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Amag: Bu makalede zeytinin ¢ok degerli bir iiriin olan zeytinyagina islenmesi sirasinda aciga ¢ikan liretim
prosesi atik/yan tiriinleri zeytin yapragi, pirina ve karasuyun gida endiistrisi basta olmak tlizere farkli kullanim
alanlarinda degerlendirmesine yonelik yapilmis arastirmalar derlenmistir.

Sonug: Zeytinyagi iiretimi atik/yan trilinleri, sahip olduklar1 igerik g6z Oniine alinip kaynak olarak
diisiiniildiiklerinde ve dogru kullanildiklarinda hem ¢evre kirliligini 6nleme hem de iilkelerin ekonomisine
katk1 saglama potansiyelindedir.

Anahtar kelimeler: atik; atik degerlendirme; zeytin karasuyu; pirina; zeytin yapragi
Abstract

Objective: In this article, researches conducted on the use of the waste/by-products such as olive leaf, olive
pomace and olive mill wastewater, which are produced during the processing of olive fruit into a very valuable
product “olive oil”, in different areas, especially in the food industry were reviewed.

Conclusion: Olive oil production waste/by-products have the potential to both prevent environmental
pollution and contribute to the country’s economy when their content is considered as a resource and when
they are used correctly.

Keywords: waste; evaluation; olive mill wastewater; olive pomace; olive leaf

1. Giris (zeytin kiispesi) ve karasudur (Dalkilig, 2018).
Zeytin yapragi haric elde edilen atik igerigi liretim
sistemine gore degismektedir: 3-fazli sistemde
pirina ve karasu, 2-fazli sistemde ise sulu pirina ve
organik yiikii diisiik az miktarda atik su elde
edilmektedir (Se¢meler ve Ustiindag Giiglii, 2016).

Hizla artan diinya niifusu, gida iireten fabrikalarin
sayisinda ve bununla birlikte ortaya ¢ikan gida atik
miktarlarinda artisa; siirli olan su ve toprak
kaynaklarinin ise kirlenmesine neden olmaktadir.
Ortaya c¢ikan bu atik sorunu karsisinda bilim
insanlari, tarim endiistrisindeki girisimei  ve 2. Zeytin ve zeytinyagi
isletmeciler atik miktarinin azaltilmasina, gida

atiklarinin ~ degerlendirilmesine  ve  bdylece 2.1. Zeytin
kaynaklarin daha etkin kullanilmasina yonelik bir Oleacea familyasinin bir iiyesi olan zeytin (Olea
aray1s igerisine girmislerdir (Stimer vd., 2016). europaea L.) yiizyillardir 6nemini yitirmeyen ve

20. yiizyilin bitkisi olarak gdsterilen degerli bir
bitkidir. Ceside gore degisen biiyiikliikteki
meyvenin yaklasik %85°1 etli kisim ve %15%i

Tiirkiye i¢in 6nemli bir sektdr olan zeytinyagi
endiistrisinin atiklari; zeytin yapraklari, pirina

Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitlisit Midiirliigii tarafindan yaymlanmistir.
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cekirdektir. Etli kismin en 6nemli bilesenleri yag
(%50-60’1) ve su (%25°1), geri kalan kism1 protein,
lif ve organik maddelerdir. Cekirdegin ise yaklasik
%10’u yagdir (Akbas, 2001).

Zeytinin, fizyolojik ve hiicresel aktiviteleri
etkileyerek canlinin hayatta kalmasimi ve zorlu
yasam kosullarina dayanma giiclinii saglayan
biyoaktif bilesenlerce zengin oldugu bilinmektedir.
Bu biyoaktif maddelerin basinda fenolik maddeler
gelmektedir. Ancak, zeytinden yag {iretimi
sirasinda bu fenoliklerin %90’indan fazlasinin
pirina ve karasuya gectigi icin
degerlendirilemedigi bildirilmektedir (Se¢meler ve
Ustiindag Giiclii, 2016).

