenmesinde yetetli enetji ve protein
aliminin  yant sira aminoasit gereksinimlerini
karsilayabilecegi belirtilmistir (Payne vd., 2016).
Bitki  proteinleri ve et proteinleri ile
karsilastirildiginda bocek proteinleri besin degeri,
toplam protein seviyesi ve esansiyel aminoasit
profili (%50 ile 80 arasinda) bakimindan yiksek
kaliteli proteinlere sahiptir (Rumpold ve Schliiter,
2013; Belluco vd, 2017). Bazt bocek titleti
fenilalanin ve trozin bakimindan zenginken
bazilart lizin, triptofan ve treonin bazilart ise
triptofan ve aromatik aminoasitler acisindan
zengindir. Genel olarak ylksek oranda esansiyel
aminoasit iceren bocekler bircok tlkede eksik olan
protein ihtiyacii tamamlamaktadir (Kourimska
and Adamkova, 2016). Bocek tltlerinin besin
Ogesi icerikleri Cizelge 1’de 6zetlenmistir (De
Castro vd., 2018).

Cizelge 1. Bécek tiirlerinin besin 6gesi igerikleri (De Castro vd., 2018)

TUR Protein Yag Karbonhidrat | Mineral Enerji
(g/100g) | (g/100g) (g/100g) (g/100g) | (kcal/100g)

Kin Kanatlilar (Coleoptera) 3.7-54 3.7-52 12-34 1-2 126-574
Cift Kanatlilar (Diptera) 17.5-67 4.2-31 8.4-23 1.24-8 199-460
Yarim Kanatllar (Hemiptera) 33-65 7-54 7-19 1-19 329-622
Zar Kanatlilar (Hymenoptera) 1-81 1.3-62 5-94 0-6 234-593
Pul Kanatlilar (Lepidoptera) 13.2-69.6 7-77 3-41 2-8 126-762
Diiz Kanathlar (Orthoptera) 13-77 2.4-25.1 16-30 2-27 117-436

Proteinlerden sonra béceklerde en ¢ok bulunan
makro besin 6gesi yaglardir ve larva déneminde
orant daha yiksektir. Yasamin evrelerine gore

degismekle birlikte ortalama %80 trigliserid ile
%20’den az oranda fosfolipidlerden olusmaktadir
(Ekpo vd., 2009; Tzompa-Sosa vd, 2014). Yag
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asidi profili boéceklerin  beslenmelerine  gére
degismektedir. Bécek yaginda oleik, linoleik ve
linolenik asitler ve ylksek oranda palmitik asit
dahil olmak tizere C18 yag asitleri bulunmaktadir
(Tzompa-Sosa vd., 2014; Paul vd., 2017).
Kolesterol, boceklerde en bol bulunan steroldur.
Bir termit turd olan Macrotermes bellicosus ve
Nijerya'da yaygin olarak tiketilen Imbrasia belina
trtl yagindaki  lipid  fraksiyonu  ortalama
kolesterol  seviyesinin % 3.6  oldugunu

belirtilmistir (Ekpo vd., 2009). Genel olarak
béceklerde doymamus yaglarin orani doymus
yagdan yiksektir. Aym zamanda tretilen yaglar
renk, gérinti ve aroma agisindan genel olarak
tiketilebilir diizeydedir ve bécegin genel lezzet
etkilemektedir  (Paul vd., 2017;
Tzompa-Sosa vd, 2019). Bazt boceklerin
lezzetinin  benzedigi besinler Cizelge 2°de
verilmistir (Kourimska and Adamkova, 2016).

durumunu

Cizelge 2. Bazi yenilebilir bécek tiitlerinin lezzet benzerligi (Kourimska and Adamkova, 2016)

Yenilebilir B6cekler Lezzet Benzerligi

Karincalar ve Termitler Tatli, Findiga benzer

Siyah Bécek Larvalan Kepekli ekmek

Tahta Kemirici Larvalan Yaglt g6giis derisi

Yusufcuk Larvalari ve Suda Yasayan Bocekler Balik

Hamambdcekleri Mantar

Cizgili Havug Tahtakurusu Elma

Esek Arist Cam tohumu

Lambri Tirtl (Mythimna impura) Ham Misir

Unlu Bitler (Mealybug) Patates Kizartmast

Su Kayikeilar Havyar

Yabani Giiveler Ringa Baligt
Yenilebilir bécekler kuru agihiklarinin %10unu kizartma  gibi  pisirme yontemlerine  gore

olugturan kitin sayesinde iyi bir lif kaynagidir.
Coziunmeyen kitin, esas olarak dis iskeletlerinde
bulunan béceklerin viicudundaki en yaygin Lif
seklidir. Ticari olarak yetistirilen boceklerde kitin,
taze agirlik basina 2.7 ile 49.8 mg ve kuru agirhik
basina 11.6 ile 137.2 mg arasinda bulunmaktadir.
Kitinin ctkarilmast, bécek  proteininin
sindirilebilirligini  arttirmaktadir. Kitin  ayrica
organizmalarin bazi parazitik enfeksiyonlara ve
alerjik durumlara karst korunmasinda etkilidir.
Probiyotik etki yaparak bagirsak mikrobiyotasinin
gelismesinde katki saglamaktadir. (Finke, 2007,
Imathiu, 2020). Bocekler gunlik mineral
ihtiyactnuin  yitksek oranini karsilayabilmektedir.
Ozellikle demir igerigi ve biyoyararlanimi
yitksektir. Cekirgeler, circir bécegi ve bazt solucan
tirleri Ozellikle Fe, Ca, Cu, Mg, Mn ve Zn
agisindan zengindir (Latunde-Dada vd., 2016).
Bunun yam sira mevsim ve beslenme durumlarina
gbre degismekle bitlikte B grubu vitaminleri, A,
D, E, K ve C vitaminini icermektedir (Koufimska,
ve Adamkova, 2016). Boceklerde besin igerikleri
ve sindirilebilirlikleri haslama, kavurma veya

degisebilmektedir. Ham bécekler haglanmis veya
kavtulmus boceklerden daha fazla in vitro
sindirilebilirlige sahiptir. Kaynatma sirasinda
protein, demir ve ¢inkoda kayiplar olabilmektedit.
Bu nedenle kisa siite kaynatma ve ardindan
kavurma islemi Onetilmektedir (Manditsera vd.,
2019). Bocek titleri boyutlar, yetistirilme sekilleri,
yasam evreleri, protein igerigi ve protein
sindirilebilirligi gibi bircok konudan etkilendigi
icin besinsel olarak isleme konusunda net bir bilgi
bulunmamaktadir (Halloran vd., 2016). Ayn
zamanda bécek uriinleri besinlerin
zenginlestirilmesi amactyla da kullanidmaktadur.
Ozelliklere bocek unlariyla zenginlestirme  ile
makarna  gibi  Grlnlerin  besin  igerigi
artturilmaktadir (Cabuk ve Yilmaz, 2020).

Béceklerde duyusal 6zellikle tiketme gekline gore
degismekte  ve  tiketilebilidik  durumunu
ctkilemektedir. Genellikle yumurta ve larvalar
daha az kitin  icerdiginden  daha  sik
tiuketilmektedir. Kabuklu boceklerde ise kitin
nedeniyle tiiketitken sert bir doku hissi ve ses
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olusumu goézlenmektedir. Kabuk kismui aynt
zamanda kokuyu engellemektedir (Koufimska, ve
Adamkova, 2016). Bécek triinleri islemesinde
genellikle 6gltme, pisirme ve kargtirma gibi
islemler  uygulanmaktadir. Ayt zamanda
teknolojik yéntemlerle bazi biyoaktif besin 6geleri
de tretilmektedir. Bu tretim siirecinde boceklerin
en verimli sekilde islenmesi icin gerekli olan
bilgiler ¢ok fazla etken faktér olmast nedeniyle
yetersizdir (Manditsera vd., 2019). Bu nedenle
bocek  uriinleri  ticarilestirilitken  isleme
yontemlerinin arastirilmasi ve besin kaybinin en az
olacak sekilde Gretilmesi gerekmektedir (Van Huis
vd., 2013).

SAGLIGIN GELISTIRILMESINDE
YENILEBILIR BOCEKLER

Sagligin sturdirilmesi ve gelistirilmesi i¢in yeterli
ve dengeli bir sekilde besin 6gelerinin alinmast
gerekmektedir. Ozellikle besinlerde bulunan
antioksidanlar gibi biyoaktif bircok madde saglhgin
gelistirilmesi  konusunda katki  saglamaktadir
(Alasalvar vd., 2020).  Yenilebilir bdcekler,
Giineydogu Asya, Pasifik, Sahra Altt Afrika, Orta
ve Glney Amerika'daki cesitli kirsal topluluklarin
Uyeleri tarafindan diizenli olarak biiyiik miktarda
yemek veya besin takviyesi olarak titketilmektedir.
Ayt zamanda bircok hastaligin tedavisinde
geleneksel tip alaninda kullanilmaktadir (Gahukar,
2020). Bocekler buyik biyokutleleri ve genis
cesitlilikleri ile 6zellikle biyoaktif madde acisindan
zengin kaynaklardir. Antimikrobiyal fonksiyona
ve anjiyotensin doniistiricli enzim inhibitor
aktivitesine sahip ¢ok c¢esitli bocek peptitleri
bildirilmistir. Sagligin gelistirilmesi konusunda
yenilebilir boécekler iyi bir alternatif kaynak
olusturmaktadir (De Castro vd., 2018; Mulia,
2019). Gelisen teknoloji ile beraber 6zel
aminoasitlerin dretiminde yenilebilir b&ceklerin
kullanilabilecegi belirtilmistir (Rahnamaeian vd.,
2015; Malan vd., 2016). Bécek hicreleri bakteri
veya mantarlara gbre daha gelismistir. Aym
zamanda kiltiir kolaylig1 ve yiksek ekspresyon
Ozellikleri ile  belirlenmis  6zel  peptitlerin
Uretiminde kullandabilmektedir. Bazt sirkeder
bocekleri  kullanarak  6zel peptit  lretimine
baslamistir. Bu peptitler besin iretiminden
hastaliklarla miicadeleye kadar bir¢ok farklt alanda
kullanilabilmektedir. Guniimizde bu islemler

pahali gbzitkkse de gelecege yonelik yatirimlar
konusunda umut vaat etmektedir (Yi vd., 2014;
Liu vd., 2017; Sonnabend vd., 2017; Almasia vd.,
2017; Le vd., 2018).

Bécekler  birgok  paraziti buinyelerinde
tastyabilmektedir.  Bu  nedenle  savunma
mekanizmalart antimikrobiyal konak savunma
peptidlerinin (AMP) veya polipeptitlerin sentezini
gerceklestitmektedir. Bocek AMP'leri  alifatik
peptitler, sistein bakimindan zengin peptitler,
prolin acisindan zengin peptitler ve glisin
bakimindan zengin proteinler olmak tzere 4
grupta  incelenmektedir (Yi vd., 2014).
Boceklerdeki AMP miktari, farkli titlere gore
onemli Olgide degismektedir. Reaktif oksijen
tirlerinin ~ Gretimi, protein  sentezinin  ve
gecirgenliginin inhibisyonu, membranin
elektrokimyasal gradyaninin diizenlenmesi gibi
farkli  etkinliklere  sahip  olabilmektedir
(Rahnamaeian vd., 2015). Ayni zamanda anti
mikrobiyal etkileri disinda mantar hiicre duvari,
hiicre zart gecirgenligi ve hiicrelerde reaktif
oksijen olusumu yoluyla mantarlari inhibe eden ve
olduren 80 c¢esit bocek antifungal peptidi
bildirilmistir (Zhang vd., 2017).

Yenilebilir boceklerin antioksidan 6zellikleri de
bulunmaktadir. Ozellikle diisiik molekiil agirligina
sahip olan lizin ve metionin gibi aminoasitlerin
antioksidan  Ozelliklerinin =~ fazla  oldugu
bildirilmistir (Liu vd., 2012; Liu vd., 2016).
Yapilan bir calismada 12 yenilebilir bécek ve iki
cklem bacaklidan elde edilen su ve lipo-¢6zintr
ekstraktlarin in vitro ortamda antioksidan etkileri
incelenmis, ¢ekirge, ipekbdcegi ve kriket 6zlerinin
taze portakal suyundan 5 kat daha yitksek
antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur.
Agustos bécegi, dev su bocekleri, Tayland zebra
tarantulast ve siyah akreplerin antioksidan
kapasitesinin g6z ardi  edilebilir  oldugunu
belirtilmistir (Di Mattia vd., 2019). Ipek bécekleri
ile yapilan farkli calismalarda da antioksidan
aktivitenin gézlemlendigi boceklerin antioksidan
kapasiteyi  arttirmak  i¢in  kullanilabilecegi
belirtilmistir (Liu vd., 2015; Liu vd., 2016).
Yenilebilit boceklerin in vitro gastrointestinal
sindirimi ile elde edilen peptitlerin antioksidan
aktivitelerini inceleyen farkl bir ¢alismada bunu
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destekler niteliktedir  (Zielinska vd., 2016).
Antioksidan etkiler disinda Ozellikle kalp damar
hastaliklarinda etkin olan ACE inhibitotleri
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, 1epidoptera ve
Orthoptera  takimlarina  ait bocek tirlerinden
protein hidrolizatlarinda tespit edilmistir (Cito
vd., 2017). Calismalardan goraldigh  gibi
yenilebilir b6cekler makro besin 6geleri sayesinde
beslenmeye katki saglayacagt gibi  Gzellikle
biyoaktif ~maddeler sayesinde de sagligin
gelistirilmesini saglamak icin bir alternatiftir.