2.2. Tiirkiye’deki mevcut durum

Zeytin ve zeytinyagi, tanim sektorii i¢in
Tiirkiye’nin =~ rekabet  giici  olan  Onemli
iiriinlerdendir ~ (Ticaret  Bakanligi,  2019).
Tiirkiye’de, 2020 yilinda 8,79 milyon dekar alanda
182.076.000 adet zeytin agaci varligi ile toplam
1,32 milyon ton zeytin {iretimi gergeklesmistir
(Tarim ve Orman Bakanligi, 2021). Tiirkiye’de
zeytin yogun olarak Ege, Marmara ve Akdeniz
Bolgelerinde yetistirilmektedir. 81 ilin %45’inde
(36 1l) zeytin iiretimine rastlanmaktadir (Aktas ve
Ozer, 2014; Akgiin, 2012). 2017 y1l1 verilerine gore
Tiirkiye’de zeytin iiretiminin %78’inin yaglik,
%22’sinin sofralik olarak yapildigi belirlenmistir
(llay vd., 2019). Tiirkiye’de zeytinyag: iiretiminin
yogun olarak gerceklestirildigi iller arasinda
Balikesir, Manisa, Canakkale, {zmir, Aydin, Hatay
ve Gaziantep sayilabilmektedir (Siimer vd., 2016).
Uluslararas1 Zeytin Konseyi verilerine gére 2019-
2020 doneminde diinya toplam zeytin {iretiminde
3. sirada yer alan Tiirkiye’de, kiiresel zeytin
iretiminin yaklasik %14,2’sini gerceklestirmistir.
Ayni donemde kiiresel zeytinyagi iiretimindeki
paymuz ise yaklasik %7,2 olmustur (Tirkiye
Ihracatcilar Meclisi, 2020).

Tiirkiye’de konu ile iligkili yasal diizenlemelere
baktigimizda Tiirk Gida Kodeksi Zeytinyagi ve
Pirina Yagi Tebligi’nde cesnili ve/veya aromali
zeytinyaglar1t  dahil, zeytinyaglari ve pirina
yaglarmin kalite ve saflik kriterleri; natiirel
zeytinyaglar1 ile ilgili duyusal ozellikler yer
almaktadir (Anonim, 2017). Karasuyun bertarafi,
2872 sayili Cevre Kanunu ve 25687 sayili Su
Kirliligi Kontrolii  Yonetmeligi kapsaminda
gercgeklestirilmektedir. Bu yonetmelikte karasuyun
alict ortama desarj standartlar1 parametreleri;
Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI), yag-gres, renk ve
pH olarak verilmistir (Anonim, 2004). Pirina ile
ilgili olarak da “Isinmadan Kaynaklanan Hava

-

Kirliliginin Kontrolii Yonetmeligi’nde ¢esitli

hikkimler yer almakta ve uygulanmaktadir
(Anonim, 2005).

3. Zeytinyagi iiretimi

Zeytinyagi, zeytin agacinin belirli bir olgunluk
diizeyine ulagsmig meyvelerinden elde edilen, oda
sicakliginda sivi formda bulunan yemeklik bir
yagdir. Tirk Gida Kodeksi Zeytinyagi ve Pirina
Yag1 Tebligi'nde (Anonim, 2017) ise sadece
“zeytin agaci, Olea europaea L. meyvelerinden
elde edilen yaglardir” seklinde tanimlanmaktadir.

Zeytinyag1 Uretiminde kullanilmig ilk yontem,
zeytinlerin ayakla ezildikten sonra sicak suyla
yaginin alinmasidir. Daha sonralari zeytinin iki tag
arasinda ezilmesiyle yag elde edilmesi yontemini
Romalilar bulmuslardir. Zamanla “mengene”
olarak tabir edilen ve ezilen zeytin hamurunun
sikistirtlmasi ig¢in Arsimet vidasinin dondiiriilmesi
ile olusturulan basingtan faydalanilan usule
gecilmistir ki bu glinlimiizde de halen
kullanilmaktadir. Zeytinyag1 iretiminde yeni
donem, 19. yiizyilda buharin kullanimiyla
baslamistir ve yiiksek basingla daha fazla zeytin
isleme olanagi saglanmistir. Burada kullanilan
hidrolik presler, teknolojideki ilerlemelerle dizel
motoru ve elektrikle calisabilecek sekilde
gelistirilmis ve giiniimiizde de kullanilan fiziksel
ekstraksiyonun yapildigi daha verimli ve en
modern sistem olan kontinii (3-fazli ve 2-fazl)
sistemlere gelinmistir (Gemicioglu, 2016). Klasik
(geleneksel-presleme)  yontem ve  modern
(kontinii-siirekli)  sistemde zeytinyagr elde
edilmesinde ana islem basamaklar1 Sekil 1’de
verilmistir.