YENILEBILIR BOCEKLERIN
TUKETIMINDEKI RISKLER

Yenilebilir bécekler yetistirildikleri yetlere gore
bunyelerinde zararli mikroorganizmalar, parazit
canlilar, agir metal veya ila¢ kalintlari, aletjen
etmenler gibi acilardan risk olusturabilmektedir.
Yenilebilir boceklerin tiketimi ile ilgili riskler
genel olarak mikrobiyolojik, parazitolojik, alerjik
ve biyokimyasal olmak tizere siniflandirilmaktadir.
(Van Spiegel vd., 2013; EFSA, 2015). Ticati olarak
kullanllan ~ bocek  tirlerinde  gram  pozitif
bakterilerin olabilecegini belirtilmistir (Belluco
vd., 2013). Aynt zamanda yemek kurdu ve
kriketlerden uretilen besinlerde Bacillus cereus
bakterial endosporlart saptanmistir (Vandeweyer
vd., 2020). Yapilan bir ¢alismada bdoceklerde
pisirme ile mikrobiyal risk arasindaki iliski
incelenmis ve taze boceklerde Enterobacteriaceae ve
spor  olusturan  bakterilerin  bulunabilecegi
bildirilmistir. Béceklerin 5 dakika kaynatilmast
Enterobacteriacea'yi ortadan kaldirmak icin etkili bir
islemken, spor olusturan bakterileri ortadan
kaldirmamistir. Bu nedenle haslanmis bocekler 5-
7 © C de 2 hafta depolanabilecegi bildirilmistir
Kavurma, Enterobacteriaceae'yi ortadan kaldirmak
icin yeterli olmamistir. Bu nedenle, kavurmadan

once birka¢ dakika kaynatilmast Onerilmistir
(Klunder vd., 2012).

Bocekler bazi hastaliklar icin biyolojik vektor
olarak risk tasimaktadir. Amerikan
tripanosomiazisi olarak da bilinen Chagas
hastalif1, protozoon parazit Trypanosoma cruzd'nin
neden oldugu potansiyel olarak hayati tehdit eden
bir hastaliktir. Diinyada tahmini olarak 6 ila 7
milyon kisiye 1. ¢ruzgz bulagsmustir. Chagas hastaligt
cogunlukla 21 Latin Amerika tlkesinin endemik

bélgelerinde bulunur, burada insanlar enfekte kan
emici triatomin bdceklerinin  (vektér kaynaklt
bulagma) diskisi ve / veya idrari ile temas ettiginde
bulasir (WHO, 2020). Ozellikle Latin Amerika
kirsallarinda bocek kaynaklt hastaliklar yaygin
olabilmektedir. Aynt zamanda bécekletin kazara
yutulmast veya seker kamist suyu gibi kontamine
gidalarin  tiketimi  ile iliskilendiren vakalar
bildirilmistir (Belluco vd., 2013; WHO, 2020).
Yenilebilir béceklerde virtis kaynaklt hastaliklar ile
ilgili  yayinlar  oldukca sirlt  olup  viral
kaynaklardan  kaynaklanacak risklerin  diger
mikroorganizmalara gore daha dusik oldugu
belirtilmistir (Vandeweyer vd., 2020).

Herhangi bir gida potansiyel olarak aletjik etki
gosterebilse de 6zellikle kabuklu deniz hayvanlart
(cogunlukla karides, 1stakoz ve kerevit) gibi
eklembacakldarin  hassas  bireylerde  alerjik
reaksiyonlart indiikleyebildikleri  bilinmektedir
(Belluco vd., 2013; Wai vd., 2020). Fosfolipaz A
ve hiyalironidaz gibi bdcek zehri alerjenlerini
iceren glikoproteinler, béceklerdeki ana aletjenik
yapilardir. Diinya  Saglik  Orgiitii  Alerjen
Isimlendirme Alt Komitesinin gerekliliklerine
gore, cklembacaklilardan 239 tir alerjen olarak
kayithidir. Suan icin fermantasyon ve hidroliz

islemleri aletjenitenin azalmasini saglamaktadir
(Verhoeckx vd., 2015; Schliter vd, 2017).

SONUC

Yenilebilir bocekler yiiksek orandaki biyokiitleleri,
cesitlilikleri ve zengin besin icerigi nedeniyle
hastaliklarla miicadele ve sagligin gelistirilmesi
acisindan iyi bir kaynaktir. Ayni zamanda diger
hayvansal protein kaynaklarina gore tretim
asamasinda yiksek verimlilik ve gevreye en az
zarart  vermektedir.  Toplumlar  tarafindan
tiketiminin kabulli bazilati icin zor olsa da farkls
uygulamalar ile tiketim arttirilabilmektedir.
Yenilebilir bécekler besin 6gesi ve  biyoaktif
madde dretiminde kullandmasimin  yaninda
mikrobiyal ve aletjik riskler tasimaktadir. Bu
riskler konusunda detayli calismalar yapilmamustir.
Yenilebilir bocekletin retiminin 6niindeki en
buyik engel bu alanda kapsamli ¢alismalarin
yapilmamast ve gerekli uluslararasi standartlarin
belirlenmemesidir. Bu nedenle bu alanda genis
caplt calismalarin yapimasi, Uretim asamast igin
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mevzuatlarin gelistirilmesi, tiketim kabulii icin
pazarlama uygulamalarinin gelistirilmesi ile ulusal
ve uluslararasi  politikalarin  olusturulmast
gerekmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarin, bagka kisiler ve/veya kurumlar ile ¢ikar
cattsmast bulunmamaktadir.
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ABSTRACT

Cereal bars were coated with three different biopolymers to prevent the changes during storage. The edible
coating using sodium alginate (SA), carboxymethyl cellulose (CMC) and whey protein isolate (WPI) had little
effect on chemical properties of the bars. The moisture content of coated bars was found to be significantly
higher than that of control samples because of moisture diffusion during treatments and prevention of
moisture loss duting storage. SA was the most effective coating materials in terms of preservation of the
textural properties. On the other hand, coating cereal bars with CMC caused some undesirable changes in
the color and textural properties of the bars. All three coating materials provided higher content of total
phenolics compared to control. As a result of the study, it is recommended to use of SA as an edible coating
for cereal bars to increase the physical and chemical stability of the product.

Keywords: cereal bar, edible coating, storage, textural properties, chemical properties

TAHIL BARLARININ FARKLI BIlYOPOLIMERLER iLE YENILEBILIR
KAPLANMASI: DEPOLAMA SURESINCE FiZiKSEL VE KIMYASAL
OZELLIKLER UZERINE ETKISI

oz

Bu calismada tahil batlarinin depolanmast sirasinda, degisiklikleri 6nlemek igin 3 farkli biyopolimer
ile kaplanmistir. Sodyum aljinat (SA), karboksimetil seliiloz (KMS) ve peynir altt suyu protein izolati
(PASP) kullanilarak yenilebilir kaplamanin bartlarin kimyasal 6zellikleri tzerinde ¢ok az etkisi
olmustur. Kaplanmus barlarin nem iceriginin, kontrol numunelerinden énemli él¢iide daha yitksek
oldugu bulunmustur. Bu durum uygulama sirasinda nem difiizyonu ve depolama sirasinda nem
kaybinin 6nlenmesi ile agiklanmistir. Depolama sirasinda barlarin tekstiirel 6zelliklerinin korunmasi
acisindan en etkili kaplama SA olmustur. Ote yandan, tahil bart 6rneklerinin KMS ile kaplanmast,
renk ve tekstiirel Ozelliklerinde bazi istenmeyen degisikliklere neden olmustur. Ug kaplama
malzemesinin hepsi kontrole gére daha yiiksek toplam fenolik igerigi saglamistir. Calismanin sonucu
olarak, Urtiniin fiziksel ve kimyasal stabilitesini arttirmak icin talul batrlar i¢in yenilebilir kaplama
olarak SA kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Tahil bari, yenilebilir kaplama, depolama, tekstiirel 6zellikler, kimyasal 6zellikler
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INTRODUCTION

Cereals are an essential part of the diet since they
contain the dietary fibers, proteins, minerals,
vitamins and antioxidants. Cereals comprise
dietary fibers such as beta-glucan, arabinoxylan,
resistant starch, as well as phenolic substances and
phytoestrogens ~ that  exhibit  antioxidant
properties. The most commonly consumed
cereals are reported as wheat, rice, corn, oats and
barley. Cereals have been reported to prevent
cancer and cardiovascular diseases, reduce blood
pressure, cholesterol and fat absorption rate, and
reduce the risk of heart disease (Chaturvedi e a/,
2011).

Due to the increase in the health awareness of
people, instead of snacks with high fat, energy and
salt concentrations, demand to alternatives that
have high fiber content, suitable energy level and
rich in vitamins and minerals increased. The
market share of extruded or baked products has
risen in recent years as an alternative to fried
products (Harper, 2019). Such products are
generally  cereal-based  and  occasionally
supplemented with dried fruits and nuts.

The edible coating is defined as packaging
materials obtained from natural sources, which
can be consumed together with food, used to
protect food and extend the shelf life (Keles,
2002). Edible coating of foods has many
advantages such as protection of food from
environmental effects, low impact to the
environment, allowing to wuse of different
technologies, improvement of the nutritional
value of product and biodegradability (Bourtoom,
2008). Biopolymers, used in the edible coating of
various food products, are classified into four
groups: polysaccharides, proteins, lipids and
composites (Williams e a/., 2000). Polysaccharide
and protein-based biopolymers, generally known
as their excellent gas barrier properties. In this
way, they prevent oxidation reactions typically
occurs in coated food. On the other hand, since
they have hydrophilic properties, their water
vapor permeability is high (Yang & Paulson,
2000). As hydrophobic materials, lipid-based
biopolymers have very low water vapor
permeability, but their mechanical properties are
adequate (Vieira et al, 2011). Since different

biopolymers can be used in the edible coating of
food, some considerations must be taken into
account in the production of a good quality edible
coating material. These are;

-It should be generally recognized as safe
(GRAS).

-It should have low oxygen permeability to
prevent various reactions that oxygen catalyzes in
the product.

-The water vapor permeability should be at the
appropriate level to prevent moisture loss/gain.

-It should improve the textural properties of the
product (Williams ez a/., 2000).

In the present study, the edible coating of cereal
bars to prevent or limit physical and chemical
changes occurred during storage of product was
carried out. For this aim, three different
biopolymers,  namely  sodium  alginate,
carboxymethyl cellulose and whey protein isolate,
were tested.

Cereal bars are produced by mixing different
cereals and their products (oats, corn flakes,
wheat, rice), dried fruits (apricots, figs, dates,
grapes and apples), nuts (sunflower seeds, nuts,
and peanuts) and other ingredients (honey, sugar
syrup, vegetable oil, vanilla, salt, etc.). This
homogenous mixture is spread on trays, baked for
a specified duration and sliced into a rectangular
form. Since cereal bars are both delicious and
nutritious, they are highly preferred by consumers
in recent years. Consumers prefer cereal bars
because of their high dietary fiber, carbohydrate,
protein and low-fat content (Bower & Whitten,
2000). Cereal bars which are quite good in terms
of organoleptic properties and portable foods
with a moderate shelf life is consumed as a snack
or supplementary food. However, the textural and
chemical properties of cereal bars are tended to
change during storage because of environmental
factors such as temperature, relative humidity,
oxygen etc. To prevent or limit these changes,
edible coating of cereal bars were tested in the
present study for the first ime in literature.

Several studies have been published on cereal
bars. In one of these studies, Dutcosky et al.
(2006) developed a cereal bar with prebiotic
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properties. The optimum formulations (50%
inulin + 50% oligofructose or 8.46% inulin +
66.16% gum arabic + 2538% acacia gum)
reported having better textural properties than
bars produce using prebiotics alone. Sun-
Waterhouse et al. (2010) comparatively analyzed
enriched cereal bars (with dietary fiber and/or
polyphenols) and control bars. According to the
results, apple fiber added bars had the highest
total fiber content (5.3%). It was also determined
that the cooking process had no significant effects
on the fiber and polyphenol content. Polyphenol
or dietary fiber-enriched bars were found to
contain more phenolic substances than control
bars. In different studies, cereal bars were
produced using different exotic fruits (jenipapo
and jackfruit) (Torres er al, 2011), proteins
(Padmashree et al., 2012) and probiotics (Bampi
et al.,2016). Mendes et al. (2013) aimed to evaluate
the oxidative stability and changes in the chemical
composition of cereal bars packed in different
packages (laminated, transparent, transparent
under vacuum and laminated under vacuum).
After 120 days of storage, cereal bars did not
indicate of oxidation at all samples, thereby low-
cost packages such as vacuum-free transparent
packaging were suggested.

The study is conducted to preserve the physical
and chemical properties of cereal bars with edible
coating using three different biopolymers (SA,
CMC, WPI) during storage at two different
temperatures (25 and 37 °C). First of all, the effect
of edible coating on the chemical composition of
cereal bars was determined. Then, the impact of
biopolymers and storage temperature on moisture
content, color, browning index, textural
properties, total phenolic content and radical
scavenging activity of cereal bars was
comparatively investigated.

MATERIAL AND METHODS

Material

Oat (Saglik agricultural products, Konya, Turkey),
grapes (Temel 1993, Manisa, Turkey), butter
(Caglak, Konya, Turkey), glycerol (Tastearom,
Istanbul, Turkey) and honey (Billur, Samsun,
Turkey) were used in cereal bar production. Whey
protein isolate (Hipro IsoWhey, Hard Line
Nutrition, Istanbul, Turkey), sodium alginate

(Alfasol, Istanbul, Turkey), carboxymethyl
cellulose (Alfasol, Istanbul, Turkey) and glycerol
(Tastearom, Istanbul, Turkey) were used in edible
coating material production. All chemicals used in
the analysis were reagent grade and provided from
Merck (Germany).

Cereal bar production

Cereal bar formulation determined
preliminary experiments using different amounts
of oat flakes, dried fruits (grapes, apricots), nuts,
butter, glycerol and honey. As a result of the
preliminary  experiments, the  acceptable
formulation was determined as 50% cereal (baked
oat flakes at 150 °C for 15 min), 28% dried fruits
(grapes), 0.5% glycerol, 1.5% butter and 20%
honey. All materials were homogenized using
Hobart mixer (N50 5-Quatt, Ontario, Canada) for
6 min. The mixture was laid in trays [3 cm
(thickness) X 40 cm (width) X 60 cm (length)| and
baked at 150 °C for 15 minutes. After baking both
sides of the bars were dried for 24 hours at room
temperature under shade. Finally, cereal bars were
sliced to obtain a rectangular shape (3.0 cm X 6.0
cm). A total of 112 bars were obtained for each
replication, and the bars were divided into four
groups. Three groups were used in coating
experiments and the other one evaluated as a
control group.

was

Preparation of solutions and
treatment

SA (1%), CMC (1%) and WPI (10%) were used as
coating materials and glycerol was used as a
plasticizer. In preparing the coating solutions,
required amount of coating material and glycerol
(the ratio of coating material to plasticizer was 1:1)
were dissolved in distilled water, and the volume
of the solution was made up to 4 L. The solution
heated to 90 °C in a water bath and held for 30
minutes under stirring continuously. Finally, the
coating solution kept in an ultrasonic bath which
operated at 35 kHz and 650 W (Bandelin Sonorex,
Berlin, Germany) for 5 minutes to degassing.
After cooling of the solutions to room
temperature, the cereal bars were coated by
dipping into the solution for 5 s. Both sides of the
bars were dried for 24 hours at room temperature

under shade.

coating
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Storage

Samples  were packaged in low-density
polyethylene pouches, and packages were closed
with heat sealing. Storage was done at two
different temperatures; conditioned room
temperature (~25) and 37 °C in an incubator. Six
packages were stored for each treatment at each
replication. Analyzes were carried out every two
weeks at 25 °C (70 days), and every week at 37 °C
(35 days).

Chemical composition and energy content
The moisture content of the cereal bars was
gravimetrically determined by drying of samples
at 70 °C until constant weight. The protein
(AACC 46-12), crude oil (AACC 30-25) and ash
(AACC 08-01) contents of the cereal bars were
determined according to the AACC (2000).
Carbohydrate content of the samples was
calculated from moisture, crude oil, protein and
ash content as reported by Nergiz and Otles
(1993) (Eq.1). The total energy content of the
cereal bars was calculated using Eq. 2. The
protein, crude oil, carbohydrate, ash and energy
content of the cereal bars were only determined
after the production of samples.

Carbohydrate (g) = 100 - (Moisture + Crude oil +
Protein + Ash) 1

Energy (kcal/100 g) = Crude oil x 9 + Protein x
4 + Carbohydrate x 4 @)

Color and browning index

Color analyses were carried out using a Konica
Minolta colorimeter (CR-400, Japan). Before
measurement of samples, the colorimeter was
calibrated using the reference white tile. After
calibration, the color of samples was measured
from 10 different parts of bars. Color was
determined in terms of L*) a* and b* color scale
and Hue angle, chroma and browning index were
calculated using these values according to Tontul
et al. (2016).

Texture analysis

The textural properties of the cereal bars were
determined using a texture analyzer (TAXT
2Plus, Stable Micro Systems, Surrey, UK). The

hardness, resilience, cohesiveness, springiness and
chewiness of the cereal bars were calculated from
the plot obtained by texture profile analysis
(AACC, 2000). The measurement conditions
wete; probe: P/ 36R cylindrical probe, pretest
speed: 10 mm/s, trigger force: 0.196 N, test
speed: 0.2 mm/s, compression ratio: 30%,
holding time: 5 s.

Total phenolic content and radical
scavenging activity

The total phenolic content (Folin-Ciocalteu
method) and radical scavenging activity (DPPH
inhibition method) of the cereal bars wete
analyzed according to Tontul and Topuz (2017).

Statistical analyses

The treatment and analyses were performed in
duplicate. Analysis of variance (at P <0.01 or P
<0.05 level) and Duncan's multiple range test (at
P <0.05 level) were applied to data using SAS v9
software (SAS Institute, Cary, NC, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical composition and energy content
The effect of edible film coating on chemical
properties  was determined.  Protein, oil,
carbohydrate, ash and energy values of cereal bars
were determined in the range of 8.64-10.37
g/100g, 1.18-1,40 g/100g, 72.48-78,95 g/100g,
1.35 -1.51 g/100 g and 339.90-362.19 kcal/100 g,
respectively (Table 1.). It was determined that
edible coating caused a statistically significant
decrease in energy value. This phenomenon could
be related to the increased moisture content as a
result of moisture diffusion during the coating of
cereal bars. Indeed, the moisture content of
coated bars was significantly higher than the
control samples (Table 2). Mridula ef a/ (2013)
produced energy bars containing flaxseeds and
sweeteners enriched with omega 3 in their studies.
The maximum energy values of the bars were
determined as 397.95 kcal/100 g. The chemical
propetties of the produced bars were as followed:
moisture content 11-13%, protein content 10-
11%, fat content 5-11%, ash content 1-1.5%,
carbohydrate content 60-71%. The result of the
present study was found to be consistent with the
literature.
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Table 1. Chemical composition and energy content of cereal bars!

Sample Protein Crude oil Carbohydrate Ash Energy
(g/100g) (g/100g) (g/100g) (2/100g) (kcal/100 @)
Control 8.64£0.33b 1.31£0.40 78.95%1.052 1.51£0.022  362.19£0.77a
SA 9.14%0.13b 1.40£0.603 74.37£0.63> 1.40£0.042>  346.64%3.72b
CMC 8.99£0.11b 1.18£0.09 73.3240.26> 1.46£0.022>  339.90%1.45>
WPI 10.37£0.31a 1.39£0.04 72.48%1.33b 1.35£0.05>  343.91+£3.72b

Mean * std error. different letters in same column shows significant difference (P <0,05).

Table 2. Moisture content. total phenolic content. radical scavenging activity and ascorbic acid content

of cereal bars!

Moisture (g/100g)

Total phenolic content (mg

Radical scavenging activity

Vatiation soutces GAE/kg dm) (mg TEAA /kg dm)
25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C

Coating  Control ~ 9.80+0.13c  9.64+020c  1766.8+152.8¢  2283.2+198.8  1563.8493.8»  1528.4+98.8
SA 152640372 14.6740.28¢  2046.3+91.3c  2437.2+62.2bc  1412.5+63.2b¢  1396.0+74.62
CMC 14.1140.33b 14124037 2360.2467.70  2635.8+69.72  1447.7+73.7¢  1528.3+55.12
WPI 13.7540.39b  13.45+0.43>  2184.9494.7>  2520.9+129.3%  1497.5+64.82b 1475.7+62.2:

Storage  Initial 13.1840.83¢  13.18+0.832>  2725.2466.00  27252+466.00  1767.0462.22  1767.0+62.22
zi'nf;"”‘ge 12.9240.742  13.87+0.832  2161.0£56.6>  2802.5%402:  1680.8+49.6*  1619.9+60.7
fi‘n?;"‘age 13.104£0.97=  13.40%+0.812  2055.44+103.90c  2677.6£813  1669.6+23.7¢  1472.84+82.3
fi‘nfgomge 13434090 13.10+£0.81%  1969.5+111.9¢  2369.3+61.7>  1330.3130.4>  1433.5£19.7>
fi‘n?;"‘/“ge 13.5740.95  12.04£0.77>  1786.2+127.44  2430.6+122.2>  1254.9424.0>c  1417.8450.5b
fi‘nfgomge 13.18+0.82:  12.2140.86>  1839.9+131.0¢  1810.4+202.2c  1179.6%34.7c  1181.8497.6¢

I Mean £ std error of 12 observations for coating and 8 observations for storage. Different letters in same column shows
significant difference (P <0,05). Initial. 1. 2. 3. 4. 5. storage times represent 0. 14. 28. 42. 56 and 70 days of storage for 25 °C

and 0. 7. 14. 21. 28 and 35 days of storage for 37 °C respectively.

The protein content of WPI coated bars was
significantly higher than other samples. Since
WPI as coating material was prepared at a higher
concentration (10%) than other counterparts, this
result was expected. However, this result also
shows edible coating material constituted an
important portion of the product. By edible
coating of cereal bars with WPI, the nutritional
value of the product was increased since WPI
contains essential amino acids, minerals and
proteins (Ha & Zemel, 2003). Additionally, coated
bars contained lower content of ash compared to
control samples. This result could be related to
the reduction of the oat flake ratio in the product.

Moisture content
The moisture content of cereal bars stored at two
different temperatures was given in Table 2. The

bars with the highest moisture content were SA
coated samples, and it was followed by CMC-
coated, WPI-coated and control samples at both
temperatures, respectively. No significant change
in the moisture content of samples stored at 25 °C
was obsetved. On the other hand, a considerable
reduction was determined throughout the storage
at 37 °C. As previously discussed, the reason for
the lower moisture content of the control samples
could be related to the higher initial moisture
content of coated samples because of moisture
diffusion during coating. Additionally, the
resistance of coating materials to the moisture loss
during the storage period may contribute to this
result. Similarly, Albert and Mittal (2002) reported
that coating grain products with WPI prevented
water loss. Moreover, Rossi Marquez ¢f al. (2014)
found that WPI coating prevents moisture loss in
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cooked foods. Oms-Oliu ¢ al (2008) stated
polysaccharide-based coatings provides moisture
balance in product during storage by increasing
the water vapor resistance.

Total phenolic content and radical
scavenging activity

Changes in total phenolic content and radical
scavenging activity during storage of cereal bars
stored at 25 and 37 °C are given in Table 2. The
highest total phenolic contents were found in the
bars coated with CMC, followed by WPI coated
and SA coated bars, at both temperatures. On the
other hand, control samples have the lowest
content of total phenolics. These results cleatly
show that edible coating has a protective effect on
degradation/oxidation ~ of  phenolics.  This
protective effect of edible coating sourced from
barrier properties of coating materials to oxidative
factors such as light, oxygen and humidity (Fabra
et al., 2012). Indeed, it has been emphasized in
many previous studies that WPI is an excellent
oxygen barrier (Galus & Kadzinska, 2016; Vukié
et al., 2017). As expected, there was a significant
reduction in the total phenolic content of bars
during storage at both temperatures.

Radical scavenging activity of the bars was
determined using DPPH inhibition method.
Opposite to total phenolic content results, control
samples had higher radical scavenging activity
than those of coated bars at 25 °C. On the other
hand, all treatments had statically similar radical
scavenging activity at 37 °C. The higher radical
scavenging activity of control bars, although low
total phenolic content, could be related to higher
non-enzymatic browning reactions that occurred
in these samples. Indeed, some products of non-
enzymatic browning reactions have high radical
scavenging activity (Lee & Shibamoto, 2002).
Among the coated samples stored at 25 °C, WPI
coated bars had the highest radical scavenging
activity. LE Tien e# a/. (2001) stated that the radical
scavenging activity of WPI is quite high. Many
studies have shown that WPI is a much better
aroma and gas barrier than other polysaccharides
used in the edible coating (Mahboobeb Kashiri ez
al., 2017; Nuanmano et al., 2015). WPI is thought
to limit the losses of phenolics and radical

scavenging activity by preventing oxygen
catalyzed reactions in the product. Antioxidant
activity decreased during storage at both
temperatures. This reduction is due to
degradation or oxidation of components that are
sensitive to environmental conditions (Kalt,
2005).

Color and browning index

The average change in L*, hue angle, chroma and
browning index values of cereal bars stored at 25
and 37 °C s given in Table 3. The bars coated with
WPI had the highest L* value, and no significant
differences were detected between the other
samples at 25 °C. On the other hand, control and
WPI coated bars had the highest L* values at 37
°C. The coating with WPI may have increased the
brightness of the product. L* values of the bars
coated with SA and CMC were statistically similar.
There was a continuous reduction in L* during
the storage period at both temperatures. As
expected, reduction of L* value is faster at 37 °C
compared to 25 °C. This reduction was expected
since non-enzymatic browning reactions occurred
during storage cause darkening of samples (Rhim
& Hong, 2011). Koyuncu and Savran (2002)
stated that WPI provides a bright surface to the
product. Olivas and Barbosa-Canovas (2005)
concluded that edible coating limits the browning
reactions by acting as a barrier in fresh-cut fruits
and thus prolongs the storage time.

The hue angle values show a qualitative evaluation
of food products, and 0 shows reddish and 90
shows yellowish color. The hue angle of the
coated bars was similar and higher than the
control samples at 25 °C (Pathare et al, 2013).
Interestingly, the hue angle of control samples
was the highest (but statistically similar with WPI
coated and SA coated samples) at 37 °C. This
finding may be sourced from reactions in edible
coating materials at high storage temperature.
There was a decrease in the hue angle value at
both storage temperatures during storage,
probably due to non-enzymatic browning
reactions. Similarly, changes in Hue angle of sliced
red guava fruits coated with CMC was also
reported in a previous study (Forato ez a/, 2015).
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Table 3. Colour and browning index of cereal bars!