Klasik yontem; uygun olgunlukta hasat edilerek
uygun sartlarda fabrikaya getirilen zeytinlerin dal,
yaprak, toprak vb. yabanci = maddeleri
uzaklastirildiktan sonra kirma, yogurma gibi 6n
islemlerden gegirilmesiyle elde edilen zeytin
hamuruna pres yardimiyla baski uygulanmasi
seklindedir. Boylece sivi fazi olusturan yag ve
karasu kat1 fazdan ayrilmaktadir. Elde edilen yag
ve karasuyun ayrilmasi ise; yogunluk farki esasina
dayali santrifijleme ya da dekantasyon
kullanilmasiyla gergeklestirilmektedir. Yiiksek is
giicli gerektiren bu yontemde sistemin maliyeti ve
enerji tiiketimi diisiik, fakat ekipman bakimi zor ve
pahalidir.

Modern sistemler zeytin hamurundaki sivi fazin
(yag ve karasu) kat1 fazdan yiiksek hizla donen
santrifiijler-dekantorler ~ yardimiyla  alinmasi
esasina dayanmaktadir. Bu ydntemde sistemin
maliyeti ve enerji tiiketimi yiiksek ancak is giict
gereksinimi diisiiktiir ve sistem otomasyona uygun
oldugundan siirekli veya yar1 sireklidir.

Zeytin yapragi, pirina ve karasuyu gida ve yem sektorlerinde degerlendirme galigmalart
Esin Toparlak; Osman Kola



Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 28: :1-17 (2022/2) 3

Santrifiijleme yoOntemi; 3-fazli ve 2-fazli olarak
siirdiiriilebilmektedir. Sistemler arasindaki farki,

iretimde kullanilan  yOnteme bagh olarak
degisiklik gdstermektedir (Secmeler ve Ustiindag

sistemlerden elde edilen yag igerikleri ortaya Giglii, 2016).
koymaktadir (Gemicioglu, 2016). Atik bilesimi de
ZEYTIN

!

YAPRAK AYIRMA VE YIKAMA

!

KIRMA (EZME)
YOGURMA (MALAKSASYON)
/
KLASIK SISTEM MODERN SISTEM
! / \
BASKI Iki Fazli Ug Fazli
/ '\ ! !
Pirina  Yag + Karasu Santrifiijleme Santrifiijleme

!

Santrifiijleme Yag

/)

Yag Karasu

Pirina+Karasu|

/1

Yag Karasu Pirina

Sekil 1. Klasik (geleneksel) ve modern (kontinii) sistemde zeytinyagi elde edilmesinde ana islem

basamaklar1 (Anonim, 2021)

3-fazli iiretim; dekantasyon atiksuyu, pirina ve yag
olmak tizere 3 ayr1 faz olusturur. Dekantére su
ilave edildiginden daha fazla atik su olusur ve
fenolik bilesiklerin ¢ogu bu atik suya gecer. Olusan
atik suyun kirlilik yiikii ¢cok yiiksektir (Hocaoglu,
2015).

2-fazli liretim; sulu pirina ve yag olmak iizere 2 ayr1
faz olusturur. Dekantdre su ilavesi olmadigindan
hem su tasarrufu saglar hem de daha az atik su
olusur ve zeytin 6zsuyu pirina i¢inde kalir. Dogal
antioksidan 6zellige sahip olan polifenollerin ¢ogu
yagda kaldigindan oksidatif stabilitesi daha yiiksek
ve daha dayanikli zeytinyagi elde edilir. 3 fazli
iiretime gore atik suyun kirlilik yiikii daha diistik,
olusan pirina miktar1 daha fazladir ve pirina daha
nemlidir bu nedenle de ¢ekirdek kolay ayrilir
(Hocaoglu, 2015).

Tiirkiye’de yaklastk 1.000 adet zeytinyagi
ireticisinin %711 {retimde 3-fazli yontemi,
%27’si ise 2-fazli yontemi kullanmaktadir.
Zeytinyag1 iiretiminde; zeytin yapragi, pirina ve
karasu da olugmaktadir. Pirina; ¢ekirdek, kabuk ile
posadan olusur ve zeytin yapragi gibi cesitli
yollarla ekonomiye geri kazandirilabildigi i¢in yan
iriin olarak kabul edilmektedir. Ticari getirisi
olmayan karasu ise bir atik niteligindedir
(Hocaoglu, 2015).