* Hue angle Chroma Browning index
Variation sources
25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
Coating  Control 55.7140.50>  54.35+0.58:  78.1310.32>  78.48+0.31»  18.47+0.22:  1858+0.37>  4596+0.57  45.194+0.89¢
SA 55452049  51.9940.93b  79.56£0.19+  77.72+0.58b  1821%0.17sb  1859+0.350 44724070«  49.95%1.53b
CMC 559020675  51.55%1.24b 79274028  77.14£0.87> 17.912025b 17414017 44.0910.92:  47.74%2.14bc
WPI 58.0410.74s  5414%1.072  79.8140.29 78561047+  17.81£0.38 21274048  40.82+0.86>  55.81%2.78
Storage  [nitial 58.0841.00:  58.08+1.00: 79914048  80.00+£0.48 18812037  1881+0.37  41.78+0.79%  41.78+0.79¢
1. t:
.Sto 8¢ 576840710 549740460 793710304  79.194036h  1859+0.11r 18772039 42902071 45104115k
time
2. t:
t_ Storage 56.6510.60  51.85+0.86c  79.25+0.33  78.40%£0.3%c  1841+0.061  18.73%£0.70¢  44.02+£0.89b  48.4142.49bc
1me
. 1
3_Sto 8¢ 56302041 50.88+0.73 7922+037 77494057  1823+0.17%  19.1240.65  43.95+0.83h  52.782.30:
time
. 1
4_Sto A8C 55001054 51.68£0.74c 787910400 7714045  17.694023 18762082  44.87+121%  53.9042.40:
time
t5_' StOrage  sig4i055  5050%115  7T863E044  TSCATOON 16861035  19.58£099  A5STHITS  56.00£291s
ime

I Mean £ std error of 12 observations for coating and 8 observations for storage. Different letters in same column shows
significant difference (P <0,05). Initial. 1. 2. 3. 4. 5. storage times represent 0. 14. 28. 42. 56 and 70 days of storage for 25 °C

and 0. 7. 14. 21. 28 and 35 days of storage for 37 °C respectively.

Chroma (C*), which ranges in 0 to 100, is
considered as a quantitative attribute of color
(Pathare ¢f al., 2013). Chroma values of the cereal
bars were determined in a narrow range of 16.86-
21.27 (Table 3). At 37 °C, WPI coated samples
had higher chroma values and followed by
control, SA coated, and CMC coated samples.
While it was decreased throughout the storage at
25 °C, no significant change was observed at 37
°C. This distinctive result is mainly sourced from
increasing chroma values of WPI coated samples
during storage at 37 °C (data not shown).
Therefore, it could be said that high storage
temperature causes a reaction that increases the
chroma of WPL.

When the browning index values of the bars
stored at 37 °C were examined, it was determined
that the highest browning index value belongs to
the bars coated with WPI. This may be due to the
promotion of non-enzymatic browning reactions
by enrichment of bars with protein and high
storage temperature. Many studies have shown
that browning reactions accelerated with the
increase in the amount of protein in sugary
products (Broersen e al., 2004; Jiang, 2013; Mesa
et al., 2008). On the other hand, the WPI coating
of cereal bars provided the least browning index

values among the samples stored at 25 °C.
Therefore, this study clearly shows that the effect
of coating material on the browning index is
highly dependent on storage temperature.
According to the results of this study, WPI
coating prevents browning reactions at room
temperature while it promotes the browning
reactions at higher storage temperatures. In a
previous research on the mushroom coating with
SA, coating prevented the browning reactions
that occur during storage of product (Jiang, 2013).
As expected, the browning index values at both
storage temperatures increased due to browning
reactions that occurred during the storage period
(Rattanathanalerk ez /., 2005).

Texture
Textural properties of cereal bars (hardness,
resilience,  cohesiveness,  springiness  and

chewiness) are shown in Table 4. The bars coated
with WPI had the highest hardness at both
temperatures. On the contrary, CMC coated bars
had the lowest hardness, which may be due to the
softening of the product because of the
interaction of cereal bars and CMC. According to
the results, the most suitable film material which
can be used to maintain the hardness value of
cereal bars was determined as SA since the
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hardness value of the bars were similar
throughout the storage period. Similatly, in a
previous study, it has been shown that coating
sliced fuji apples with SA prevented softening of
the product (Rojas-Grat ez a/, 2008). In another
study, it was determined that the changes in the
hardness were prevented during storage of
mushrooms coated with SA (Jiang, 2013). At both
storage temperatures hardness of cereal bars
gradually increased during the storage period. At
the end of the storage period, 2.6 and 3.2-fold

increment of hardness was observed in
comparison to initial values at 25 and 37 °C,
respectively. This finding could be related to the
hardening of the product due to moisture loss or
tightening of the structure because of cohesive
forces. Likewise, with the present study, the
hardness of fruit bars coated with WPI increased
during the storage period (Bilbao-Sainz ef al,
2018).

Table 4. Textural properties of cereal bars!

Hardness(N) Resilience Cohesiveness Springiness Chewiness(N,s)
Variation soutces
25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
Coating ~ ~
©  Control 100.06+14.23%  111.65£12.80c  10.86£0.61>  11.65+1.03>  0.32+0.01c  031+0.01¢  5476+1.95 53.81+2.99> 17.20+1.82>  18.66%3.12¢
SA 126.46+11.24%  150.98+19.40>  163310.88  17.30+1.000 0410012 0414001 58.74+128> 61394129 2826+1.77  38.64+5.53"
CMC 760741073 742441028 11264063 12624095 0351001  0.36+£0.01> 56.89+1.36 63.55+251 13.87+2.08  15.53+3.06¢
WPI 1425541543 2031542819 16152079  19.68+1.63 041+0.01r 0431002 623642750 62.84+2.77+ 31274308 54.48+7.76'
Storage
s Initial 64.58+7.83 64.5817.84c  10.8740.85¢  10.8740.85¢  033+0.02¢  0.33+£0.02¢ 5349303 53493030 129642450  12.96+2.45¢
:l'ﬁ?:)mgc 86.80+10.93¢  101.56714.83% 121520.96b 1335111 0.35£001 0.36+0.02% 57.79+0.812 55984299 17.43+2.73> 23.1044.94b
i;:;or“gc 100.58+13.67d  121.22419.76b  13.65+1.02:> 145941330  038+0.02% 0.38+0.02¢ 57.57+3.641 599312400 240243441  2590%5.16b¢
i;:;or“gc 120.22417.29%  13519416.55> 14.26%1.11%> 15354157 03840020 039+0.02> 5856+1.800 61.45+2.68b 2543+4.250  32.18+6.88b
:;:éor“gc 12820415.80>  183.68431.75* 154511600 17.56+1.81% 039+0.02¢ 039+0.02 59.53+1.76* 62.00+2.19% 27514279  44.7249.64
5. Storage 167.33+18.11¢  203.8143858  1552+1.400  20.144237 04040020 0424002 62184254  69.5143.60¢ 285543900 5212411241

time

Mean * std error of 12 observations for coating and 8 observations for storage. Different letters in same column shows significant difference
(P <0,05). Initial. 1. 2. 3. 4. 5. storage times represent 0. 14. 28. 42. 56 and 70 days of storage for 25 °C and 0. 7. 14. 21. 28 and 35 days of

storage for 37 °C respectively.

Two different groups were observed in the
present study according to the resilience of
samples. Resilience values of the bars coated with
WPI and SA were similar and higher than those
of other samples. There is an increase in the
resilience value of cereal bars during storage.
Mahboobeh Kashiri e¢f a/. (2016) reported that the
films obtained from WPI had a positive effect on
the texture because of improved mechanical
strength.  Additionally, alginate-based  films
increased mechanical resistance and improved the
active properties of products due to their
excellent colloidal properties (Dhanapal e af,
2012).

The highest cohesiveness was determined in the
bars coated with either WPI or SA at both
temperatures. On the contrary, control samples
had the lowest cohesiveness values. The higher

cohesiveness of the coated bars is related to the
formed tight structure at the surface of the
product and the adherence of coating materials to
the product. An increase in cohesiveness occurred
during storage at both temperatures probably due
to increasing interactions of ingredients.

The springiness of coated bars was determined to
be higher than control samples at both storage
temperatures. Therefore, it can be claimed that
the edible coating of bars has retained their
textural properties. Calva-Estrada et a/ (2019)
reported that protein-based edible coating
enhanced the texture of products and ensured the
stable textural properties during storage. An
increase, although statistically insignificant at 25
°C, was observed at both storage temperatures.
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The bars coated with WPI had the highest
chewiness values and followed by SA coated,
control and CMC coated bar, respectively. These
results were expected since the chewiness value is
a function of hardness, springiness and
cohesiveness (Gergekaslan e al, 2007). In a
previous study on fresh-cut fruits, WPI coating
maintained chewability and hardness of products
during storage (Rossi Marquez et al, 2017). As
expected, chewiness value was 2,2 and 4,0-fold
increased throughout the storage at 25 and 37 °C,
respectively.

CONCLUSION

In this study, the changes of physical and chemical
properties of cereal bars during storage was tried
to prevent or limit by the edible coating of
product using different biopolymers (SA, CMC
and WPI). Control and coated cereal bars were
stored at two different temperatures (25 and 37
°C). The edible coating had a low impact on the
chemical composition of cereal bars. It has been
found that coated samples had significantly higher
moisture content because of high initial moisture
content and provided resistance to moisture loss.
Edible coating of cereal bars provided higher
content of total phenolics compate to control
samples. However, radical scavenging activity of
control bars was found to be higher than coated
samples. This unexpected result could be related
to the product of non-enzymatic browning
reactions that have radical scavenging activity.
According to the color result, coated samples had
higher L* since biopolymers gave
brightness to the product. It must be noted that
the effectiveness of coating materials on color
protection was depended on storage temperature.
Indeed, WPI coated samples had the lowest
browning index values at 25 °C, while those had
the highest values at 37 °C. Coating of cereal bars
with SA prevented the negative changes in the
textural properties of the product during storage.
Overall, the results showed that coating with SA
limited undesirable changes in cereal bars during
storage at room and elevated temperatures.
However, additional studies using composite
coatings of SA with lipophilic biopolymers such
as beeswax, carnauba wax etc. are needed to
improve the storage stability of cereal bars.
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oz

Mikrobiyota, mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak ifade edilmektedir ve bagirsak mikrobiyotasi
dogum ile birlikte degismeye ve gelismeye baslamaktadir. Beslenme, bakteriler icin gerekli besinleri
saglayarak, mikro cevrelerini degistirerek ve kompozisyonlar ile fonksiyonlarint modiile ederek mikrobiyota
Uzerine etkiler gdsterebilmektedir. 20. yiizyilin baslarindan beri insanlarin diyetlerinde 6nemli degisiklikler
gorllmeye baslanmis olup 6zellikle islenmis gidalara yonelmeleri sonucu tiim bu vb. gidalara eklenen katki
maddelerinin titketimleri artig gostermistir. Karbonhidratlar, yaglar, proteinler ve fitokimyasallar gibi bazt
diyet bilesenlerinin mikrobiyota tizerine etkisi degerlendirilmistir fakat gida katki maddelerinin mikrobiyota
Uzerine etkisi belirsizligini korumaktadir. Giinlimiizde bir¢ok gida katki maddesi i¢in beliflenmis tist limitler
olsa da saglig1 olumsuz yonde etkileyebilecegini diistindiiren calismalar mevcuttur. Bu nedenle mikrobiyota
Uzerine etkisini kapsamlt bir sekilde degetlendirerek toplumu bilinglendirmek 6nem arz etmektedit. Bu
derlemenin amact gida katkt maddelerinin bagirsak mikrobiyotast tizetine etkilerini inceleyen literatiirde
bulunan ¢aligmalart 3 grup halinde (tatlandiricilar, emdilsifiyerler ve diger katki maddeleti olarak) bir araya
toplayip giincel yaklagimlar ile kapsaml bir sekilde degerlendirmekdtir.

Anahtar kelimeler: Gida katkt maddeleri, mikrobiyota, yapay tatlandiricilar, emdilsifiyerler

EFFECTS OF FOOD ADDITIVES ON MICROBIOTA
ABSTRACT

Microbiota is expressed as the community of microorganisms and intestinal microbiota begins to
change and develop with birth. Nutrition can affect the microbiota by providing the necessary
nutrients for bacteria, changing the microenvironment and modulating the composition and
functions of bacteria. Since the early 20th century, important changes have been seen in the diets,
especially consumption of processed foods began popular hence consumptions of food additives,
added to almost all these foods, have increased. The effects of some dietary components such as
carbohydrates, fats, proteins and phytochemicals on microbiota have been evaluated but the effect
of food additives on microbiota is still uncertain. Today, although there are upper limits for many
food additives, studies suggesting that they may affect health negatively. Therefore, it is important to
raise awareness of the society by comprehensively evaluating their effect on microbiota. The aim of
this review is to collect the studies, determining the effects of food additives on gut microbiota in 3
groups (as sweeteners, emulsifiers and other additives) and to evaluate them comprehensively with
current approaches.

Keywords: Food additives, microbiota, sweeteners, emulsifiers
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GIRIS
Insanlarin gastrointestinal sistemlerinde
viicutlarindaki somatik hiicre sayisindan yaklagik
10 kat daha fazla mikroorganizma (yaklasitk 100
trilyon) bulunmaktadir (Cani ve Everard, 2016).
Yaklagtk 1000 farkli tir iceren bagirsak
mikrobiyotasinda temel olarak en ¢ok bulunanlar;
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria,
Verrucomicrobia, ~ Cyanobacteria ve — Actinobacteria
tirleridir (Viennois ve Chassaing, 2018). Biyiik ve
karmagik mikroorganizma poptlasyonuna sahip
bagirsak mikrobiyotast insanlarda saglik ve
hastaliga katkida bulunur ve bazen "unutulmus
organ" olarak adlanditilir (Clemente vd., 2012).
Ayrica insan bagirsak  mikrobiyotasy, insan
genomunda bulunan genlerin 150 katindan fazla
gen bulundurmasinin (Wang vd., 2017) yant sira
fazla sayida biyoaktif bilesen icerdigi i¢in; bagirsak
epitelinin  butinliginin korunmasina, hicre-
hiicre baglantilarinin  korunmasina, yaralanma
sonrast epitel onariminin tesvik edilmesine ve
enterositlerin devir hizinin dizenlenmesine de

katkida bulunur (Saad vd., 2012).

Mikrobiyotanin dogum sirasinda (vajinal ya da
fekal mikroflora yoluyla) degismeye baslamasinin
yani stra, bilesimi ve islevleri, yasa, cinsiyete, 1rka,
beslenme aliskanliklarina, ilag kullanimina ve
cevresel faktotlere gore farklilik gdstermektedir
(Sekirov vd., 2010; Wang vd., 2017). Bu faktorler
arasinda yer alan beslenme, direkt veya indirekt
olarak mikrobiyotayt etkiler ve bakteriler icin
gerekli besinleri saglayarak, bakterilerin mikro
cevresini degistirerek ve bakteriletin
kompozisyonu ile fonksiyonlarini modtle ederek
bu etkilerini gésterebilmektedir (Biesiekierski vd.,
2019; Le Roy vd., 2019; Schoeler ve Caesar, 2019;
Zmora vd., 2019).

Diyet  bilesenleri ~ mikrobiyota  bariyerinin
koruyucu fonksiyonlarint ve konakgi-mikrobiyom
dengesini bozabilir ve disbiyozise neden olarak
inflamatuar siireclere katkida bulunabilir (Zmora
vd., 2019). 20. ylizyihn baglarindan beti insanlarin
diyetlerinde  6nemli  degisiklikler — gdriilmeye
baslanmis  ve  Ozellikle islenmis  gidalara
yonelmeleri sonucu hemen hemen tim islenmis
gidalara eklenen gida katkt maddeleri titketimleri
artts  gOstermistir  (Chassaing  vd.,  2015).

Karbonhidratlar, yaglar, proteinler  ve
fitokimyasallar gibi bazi diyet bilesenlerinin
mikrobiyota lzerine etkisi degerlendirilmigtir
fakat gida katki maddelerinin etkisine dair bir
netlik bulunmamaktadir. Artan islenmis gida
tiketimi sonucu artan gida katki maddeleri
tiketiminin de mikrobiyotayr etkileyebilecegi
dustinilmektedir fakat bu konuda yapilan insan
calismalart oldukea sinirlidir (Roca-Saavedra vd.,
2018). Bu detlemenin amact gida katks
maddelerinin  bagirsak mikrobiyotas1 tzerine
etkilerini inceleyen literatiirde bulunan caligmalar
3 grup halinde (tatlandinicilar, emilsifiyerler ve
diger katki maddeleri olarak) bir araya toplayip
gincel yaklagimlar ile kapsamli bir sekilde
degerlendirmektir.

TATLANDIRICI OLARAK KULLANILAN
GIDA KATKI MADDELERININ
MIKROBIYOTA UZERINE ETKISI
Tatlandiricilar, asit miktarda enetji alimindan
kacinarak yiyecek ve iceceklerin lezzetini artirmak
icin kullanilan 6nemli seker ikameleridir. Bazi
calismalar, tatlandiricilarin vicut agirthigt kaybinda
olumlu rol géstererek potansiyel bir viicut agitligt
yonetimi  aract  olarak  kullanilabilecegini
gostermistir (Bellisle vd., 2007; Husoey vd., 2008).
Bununla birlikte bazi caligmalar, tatlandiricilarin
insan vicudunda aktif bir metabolik role sahip
oldugunu ve glukoz intoleransini indikleyerek
obezite ve metabolik sendroma neden olarak
insan metabolizmasini bozabilecegini gbstermistir
(Dhingra vd., 2007; Suez vd., 2014). Bagirsak
mikrobiyotast tizerine etkisi en ¢ok calisilan grubu
tatlandiricilar olusturmaktadit.

Sakkarin

Tk kesfedilen yapay tatlandirict olan sakkarin
1878 yilinda bulunmustur ve 1981 yilinda
Amerikan Gida ve Tla¢ Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir (Ozdemir vd., 2014). Siikrozdan
300-500 kat daha tatll olup, 6zellikle diyabetik
hastalar i¢in en Onemli ve yaygin kullanilan
tatlandiricidir (Ozdemir vd., 2014; Amin vd.,
2016). Gunlik kabul edilebilit degeri (ADI) 5
mg/kg doz seklindedir (Cao vd., 2020). Sakkatin
ne kadar giivenli olarak kabul edilse de olumsuz
etkisi gosterilen calismalar mevcuttur. Ornegin
bazt calismalar ylksek miktarlarda tliketiminin
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inflamatuar yanitt artirabilecegini
distindiirmektedir (Gong vd., 2016; Zhao vd.,
2018; Kim vd., 2020). Baska bir ¢alisma, sakkarin
titketimi ile obeziteye yol acan glukoz intoleranst
ve diyabet gibi metabolik sendromlar arasinda bir
korelasyon oldugunu gdstermistir (Foletto vd.,
2016). Ayrica, mesane kanseri ve diger kanser
vakalari ile iliskili oldugu da gosterildiginden,
titketiciler risklerinin ve vyaratlarinin  farkinda
olmalidir (Amin vd., 2016). Kullanim yayginligi en
yiksek olan sakkatin, mikrobiyota tizerine etkisi
en ¢ok calisilan grubu olusturmaktadir.

In witro bir caligmada, %2,5 sodyum sakkarin
takviyesinin 20 saat sonunda Lactobacillus ve
Escherichia  coli  (E. coli) tirlerini  azaltug
bildirilmistir (Naim vd., 1985). Farelere 10 giin
boyunca %75 sodyum sakkarin takviyesi
verildiginde aerobik bakterilerde artis oldugunu
gbzlenmistir (Anderson ve Kirkland, 1980). Baska
bir ¢alismada %05 ya da %7,5 sakkarin takviyesinin
farelerde propiyonat, biitirat ve valerat seviyelerini
azaltift rapor edilmistir (Anderson, 1985).
Farelere 20 hafta stiresince 50 g sakkarin takviyesi,
20. haftada toplam bakteri sayisint hem takviye
verilmeyen hem de takviye verilen grupta artirmis,
amonyak konsantrasyonu ise sakkarin verilen
grupta %30-50 oraninda artmistir. Bu durumun
bakteriyel ~ enzim  aktivitelerini = azalttig1
gbzlenmistir (Mallett, vd., 1985). Yine farelere 40
giin %?7,5 sakkarin takviyesi sonucu triptofanin
metabolitleri olan indikan ve p-kresoliin idrarla
ginlik attm miktarinda 3-4 kat artig gosterdigi
rapor edilmigtir. Calismada da belirtildigi tzere
protein  metabolizmast  bagirsak  florasint
degistirmistir  (Lawrie vd., 1985). Domuzlar
tzerinde yapilan bir ¢calismada, domuzlara 2 hafta
%0,015 sakkarin ve neohesperidin dihidrokalkon
takviyesinin hem fekal Lactobacillus miktarinda,
hem de bagirsak limeninde laktik asit
konsantrasyonlarinda artig gdsterdigi saptanmistir
(Daly vd., 2014). Domuzlarda yapian bir diger
calismada ise ayni siite ve dozda sakkarin ve
neohesperidin dihidrokalkon takviyesi, benzer
olarak  Lactobacillus popilasyonunda oldukca
yuksek bir artisa yol agmustir (Daly vd., 2016).
Farelere 11 hafta boyunca suda ¢6zinmis 0,1
mg/ml sakkatin, stikraloz veya aspartam takviyesi
verilen baska bir ¢alismada, sakkarin alan grupta

Bacteroidetes ve bazt Clostridinm titleri ile glikan
bozunma trinlerinde artis gézlemislerdir. Yitksek
seviyelerde bulunan glikan bozunma trtnlerinin,
konaket icin enerji kaynag veya glukoneogenez,
liponeogenez ve kolesterol sentezi icin sinyal
molekiilleri veya substratlann  olarak  islev
gorebilecegi saptanmustir (Suez vd., 2015). Yine
farelere 6 ay suda ¢oziinmus 0,3 mg/ml sakkarin
takviyesinin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
GANOS) ve timor nekroz faktér-o (TNF-o)
aktivitelerini ve lipopolisakkaritler (LPS) ile
bakteriyel ~ toksinler  gibi  patojene  bagl
molekiillerde artis saglayan bakteri tlrlerinin
sayllarint arttigt gosterilmistir (Bian vd., 2017c¢).
Farkli olarak, farelere 17 hafta %0,3 sodyum
sakkarin ve sodyum siklamat iceren yogurt
takviyesi =~ mikrobiyotayt = 6nemli  6lciide
etkilememistir  (Falcon vd., 2020). Insanlar
tizerinde yapilan bir ¢alismada ise 1 hafta sakkarin
tiiketimi sonrast bazi bireylerde glukoz intoleranst
gorillmis olup; bu kisilerin fekal mikrobiyotast
mikropsuz farelere nakledildiginde, Weissella ve
Bacteroides fragilis sayilarinda artig, goéreceli olarak
Candidatus ~ Athromitus  saylarinda ise azalma
olmustur. Ek olarak, fekal transplantasyonu
yapilan bireylerde transplantasyon sonrasi 6nemli
glukoz intoleranst gbzlenmistir (Suez vd., 2014).

Aspartam

Aspartam 1965 yilinda kesfedilmis olup, 1981
yilinda FDA tarafindan onay almistir (Ozdemir
vd., 2014). Sikrozdan 180-200 kat daha tatli olan
aspartam, fenilalaninin karboksil ucunun metile
edildigi fenilalanin ve aspartik asitten olusan bir
dipeptittir (Ozbek ve Yentiir, 1993; Ruiz-Ojeda
vd., 2019). ADI degeri 40 mg/kg dozdur (Cao vd.,
2020). Yapilan galismalar yiiksek doz titketiminin
organlarin fonksiyonunu bozarak oksidatif strese
neden olabilecegini ve hiicre zan bitinligine
zarar  verebilecegini  hatta  kansere kadar
gotiirebilecegini ortaya koymustur (Ardalan vd.,
2017; Choudhary ve Pretorius, 2017; Ali vd.,
2019). Ozellikle, aspartam diyabet, bas agrisi,
nébetler, depresyon, artrit vb. tibbi durumlarin
alevlenmesi ile baglantlidir  (John, 2016).
Diyabetli bireylerde titketimi Onerilmemektedir
cinkii  diyabette  yapay  tatlandiricilanin
kullamminin  diyabetin =~ komplikasyonlarinda
kétilesme ve obezite ile iligkili sorunlara neden
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olabilecekleri gésterilmistir (Imamura vd., 2015;
Temizkan vd., 2015; Santos vd., 2018).

Aspartamin  mikrobiyota  Uzerine  etkisini
degerlendiren ¢alismalar stnirlidir. Farelere 8 hafta
boyunca 5-7 mg/kg gunlik doz aspartam
takviyesi, Clostridinm leptum ~ve Enterobacteriaceae
sayllarinda artisa yol acmis ve aym zamanda
aspartam alimi, kisa zincirli yag asidi olan
propiyonat ve glukoneogenezin dolasim seviyesini
arttirmus ki bunun da hiperglisemi ve insiilin
toleransina yol acabilecegi gosterilmistir (Palmnis
vd., 2014). Baska bir calismada besin tiketim
sikligt formu kullanidarak insanlarin tatlandirict
titketimini saptamiglar ve tatlandirict titketimi olan
kisilerde Enterobacteriaceae, Deltaproteobacteria ve
Actinobacteria populasyonlarinda artis saptanmistir
(Suez vd., 2014). Ayrica, insanlar tizerinde yapilan
bir diger calismada, insanlara 4 glin boyunca 5,3
mg ile 112 mg glnliik doz aspartam ve 1,7 mg ile
33,2 mg gunlitk doz asestilfam potasyum verilmis
ve iki grup arasinda ortalama bakteri sayilarinda
anlamh bir fark gbrilmemis olup, Bactervidetesin
Firmicutese oramimin degismedigi tespit edilmigtir
(Frankenfeld vd., 2015).

Asesiilfam-potasyum (Ace-K)

1967 yilinda kegfedilmis olup 1988 yilinda FDA
tarafindan onaylanan Ace-K, siikrozdan 200 kat
daha tath olan asidik bir siklik siilfonamid
tirevidir (Ozdemir vd., 2014). ADI degeri 15
mg/kg dozdur (Cao vd., 2020). Ace-K'nin
genotoksik oldugu ve bagirsak  bakterileri
tarafindan  glukoz fermantasyonunu inhibe
edebilecegi dustntlmektedir (Bandyopadhyay
vd., 2008). Yapilan bir ¢alismada da Ace-K alimi
DNA hasarint artirmugtir (Findikli ve Tirkoglu,
2014).

Ace-K  tatlandiriaasinin - mikrobiyota  tizerine
etkisini degerlendirmek tizere yapilan ¢alismalarin
sonuglart celiskilidir. Ornegin, 4 hafta boyunca
farelerde 37,5 g ginlik doz Ace-K takviyesi
sonrast, etkek farelerin vicut agirliginda ve
Bacteroidetes, Sutterella ve Anaerostipes sayilarinda
6nemli 6lgiide artis gérilmistir. Disi farelerde ise
viicut agirhginda 6nemli bir degisiklik olmazken,
2-oleotrigliserit, stiksinik asit ve D-laktik asit gibi
bir¢ok bakteriyel metabolitte azalma gbzlenmistir.