3.1. Zeytinyagi iiretimi yan iiriinleri
3.1.1. Zeytin yaprag

Zeytin yapragi, zeytin agacinin fonksiyonel
degere sahip bir¢ok biyoaktif bilesenini dogal
olarak iceren yan iiriiniidiir. Cogunlukla zeytin
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agacimin budanmasi, hasat edilmesi ve iiretim
faaliyetleri sirasinda agiga ¢ikar ve polifenolik
bilesikler bakimindan oldukg¢a zengindir. 1 ton
zeytinin igslenmesi sirasinda 50-100 kg zeytin
yapragi atig1  olugmaktadir. Tiirkiye’nin
ortalama tiretim miktar1 g6z dniine alindiginda
yillik tahmini zeytin yapragi atigi 46-94 bin
tonu bulmaktadir (Se¢meler ve Ustiindag
Gigli, 2016).

3.1.2.Pirina

Pirina, zeytin meyvesinin etli kismi ile zeytin
cekirdeginin  posasindan  olusur.  Uretimde
kullanilan yonteme gore nem igerikleri %25 ile
%75 araliginda degisen ¢ tip pirina elde
edilmektedir. 1.000 kg zeytinin iglenmesinden 2-
fazli tiretimde yaklasik 800 kg, 3-fazli liretimde ise
550 kg pirina iretilmektedir. Zeytinin cinsine,
yetistirildigi bolgeye, yetistirilme yontemine ve
zeytinyagl Uretim prosesine gore pirinanin igerigi
de degisiklik gostermektedir. Pirina; yiiksek
organik madde, yag igerigi ve yiiksek kalorifik
degeri sebebiyle gesitli amaglarla
degerlendirilebilmektedir. Ham pirina, zeytinlerin
yaglar1 alindiktan sonra olusan ilk {irlindiir ve
solvent (hekzan) ekstraksiyonu ya da 2. sikim
yapilmak suretiyle yapisindaki yag
alabilmektedir (pirina yagi). 100 kg yagh
pirinadan yaklasik olarak 60-70 kg kuru pirina elde
edilmektedir. Pirina bekletilmeden islenirse elde
edilen yagin yemeklik olarak kullanimi1 s6z konusu
olabilmektedir. Yagi almmis pirina, kiikiirt
icermedigi ve diisiik kiil i¢erigine sahip oldugu i¢in
enerji kaynaklar1 arasinda yer almaktadir.
Tirkiye’de pirinanin  %55-60 oraninda pirina
isleme tesisleri tarafindan degerlendirildigi
diisiiniilmektedir (Hocaoglu, 2015).

3.1.3.Karasu

Zeytinlerin yaga islenmesi prosesinde 6nemli
miktarlarda zeytin atik suyu agiga ¢ikmaktadir.
Organik ve mineral madde bakimindan zengin,
asidik nitelikte, kuvvetli zeytinyagi kokusuna
sahip, koyu kahverengi-menekse tonlarinda ve
hatta siyaha yakin renkte olan bu sivi
renginden dolay: halk arasinda “karasu” diye
amlmaktadir. Ispanya’da “Alpechin” denilen
bu atik su, literatiirde “Olive Mill Wastewater”
(OMW) veya “Vegetation Water” (VW)
seklinde ifade edilmektedir (Akbas, 2001).

Karasuyun  miktart  ve  fizikokimyasal
ozellikleri; iiretim yerine, lirlin alinan agacin
yasina, hasat sezonuna, iirliniin o yil var veya
yok olmasina, zeytin ¢esidine ve ekstraksiyon

metotlarina bagh olarak degisiklik
gostermektedir. Zeytin karasuyu kiitlece %83-
96 su, %3,5-15 organik maddeler, 9%0,5-2
mineral tuzlardan olusmaktadir. Organik kisim
ise seker, azot bilesikleri, ugucu asitler,
polialkoller, pektin, yag, polifenoller ve
karasuya koyu rengi veren tanenleri
icermektedir. Onemli miktarda potasyum,
magnezyum ve fosfat tuzlari, lipit igerir,
karbonhidratca zengindir (Celik vd., 2008).

Zeytin karasuyunun ¢ok yiiksek derisimlerde
Biyokimyasal ~ Oksijen Ihtiyact  (BOI),
Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (KOI), Askida Kati
Madde (AKM), yag ve gres ile fitotoksik
ozelligi olan c¢esitli fenol ve polifenol
bilesikleri igermesi, Onemli bir kirlilik
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir
(Celik vd., 2008).