Oxalobacteraceae,  Clostridium, — Lactobacillus  ve
Ruminococcaceae azalirken, Mucispirillum titlerinde
artis gorilmistir. Ek olarak, Ace-K'ya maruz
kalan disi farelerde LPS sentezinde yer alan
genlerin ekspresyonu da artmistir (Bian vd.,
2017b). Baska bir ¢alismada ise farelere 8 hafta 15
mg/kg gunlitk doz siikraloz veya Ace-K takviyesi
sonucu Ace-K’nin  bagirsak  mikrobiyotasin
degistirmedigi sonucuna varilmistir (Uebanso vd.,
2017).

Siikraloz (splenda)

1976 yilinda kesfedilmis olan stkraloz, 1999
yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (Ozdemir
vd., 2014). Stikroza gére 320-1000 kat daha tatlt
olan sitkraloz, klotlu bir disakkarittir. ADI degeri
15 mg/kg doz seklindedir (Cao vd., 2020).
Siikraloz  tiketiminin  glukoz  intoleransini
artirdifint g6steren ¢alisgmalar mevcut olsa da
(Pepino vd., 2013; Pepino vd., 2018) etkisi
olmadigi da gosterilmistir (Grotz vd., 2017).
Giincel bir detleme siikraloz titketiminin saglk
tzerine etkisini degetlendirmis ve ¢alismalar
arasinda  farklilk  saptamustir. Bu nedenle
tiketiminin fayda-zarar baglaminda
degerlendirilmesi kesin degildir (Ahmad vd.,
2020).

Stikralozun  mikrobiyota  Uzerine  etkisini
degerlendiren calismalara bakildiginda; farelere 3
gin %2071k siikraloz ya da sorbitol takviyesi
sonucu, sotbitol takviyesi toplam aerobik veya
anaerobik bakteri, aerobik S#eptococcns ve maya
sayisinda 6nemli bir degisiklige yol agmamigken,
stikraloz tiketimi digkidaki toplam aerobik ve
anaerobik bakterileri azaltmustir (Salminen vd.,
1986). Baska bir calismada, farelere 12 hafta
boyunca oral gavaj yoluyla 100, 300, 500 veya
1000 mg/kg gunlik doz splenda takviyesi
vapilmus  ve  Bifidobacterinm, — Lactobacillus  ile
Bacteroidetes titlerinde yiksek sayida azalma ve
Enterobacteriaceae saylarinda daha az seviyede bir
azalma oldugunu bildirilmistir (Abou-Donia vd.,
2008). Farelere 8 hafta 15 mg/kg glunlik doz
stkraloz ve Ace-K takviyesi sonucu siikralozla
beslenen farelerde  Clostridium  Cluster  XIVa
sayllarinda azalma gdzlenmistir (Uebanso vd,,
2017). Fareler tzerinde yapilan baska bir
calismada, 6 ay boyunca 0,1 ml/l stkraloz
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takviyesi sonucu; 3 ay sonunda, Ruminococcns,

Bacillales,  Peptostreptococcaceae, — Staphylococcns — ve
Anaerostipes populasyonlart  azalitken; 6 ay
sonunda, Christensenellaceae, Clostridiaceae,
Akkermansia, Roseburia ve Turicibacter
poptilasyonlar artmis; Erysipelotrichaceae,
Dehalobacterinm, — Streptococens  ~ve  Ruminococcus

popiilasyonlarinda azalma gosterilmistir (Bian vd.,
2017a). Farelere doz artist yapilarak, ilk 6 hafta
1,08 mg/ml, sonraki 6 hafta 3,5 mg/ml ve diger 6
hafta 35 mg/ml splenda takviyesi vetilen bir
calisgmada, ateroskleroz olusumunda rolii olan
myeloperoksidaz (MPO) enzim aktivitesinde artig
oldugunu goérilmustir. Ayrica splenda, tim
farelerde  Proteobacteria  saylarnin  artising
saglayarak disbiyozise yol acmustir (Rodriguez-
Palacios vd., 2018). Yine farelerde 8 hafta
boyunca suda ¢6ziinmis %2,5 stikraloz takviyesi
sonucu mikrobiyotada Firmicutes titlerinde artis
gbrildigi rapor edilmistir (Wang vd., 2018).
Insanlar tizerinde yapilan bir calismada ise, 34
saglikli erkek iki gruba ayrilmis ve bir gruba 7 giin
boyunca, 780 mg gunlik doz stkraloz iceren
kapsiil takviyesi digerine plasebo verilmistir.
Insiilin  yamitina gore siniflama  yapildiginda,
stkraloz iceren kapsil takviyesi, instlin yanitt
distik olan bireylerde Bactervidetes sayilarinda artig,
Firmicutes  sayllarinda  azalmaya yol acmistir

(Thomson vd., 2019).

Diger tatlandiricilar

Neotam, sekerden 7000 ile 13.000 kat daha tatli
olan, kimyasal olarak aspartama benzeyen bir
tatlandiricidir (Fitch ve Keim, 2012) ve 2002
yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (Ozdemir
vd., 2014). Neotamin ADI degeri 2 mg/kg
seklindedir (Cao vd., 2020). Calismalara gore
neotamin glukoz intoleranst Gizerine olumsuz bir
etkisi gérilmemistir (Mayhew vd., 2003; Sanyaolu
vd, 2019). Mikrobiyota iizerine etkisini
degerlendiren bir calismada, farelere 4 hafta
boyunca ginlitk 0,75 mg/kg giinlik doz neotam
takviyesi sonucu, farelerde Bacteroidetes sayilarinda
artts gorulirken, Fimmicutes sayilarinda 6nemli bir
azalma gbzlenmistit. Neotam ile beslenen
farelerde on iki bakteri tirtinin popiilasyonunda
artts olmus ve neotam titketmeyen gruba gére,
Ruminococcaceae ve Lachnospiraceae tyeleri olan
Ruminococcus, Oscillospira, Dorea ve Blautia bakteri

poptlasyonlarinda 6nemli bir azalma oldugunu
bildirilmistir (Chi vd., 2018).

Stevia, sekerden 250 kat daha tatli olup, 2008
yiinda FDA tarafindan  onaylanmistur  ve
besinlerin icerik listelerinde rebiana, rebaudiozit
A/teb A, steviosid veya steviol glikozitler olarak
da bilinmektedir ( Ozdemir vd., 2014). Stevianin
vicut agithg  yonetimi, diyabet ve istah
kontroliindeki rolit hakkinda sinirli  sayida
arastirma mevcuttur (Serrano ve Riebl, 2019).
Mikrobiyota tizerine etkisini degerlendirmek icin
yapilan 7z vitro bir ¢alismada, 1 mg/ml steviosid ve
rebaudiozit A takviyesi, insan bagirsak mikroflora
bilesiminde 6nemli bir degisiklige yol agmamistur;
bununla birlikte, steviosidin toplam aerobik
bakteriler tizerinde hafif bir inhibe edici etkiye
sahip oldugu goriliitken, rebaudiozit A’nin
toplam aerobik bakteriler ve koliformlarin
cogalmasint etkiledigi gosterilmistir (Gardana vd.,
2003). Bagka bir z vitro calismada ise 40 mg
sodyum siklamat, siikraloz, sodyum sakkarin ve
steviol ~tozu mikroorganizma saywisini 107
genom/ml’ye, steviol ve esmer seker, steviol
kapsili ve beyaz seker takviyesi ise 108
genom/ml'ye dusurmustir. Ayrica Bacteroidetes-
Prevotella-Porphyromonas ~ gruplart  steviol kapstl
tiketimi ile azalmigtir. Sodyum sakkarin, steviol
tozu ve kapstlii ile steviol ve esmer seker takviyesi
Firmicutes tirlerini  artirmis, sodyum  siklamat,
stikraloz ve beyaz seker tiketimi ise azaltmustir
(Vamanu vd., 2019).

Yukaridaki ¢alismalar incelendiginde, hayvan
modellerinde gida katki maddelerinin titketiminin

disbiyozise ~ yol  acabilecegi — gosterilmistir.
Tatlandiricilar ile yapilmus ¢alismalarda genellikle
anaerobik  bakterilerde  artig  gbrilmistir

(Anderson ve Kirkland, 1980; Gardana vd., 2003;
Palmnis vd., 2014; Suez vd., 2015; Bian vd.,
2017b). Ozellikle Bacteroidetes, Clostridium leptum,
Lactobacillus tirleri artig gésteren bakteri gruplart
iken, tam tersini gdsteren ¢alismalar da mevcuttur
(Naim vd., 1985; Abou-Donia vd., 2008; Daly vd.,
2014). Yapilan galismalar farkli hayvan modelleri
tzerinde oldugu icin farklt sonuglar elde edilmis
olabilir. Yine tatlandinicilar, proinflamatuar etki
gosteren  biyobelirtecleri de  etkilemekteditler
(Mallett vd., 1985; Bian vd., 2017¢). Insanlarda
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sakkarin tiketimi, tim katilimcilarda olmasa da
bazilarinda glukoz homeostazint bozmustur (Suez
vd., 2014). Yine bir diger calismada hayvan

Mikrobiyota tzerine etkileri genellikle hayvan
modelleri ile sinirlt kalsa da caligmalarin cogunda
tatlandiricillarin doku ve organlart olumsuz yonde

calismalarina  benzer  olarak  Bacteroidetes  etkiledigi gbrilmektedir. Cizelge 1’de
seviyelerinde artis, Firmicutes seviyelerinde azalma tatlandiricllanin - mikrobiyota  tzerine  etkisini
meydana  gelmistir  (Thomson vd., 2019). degerlendiren calismalarin 6zetlerini verilmistir.

Cizelge 1. Tatlandiricilarin mikrobiyota tizerine etkisini degerlendiren ¢alismalarin 6zetleri

Calisma  Kullanilan GKM, siiresi ve Sonuglar Kaynak
grubu dozu
Invitro 20 saat, %2,5 sodyum Lactobacillus ve E. coli popiilasyonlarinda azalma Naim vd., 1985
sakkarin
Invitro 1 mg/ml steviosid ve Steviosid toplam aerobik bakterilerde az dizeyde Gardana vd.,
rebaudiozit A azalma, rebaudiozit A  toplam aerobik ve 2003
koliformlatin miktarinda artis
Invitro 40 mg sodyum siklamat, Steviol kapsil, Bacteroidetes-Prevotella-Porphyromonas  Vamanu  vd.,
stikraloz, sodyum tirlerinde azalma; sodyum sakkarin, steviol tozu ve 2019
sakkarin, steviol tozu, kapstuli ile steviol ve esmer seker, Firmicutes
steviol ve esmer seker, tirlerinde artis; sodyum siklamat, siikraloz ve beyaz
steviol kapsul, beyaz seker  seker Firmicutes tirlerinde azalma
Fare 10 giin, %7,5 sakkarin Aerobik baktetilerde artis Anderson  ve
Kirkland, 1980
Fare %5 ve %7,5 sakkarin Propiyonat, biitirat ve valerat seviyelerinde azalma Anderson,
1985
Fare 20 hafta, 50 g sakkarin %30-50 oraninda amonyak konsantrasyonunda ve Mallets vd.,
bakteriyel enzim aktivitelerinde azalma 1985
Fare 40 gin, %7,5 sakkarin Indikan ve p-kresoliin idrarla giinlik atliminda 3-4 Lawrie vd.,,
kat artis 1985
Fare 3 giin, %20 sorbitol yada  Sorbitol tiiketimi bakteriler tizerinde 6nemli bir Salminen vd.,
stikroz degisiklik gostermemis, stikroz tiketimi diskidaki 1986
toplam aerob ve anaerob sayilarinda azalma
Fare 12 hafta, 100, 300, 500 Bifidobacterium, Lactobacillus ile Bacteroidetes titlerinde  Abou-Donia
veya 1000 mg/kg splenda  yiksek, Enferobacteriaceae titlerinde daha az seviyede  vd., 2008
bir azalma
Fare 8 hafta, 5-7 mg/kg/gin Enterobacteriaceae ve Clostridium leptum sayilarinda artts  Palmnis
aspartam vd.,2014
Domuz 2 hafta, %0,015 sakkarin Fekal Lactobacillus miktarinda ve bagirsak limeninde Daly vd., 2014
ve neohesperidin laktik asit konsantrasyonlarinda artis
dihidrokalkon
Fare 11 hafta, 0,1 mg/ml Sodyum sakkarin tiketimi Bacfervidetes ve bazt Suezvd., 2015
sodyum sakkarin, stikraloz  Clostridium tirlerinde artis
veya aspartam
Domuz 2 hafta, %0,015 sakkarin Lactobacillus popilasyonunda oldukea yiiksek bir artis Daly vd., 2016
ve neohesperidin
dihidrokalkon
Fare 6 ay, 0,1 ml/1 sikraloz 3 ay sonunda, Ruminococcus, Bacillales, Bian vd., 2017a
Peptostreptococcaceae, — Staphylococens  ve  Anaerostipes
popilasyonlarinda  azalma; 6 ay  sonunda,
Christensenellaceae, Clostridiaceae, Akkermania, Roseburia
ve Turicibacter popiilasyonlarinda artis;
Erysipelotrichaceae,  Dehalobacterinm, — Streptococcus  ve

Ruminococcus sayilarinda azalma
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Fare 4 hafta, 37,5 g/gin Ace-K  Erkek farelerde Bacteroidetes, Sutterella ve Anaerostipes  Bian vd., 2017b
sayilarinda arttg; disi farelerde  Oxalobacteraceae,
Clostridium, Lactobacillus ve Ruminococcaceae azalma ile
Mucispirillum sayilarinda artis
Fare 6 ay, 0,3 mg/ml sakkarin iNOS ve TNF-a aktivitelerinde ile LPSlerde artis Bian vd., 2017c
Fare 8 hafta, 15 mg/kg Ace-K tiketimi bagirsak mikrobiyotasint  Uebanso  vd.,
stikraloz ya da Ace-K degistirmemis, sikraloz tiketimi Clostridium Cluster 2017
XIVa sayilarinda azalma
Fare Art arda gelen 6 hafta, MPO aktivitesinde ve Profeobacteria sayilarinda artis Rodriguez-
1,08, 3,5 ve 35 mg/ml Palacios  vd.,,
splenda 2018
Fare 8 hafta, %2,5 siikraloz Firmicutes poptilasyonunda artis Wang vd., 2018
Fare 4 hafta, 0,75 mg/kg/gtin Bacteroidetes sayllarinda artis, Firmicutes sayilarinda  Chi vd., 2018
neotam azalma
Fare 17 hafta, % 0,3 sodyum Mikrobiyotada 6énemli bir degisiklige yol agmamistir ~ Falcon vd.,
sakkarin ve sodyum 2020
siklamat iceren yogurt
Insan Besin titketim sikligs ile Tatlandirict tiketimi ile Enterobacteriaceae, Suez vd., 2014
tatlandirict titketim Deltaproteobacteria ve Actinobacteria popilasyonlarinda
durumu artls
Insan 4 guin, 5,3-112 mg/gin Aspartam ve Ace-K tiketimi Bacteroidetesin Firmicutes ~ Frankenfeld
aspartam ve 1,7-33,2 oranint etkilemedi vd., 2015
mg/gin Ace-K
Insan 7 glin, 780 mg/glin Insilin yaniti diisik olan bireylerde Bactervidetes 'Thomson vd.,

stikraloz iceren kapstil

seviyelerinde artis ve Firmicutes seviyelerinde azalma

2019

GKM: gida katkt maddesi, mg: miligram, ml: mililitre, kg: kilogram, Llitre, Ace-K: Asestilfam potasyum, iNOS:
indtklenebilir nitrik oksit sentaz, TNF-o: timor nekroz faktér-o, LPS: lipopolisakkarit, MPO: myeloperoksidaz

EMULSIFIYER OLARAK KULLANILAN
GIDA KATKI MADDELERIN
MIKROBIYOTA UZERINE ETKISI
Emtlsifiyerler gidanin  dokusunu ve tadint
iyilestirmeye, urin stabilitesini artirmaya ve raf
Omriind uzatmaya yardimei olarak kullamilan gida
katki maddeleridir (Halmos vd., 2019). Baz
emilsiyonlastiricilar, gidalarda dogal olarak
bulunur ve digetleri, karboksimetil seliiloz (CMC)
ve polisorbat 80 (P80) gibi dogal olarak olusan
bilesiklerden sentezlenir. Son yillarda, artan
calismalar gida emillsiyonlastiricilarinin bagirsak
mikrobiyotasini  etkileyebilecegini, gostermistir
(Swidsinski vd., 2009; Chassaing vd., 2015;
Chassaing vd., 2017; Singh vd., 2016; Viennois
vd., 2017; Furuhashi vd., 2020).

Karboksi metil seliiloz (CMC)

CMC, kloroasetik asit ve alkali ile islenmis odun
hamurundan elde edilen bir seliiloz tirevidir (Cao
vd, 2020). CMChnin toksik  olmadig
distntlmektedir fakat bir fare ¢alismasinda 6n
ayak kavrama guci ile Olgilen motor

dayanikliligint olumsuz yonde etkilemistir (Isa vd.,
2019). Insanlarda toksisitesiyle ilgili bir calismaya
rastlanmadigi icin etkileri belirsizdir. Mikrobiyota
Uzerine  etkisini  degerlendiren  calismalara
bakildiginda CMC’nin doku ve organlart olumsuz
yonde etkileyebilecegi diistiniilebilir (Swidsinski
vd., 2009; Viennois vd., 2017). Farelere 3 hafta
boyunca %2’lik CMC ¢6zeltisi takviyesi verilmesi
sonucu, bagirsak mukozasinda daha fazla sayida
bakteri buylmesi gézlenmis ve bakterilerin
lieberkithn kriptalanmin (ince bagirsak ekzokrin
bez tipleri) asagisina dogru géce basladiklarin
bildirilmistir (Swidsinski vd., 2009). Baska bir
calismada ise farelere 13 hafta boyunca %1’lik
CMC veya P80 takviyesi verilmis ve 13 hafta
sonunda Fagellin popilasyonu ile LPS’lerde artis
gosterilmistir. Bu ¢alisma, CMC'nin proliferasyon
ve apoptoz arasindaki dengeyi degistirdigini,
kolonda pro-inflamatuar bir ortam olusturdugunu
ve bunu korudugunu, béylece karsinojenezi tesvik
ettigini 6ne sirmustir (Viennois vd., 2017).
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Polisorbat 80 (P80)

P80, polietoksillenmis sorbitan ve oleik asitten
tiretilen bir emiilgatérdir. P80 icin ADI degeri
25mg/kg seklindedir (Cao vd., 2020). Insanlarda
tek basina P80 verilmesi sonucu saghk tzerine
etkisini degerlendiren bir calismaya
rastlanmamustir.  Mikrobiyota lzerine etkisini
degerlendiren calismalara bakildiginda; zz vitro bir
calismada %00,1, %0,25, %0,5 ve %71’lik bir nihai
konsantrasyonda CMC veya P80 takviyesinin pro-
inflamatuar olan bioaktif Flagellin seviyelerinde
artty gOsterdigi rapor edilmistir (Chassaing vd.,
2017). Farelere 12 hafta boyunca suda ¢6zlinmiis
%1’lik CMC veya P80 takviyesi ise 12 hafta
sonunda dustik dereceli inflamasyon ve obezite ya
da metabolik sendromun gelismesinde artisa yol
acmustir.  Ayrica 12 haftamin  sonunda, P80
alimimin  farelerdeki toplam diski bakterileri
tzerinde anlamli bir etkisi olmadigt gorilmiis
fakat P80 bagirsak mukus kalinhigint azaltarak,
bakteriler ve epitel hiicreler arasindaki temast
artirmis ve bagirsak adezyon florast ve diskt
bakteri kompozisyonunda degisikliklere neden
olmustur. P80 ayrica bagirsak gecirgenliginin,
LPSlerin ve Flagellin seviyelerinin artisgina yol
acmustir  (Chassaing vd., 2015).  Bagka bir
calismada 4 hafta, %1lik P80 takviyesi alan
farelerde, Gram porzitif bakterilerin sayisinda
6nemli Ol¢lide artts meydana gelmis ve
bagirsaktaki bakteri metabolitlerinin
enterohepatik dolasimi yoluyla non alkolik yagl
karaciger hastaligina yol actigint bulunmustur.
Bacteroidetes  poptlasyonunun azalmast disinda,
Salmonella spp- Helicobacter, Clostridium,
Campylobacter — jejuni ~ ve — Porphyromonadaceae
popilasyonlart da artig géstermistir. Ayrica P8O
alan gruptaki farelerin kolon ve digkiarinda
yiksek Lipokalin 2 (LCN2) seviyeleri, artmuis
bagirsak gecirgenligi ve kronik bagirsak iltihabi ile
iliskili  artmus  Flagellin  ve LPS  seviyeleri
gosterilmistir (Singh vd., 2016). Fareler tizerinde
yapilan baska bir caligmada ise 8 hafta %71’lik P80
takviyesi, y-proteobakteri sayidarini artirmis ve
ince bagirsakta o bakteri gesitliligini azaltmistir.
Kolonda ise o cesitliliginde bir azalma
gbzlenmemistir. Ayrica P80 takviyesi,
indometasin kaynakli ince bagirsak lezyonlarimin
siddetini artirmis ve Interlokin-1 Beta (IL-1B)
ekspresyonunda da artis saglamustir.  Proteus

mirabilis ve E. Coli popilasyonunda artis meydana
gelmistir (Furuhashi vd., 2020).

Literatirde, mikrobiyota Ulzerine etkisi en ¢ok
degerlendirilen ikinci grupta yer alan emiilsifiyer
gida katki maddeleri ile yapilan ¢alismalarin
sonuclart, gida katki maddelerinin  bagirsak
mikrobiyotasini dogrudan degistirebilecegi, hiicre
proliferasyonu ve apoptozun sinyal yollarin
etkileyebilecegi ve bagirsak iltihaplanmast ile
bozulmus metabolik homeostaza yol agabilecegini
gostermistir (Swidsinski vd., 2009; Chassaing vd.,
2015; Furuhashi vd., 2020). Ozellikle LPS ve
Flagellin seviyelerinde artisa yol acarak bu etkilerini
gostermektedirler (Chassaing vd., 2015; Singh vd.,
2016; Chassaing vd., 2017; Viennois vd., 2017).
Bu grupta yapilan calismalar fare modelleri ile
stnirlt kalmistir ve insanlar tzerinde yapilan bir
calismaya  rastlanmamast  insan  bagirsak
mikrobiyotast lzerine etkilerini degerlendirme
konusunda belirsizligini korumaktadir. Cizelge
2’de emilsifiyer olarak kullandan gida katki
maddelerinin = mikrobiyota  Uzerine etkisini
degerlendiren calismalarin 6zetleri verilmistir.

DIGER GIDA KATKI MADDELERININ
MIKROBITOYA UZERINE ETKISI
Benzoik asit (BA)

BA (C7HsOy), benzen halkasina dogrudan bagl
bir karboksilik grup ile en basit aromatik
karboksilik asittir (Oztiirkcan ve Acar, 2017; Del
Olmo vd., 2017). Gidalarda yaygin olarak
kullantlan BA ve tuzlant antimikrobiyal amacla
kullantlmaktadir. Bunun yani sira, asit formuna
gbre BA tuzlart daha fazla kullaniir, ¢linkdi BA
tuzlariin  sudaki  ¢Oziinirlikleri  yiksektir
(Oztiitkcan ve Acar, 2017). BA ve tuzlar
orofasiyal grantlomatozisin (yizde, aglz ve
cevresinde graniilasyon yapan bir grup hastalik)
alevlenmesi ile iliskilendirilmistit ve bu nedenle
kronik  uygulamalarda, kronik inflamatuar
hastaliklardan etkilenen hastalar icin benzoat
icermeyen diyet 6nerilmektedir (Campbell vd.,
2011). BA ayrica sindirim mukoza zarinda tahrise
neden olabilir ve ADI degerinden daha yiiksek
dozlarda alinmast (yani art arda bes giin boyunca
1000 mg/kg) bulanti, bas agrisi, yemek borusu
yanmast ve sindirim kullamm  katsayisinin
azalmasina neden olabilir (lammarino vd., 2011).
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Cizelge 2. Emilsifiyerlerin mikrobiyota tizerine etkisini degerlendiren calismalarin dzeti

Calisma Kullanllan GKM, stiresi  Sonuclar Kaynak
grubu ve dozu
In vitro %0,1 %0,25, %0,5 ve Tum dozlarda Flagellin seviyelerinde artis Chassaing
%71 P80 vd., 2017
Fare 3 hafta, %2 CMC Bagirsak mukozasinda daha fazla sayida bakteri Swidsinksi
artist vd., 2009
Fare 12 hafta, %1 CMCyada P80 tiketenlerde bagirsak gecirgenligi, LPS ve Chassaing
P80 Flagellin seviyelerinde artis vd., 2015
Fare 4 hafta, %1 P80 Bacteroideteslerde  azalma,  Salmonella  spp., Singh vd.,
Helicobacter, — Clostridinm, — Campylobacter  jejuni, 2016
Porphyromonadaceae, Flagellin ve LPS’de artis
Fare 13 hafta, %1 CMCyada CMC tiketenlerde Flagellin popilasyonu ile Viennos
P80 LPS’lerde artis vd., 2017
Fare 8 hafta %1 P80 y-proteobakteri’lerde artts, ince bagirsakta o Furuhashi
bakteri cesitliliginde azalma, Profens mirabilis ve vd., 2020

E.coli popllasyonunda artis

GKM: gida katkt maddesi, CMC: karboksimetil selilloz, P80: polisorbat 80, LPS: lipopolisakkarit

Domuzlara 35 gin 5 ve 10 g/kg gunlik doz BA
ya da 12 g/kg gunlik doz potasyum diformat
takviyesi, bakteri sayisinda azalmaya yol agmustir.
Midede toplam aerobik, anaerobik, laktik asit
olusturan ve Gram negatif bakteri sayilar;
duodenumda Gram negatif bakteri sayisint ve
ileumda doza bagh bir sekilde toplam aerobik
bakteri sayisint azalttigr bildirilmistir (Kluge vd.,
20006). Tavuklarda yapilan bir ¢alismada, 42 glin
boyunca 2,5, 5 ve 7,5 g/kg gunlik doz BA
takviyesi sonucu, her grupta laktik asit bakteri
sayllarinda artis gorulurken, bu artis 7,5 g/kg
ginlik doz alanlarda daha vyiksek olmustur
(Jozefiak vd., 2010). Domuzlara 2 hafta 5 g/kg
gunlik doz BA ile 0, 40, 80 g/kg gunlik doz intlin
takviyesi sonucu bakteri cesitliliginde artis
saptanmis ve sadece BA alan grupta laktik asit
seviyelerinde azalma gézlenmistir (Halas vd.,
2010). Domuzlara 42 giin boyunca 5000 mg/kg
giinlitk doz BA takviyesi sonucu ise bagirsaklarda
Bifidobacterium ~ ve  Bacillus  sayilarinda  artis
gozlenirken, E.coli sayilarinda azalma goérilmustiir
(Diao vd., 2014). Yine domuzlarda yapilan bagka
bir calismada domuzlar 4 gruba ayirmuslardir: 1.
grup kontrol diyeti ile beslenen grup, 2. grup
kontrol + 1000 mg/kg BA + 100 mg/kg timol, 3.
grup kontrol + 1000 mg/kg BA + 200 mg/kg
timol ve 4. grup kontrol + 2000 mg/kg BA + 100
mg/kg timol takviyesi almustir. Ozellikle 3. grupta
daha yiksek olmak tzere tim BA ve timol

takviyesi alan gruplarda Lactobacillus spp. seviyeleri
ile yine tim gruplarda benzer oranda Bacillus spp.
seviyelerinde artts meydana gelmistir. Ayrica 3.
grupta yiksek oranda bitirik asit seviyesi
gbzlenmistir (Diao vd., 2015).

Yine antimikrobiyal amagla kullanilan diger gida
katki maddeleri olan sodyum benzoat, sodyum
nitrat ve potasyum sorbatin da mikrobiyota
tzerine etkilerini degerlendiren Hrncirova ve ark.
tarafindan  yapilmig c¢alisgmalar mevcuttur (
Hrncirova vd., 2019a; Hrncirova vd., 2019b). Ir
vitro olarak 1 mg/ml sodyum benzoat, sodyum
nitrat, potasyum sorbat takviyesi sonucu,
Clostridium tyrobutyricum veya Lactobacillus paracasei
gibi bilinen anti-inflamatuar 6zelliklere sahip
bagirsak bakterilerinin, Bacteroides thetaiotaomicron
veya  Enterococcus  faecalis  gibi  bilinen pro-
inflamatuar veya kolitojenik Ozelliklere sahip
bakterilerden bu katki maddelerine daha duyarlt
olduklarim1  géstermislerdir  (Hrncirova  vd.,
20192a).  Farelere sodyum  benzoat (4,8
mg/kg/gun), sodyum nitrit (0,36 mg/kg/giin) ve
potasyum sorbat (19 mg/kg/glin) takviyesi
sonucu bagirsak mikrobiyal cesitliliginin azalma
ile o6zellikle bu durum Clostridiales saylariin
azalmasina ve Profeobacteria sayilarinin artmasina
yol agmustir (Hrncirova vd., 2019b).
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Gorildigi tizere antimikrobiyal amagla kullanilan
gida katki maddelerinden olan BA ile sodyum
nitrat ve potasyum sorbatin mikrobiyota lzerine
etkisini degetlendiren ¢alismalarin  sonuglart
oldukea celiskilidir. Bu grupta ki ¢alismalarin da
cogu benzer sekilde anaerobik bakterilerde artis
ve laktik asit olusturan bakterilerde azalma
gosteritken (Kluge vd., 2006; Halas vd., 2010;
Irwin vd., 2017; Hrncirova vd., 2019a), tersini
gOsteren calismalar da mevcuttur (Jézefiak vd.,
2007; Diao vd., 2015). Ayrica bu konuda yapilmusg
insan ¢alismasina rastlanmamasi, antimikrobiyal
olarak  kullanilan gida katkt maddelerinin
mikrobiyota tzerine etkinligini degerlendirmeyi
kisttlamaktadit.

Monosodyum glutamat (MSG)

MSG lezzet artirict olarak ev yemekleri ile ticari
driinlerde en vyaygin kullanilan  gida  katk:
maddelerinden biridir (Lindemann vd., 2002;
Oztiirkcan ve Acar, 2017). MSG’nin ADI degeri
30 mg/kg doz seklindedir (Lindemann vd., 2002).
MSG’nin  toksik etkileri olarak obezite ve
metabolik sendrom gibi kronik hastaliklara yol
acabilecegine dair yaygin bir inan¢ bulunmaktadir
(Niaz vd., 2018; Peng vd., 2018). Bu dogrultuda
yapilan bazi ¢alismalar MSG’ nin doku ve organlart
olumsuz yonde etkiledigini gostermistir (Ortiz
vd., 2006; Matyskova vd., 2008; Eweka vd., 2010).

Domuzlarda yapilan bir calismada, MSG ya da
yiksek yagh diyet tiketiminin mikrobiyota
Uzerindeki etkileti incelenmis ve hem MSG hem
de yiksek yag tiketimi, gastrointestinal sistemde
enerji ckstraksiyonu ile ilgili bakterilerin farkli
yollarla  kolonizasyonlarini  artirmistir.  MSG,
Faecalibacterinm pransnitzii ve Roseburia titlerinin
poptilasyonunu artirirken, yiiksek yag kolon ve
diger  bagirsak  segmentlerinde  Prevotella
poptlasyonunu artirmistir  (Feng  vd., 2015).
Insanlarda 2 g ginlik doz MSG takviyesinin
ctkisini degerlendirilen bir ¢alismada, 4 hafta
sonunda MSG takviyesinin mikrobiyota yapist ve
fonksiyonunu  6nemli derecede etkilemedigi
bulunmustur (Peng vd., 2018).

Umami tad olarak degerlendirilen ve arttk hemen
hemen herkesin bildigi MSG’nin mikrobiyota
tizerine etkisini degerlendiren ¢alismalar kullanim

yayginliginin tersine oldukea sturlt olup, celiskili
sonugclara rastlanmistir (Feng vd., 2015; Peng vd.,
2018). Calismalarin farkli modeller tzetinde
yuritilmesi ve az sayida olmalart nedeniyle
konunun aydinlatilabilmesi adina daha fazla
calismaya ihtiyag vardir.

Silfit

Silfit genellikle gidalarda mikrobiyal biiyiimeyi
inhibe etmek ve rengi korumak icin kullanilir.
ADI degeri 0,7 mg/kg doz seklindedir
(Oztiirkcan ve Acar, 2017; Cao vd., 2020). Bazi
bireylerde siilfit iceren gidalarin ya da iceceklerin
sindirilmesi, silfur dioksitin solunmasi ve sulfit
iceren ilaglarin  tedavi amaciyla kullanilmast
sonucunda, hayatt tehdit eden bircok tepkime
olabilmektedir (Oztiitkcan ve Acar, 2017).
Mikrobiyota tizerine etkisini degerlendirmek i¢in
in wvitro olarak yapilan bir calismada 10-3780
mg/kg 6 saatlik stlfit takviyesi sonucu, 250-500
mg/kg’da bakteri sayilarinda azalma, 1000-3780
mg/kg’da Lactobacillus titleri zerinde bakterisidal
etkiler ve 6 saatlik maruziyetten sonra da 2000
mg/kg’da  Streptococcus  thermophilus  tizetinde
bakterisidal etkiler tespit edilmistir (Irwin vd.,
2017). Bununla birlikte, gercek bagirsak ortami
daha karmagiktir, bu nedenle silfitin bagirsak
mikrobiyomu  Uzerindeki spesifik  etkilerini
dogrulamak icin baska hayvan deneylerine veya
insanlar tzerinde yapilacak klinik calismalara
ihtiyag vardir.

Titanyum dioksit (TiOz)

TiO,, genellikle renklendirici olarak gidalara
eklenen bir gida katki maddesidir (Pinget vd.,
2019). Emilimi ¢ok diisitk miktarlarda oldugu igin
ADI degeri bulunmamaktadir (Hwang vd., 2019).
TiO, tiiketiminin toksik etkileri olarak, oksidatif
stresi ve inflamasyonu artirdigy, ayrica genotoksik
etkiler sergileyebilecegini gosterilmistir (Pinget
vd., 2019; Baranowska-Wojcik vd., 2020). TiO:
tiketiminin ~ mikrobiyota  {izerine  etkisini
degerlendiren bir calismada farelere 4 hafta 0, 2,
10 ve 50 mg giinlitk doz TiO» takviyesi sonucu,
tim dozlarda Lactobacillus ve Allobacnlum titleri
artmis; 50 mg  dozunda ise  Parabacteroides
tirlerinde artts meydana gelmistir.  Ayrica
Adlercrentzia ve smuflandinlmanus  Clostridiaceae
tirleri 10 ve 50 mg TiO takviyesi ile 6nemli
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dizeyde azalmstir (Pinget vd., 2019). Calisma
sonugclart TiO2’nin mikrobiyotayr olumsuz yonde
etkiledigini gésterse de bu konu ile ilgili yapilan ilk
ve gincel tarihli bir calisma olmasindan 6tird

etkinligini dogrulamak adina daha fazla calismaya
ihtiya¢ vardir. Cizelge 3’te diger gida katks
maddelerinin  mikrobiyota  lzerine etkisini
degerlendiren calismalarin 6zeti verilmistir.

Cizelge 3. Diger gida katki maddelerinin mikrobiyota iizerine etkisini degerlendiren ¢alismalarin zetleri

Calisma Kullanilan GKM, Sonuglar Kaynak
grubu siiresi ve dozu
In vitro 6 saat, 10-3780 mg/kg 250-500 mg/kg’da bakteri sayilarinda azalma ile Irwin vd.,
sulfit 1000-3780 mg/keg’da  Lactobacillus  titlerinde 2017
bakterisidal etkiler; 6 saatlik maruziyetten sonra
da 2000 mg/keg’da  Streptococcus  thermophilus
tizerinde bakterisidal etkiler
In vitro 1  mg/ml sodyum Anti-inflamatuar bakterilerde artmis duyarlilik Hrncirava
benzoat, sodyum nitrat vd.,
ve potasyum sorbat 2019a
Domuz 35 gun, 5 ve 10 g/kg Midede toplam aerobik, anaerobik, laktik asit Kluge
BA ya da 12 g/kg olusturan ve Gram negatif bakteri sayilarinda vd., 2006
potasyum diformat azalma; duodenumda Gram negatif bakteri
sayistnt ve ileumda doza bagh bir sekilde toplam
aerobik bakteri sayisinda azalma
Tavuk 42 giin, 2,5, 5 ve 7,5 Doza bagl olarak laktik asit bakteri sayilarinda Jézefiak
g/kg BA artis vd., 2007
Domuz 2 hafta 5 g/kg BAile 0, Bakteri ¢esitliginde artis gosterilmis olup, sadece Halas vd.,
40, 80 g/kg intlin BA alan grupta laktik asit seviyelerinde azalma 2010
Domuz 42 gun, 5000 mg/keg  Bifidobacterium ve Bacillus sayllarinda artig, E.coli Diao vd.,.
BA sayilarinda azalma 2014
Domuz 42 giin, 1000 ve 2000 1000 mg/kg BA+200 mg/kg timol alan grupta Diao vd.,
mg/kg BA ile 100 ve daha yuksek olmak tzere tim BA ve timol 2015
200 mg/kg timol takviyesi alan gruplarda Lactobacillus spp. ve tim
gruplarda Bacillus spp. seviyelerinde artis ile 1000
mg/kg BA+200 mg/kg timol alan grupta butirik
asit seviyelerinde artis
Domuz 30 giin, diyet yag oranin  Faecalibacterium — pransnitzic  ve Roseburia  Feng vd.,
%3’ kadar MSG popiilasyonlarinda artis 2015
Fare 8 mg/kg/gin sodyum  Clostridiales sayilarinda azalma ve Proteobacteria Hrncirava
benzoat, 0,36 sayilarinda artis vd.,
mg/kg/gin  sodyum 2019b
nitrit ve 19 mg/kg/glin
potasyum sorbat
Fare 3 hafta, 0, 2, 10 ve 50 Tum dozlar Lactobacillus ve Allobaculum tirleri; 50  Pinget
mg/gtin TiO» mg dozu TiOz Parabacteroides titlerinde artis; 10 vd., 2019
ve 50 mg dozlan  Adlercrentzia  ve
siniflandirdmamis Clostridiaceae tiitlerinde azalma
Insan 4 hafta, 2g/gin MSG ~ Mikrobiyota yapist ve fonksiyonunu 6nemli Peng vd.,
derecede etkilenmemisgtir 2018

GKM: gida katki maddesi, BA: benzoik asit, mg: miligram, ml: mililitre, g:gram, kg: kilogram, TiO»: titanyum
dioksit, MSG: monosodyum glutamat
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SONUC

Sonu¢  olarak, gda katki  maddelerinin
mikrobiyota {izerine etkisini  deZerlendiren
calismalarin ~ buyik  ¢ogunlugunu  hayvan

calismalart olusturmaktadir. Bilindigi Gizere farkli
hayvan modellerinde  bagirsak  mikrobiyota
bilesimi ile bazi besinlerin metabolize oldugu
bélgeler insanlardan farkhilik gosterir. Yapilan
calismalara gore, gida katki maddelerinin biytik
oranda disbiyozise yol actg gorilirken,
insanlarda etkileri hala belirsizligini korumaktadir.
Insanlarda  yapilacak  randomize kontrollii
calismalara ihtiya¢ vardir fakat bireysel farklidiklar
ve uzun sureli alisiimis beslenme aliskanliklart da
gbz Oniine alindiginda bu caligmalarin oldukea
titizlikle  planlanmast  ve  bu
aydinlatilmasi gerekmektedir.

konunun

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

YAZAR KATKILARI

HMB ve SAO derlemeyi planlayarak, yazma,
inceleme ve duzenleme asamalarinda katki
saglamislardir. HMB ve SAO makalenin son
halini okumus ve onaylamustir.
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