Zeytin karasuyu, yag icerigi sebebiyle alici
ortamlarda su yiizeyine yayilarak suyun
oksijen alimin1 ve giines 1s1n1 gegisini azaltarak
ortamdaki bitkisel ve hayvansal yasamin (flora
ve fauna) normal gelisimini engellemektedir.
Ayrica, yiikksek organik madde igerigi
nedeniyle ¢Ozlinmiis oksijenin tiiketilmesine
de neden olmaktadir. Bu tiir olumsuzluklara
sahip olan bir atigin bertarafi biiyiik 6nem arz
etmektedir. Tiirkiye’de karasuyun bertarafinda
buharlastirma lagiinii kullanimi1  %89’dur.
Geriye kalan %]11’lik kisim ise vidanjorle
tasinmakta  veya  kanalizasyona desarj
edilmektedir. Ancak buharlagtirma lagiini
kullanimi, alan gereksiniminin yiiksek olmasi,
organik madde gideriminin diisiik olmasi;
karasu bilesimindeki ugucu toksik maddelerin
buharlasmayla havaya karismasit ve {iretim
donemi yagislarin yogun oldugu aylarda
gerceklestiginden lagiinlerde meydana gelen
tagmalarla yeralti sularimin kirlenmesi gibi
onemli dezavantajlara sahiptir (Hocaoglu,
2015).

4. Degerlendirme calismalari

Diinyada zeytinyagi iretimi yan
tiriinlerini/artiklarini degerlendirmeye yonelik
yapilan ¢alismalara baktigimizda; biyodizel,
biyogaz, biyoetanol, biyohidrojen, pelet gibi
alternatif enerji iretimi; hayvan beslemede
yem/yem katki maddesi; tarim arazilerinde
toprak diizenleyici, giibre, kompost; gida
alaninda  jellestirici,  fonksiyonel  gida
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iiretiminde zenginlestirici katki maddesi; ilag,
nutrasotik, kozmetik alaninda koruyucu madde
ve dogal nemlendirici olarak kullanimi ile
biyoteknolojik uygulamalar (biyoplastik /
biyopolimer, biyolojik ylizey aktif madde ve
lipaz dretimi gibi) dikkati g¢ekmektedir.
Bunlardan biyoaktif maddelerin geri kazanimi
ile nutrasotik maddeler, gida ve kozmetik
iirliinleri iiretimine (kapsiil, siv1 ekstrakt, toz,
cay, krem) yonelik aragtirmalar son yillarda
daha cok ilgi uyandirmakla birlikte cevresel,
sosyal, ekonomik ve saglik agisindan da
onemli goriilmektedir (Segmeler ve Ustiindag
Gigli, 2016).

4.1. Zeytin yapraginin degerlendirilmesi

Zeytin hasadinda, zeytin agacinin budanmasi
ve islenmesi sirasinda olusan zeytin yapragi
atiklarinin zeytin yetistiriciligi yapan pek ¢ok
bolgede, ¢iftlik hayvanlarinin beslenmesinde
ve/veya  yakacak  olarak  kullanildigi
bilinmektedir. Zeytin yapragr ile ilgili
caligmalar, 1900’1l yillarin baglarinda zeytin
yapragmin yapisindaki en etkin temel bilegsen
olan “oleuropein” (60-90 mg/g) maddesinin
izole edilmesiyle birlikte hiz kazanmistir
(Oz¢imen vd., 2010). Zeytin yapraginda
bulunan fenolik bilesikler; fenolik asitler ve
tirevleri, fenolik alkoller ve flavanoitlerdir
(Bayram vd., 2020). Zeytin yapragmin sahip
oldugu pek c¢ok farmakolojik Ozellikten
(antimikrobiyal, antioksidan, hipoglisemik
vb.) bu maddelerin sorumlu oldugu
bilinmektedir.

4.1.1.Zeytin yapragimin gida sektoriinde
kullanim olanaklari

Tartm ve Orman Bakanhigi’'nin “Bitki
Listesi”’nde (Anonim, 2022) yer alan zeytin
yapraginin, gidalarda kullaniminda herhangi
bir kisitlama bulunmamaktadir. Gilintimiizde
cay seklinde tiiketilmek iizere, ekstrakt ya da
kapsiil formunda direkt kullanilmak {izere veya
ogiitiilmiis toz formda cesitli zeytin yapragi
iriinlerine piyasada siklikla rastlanmaktadir.

Zeytin yapragindan yapilan g¢ay, Eski
Misirlilardan beri tibbi amagclarla
kullanilmaktadir. Zeytin yapragi c¢ayr kafein
icermez ve hipertansiyon vakalarinda kan
basincin1  diisiirmeye; koroner damarlari
genisletip, kan akigini arttirarak kalp atisini
diizenlemeye yardimeci olur. Kotli kolesterol

(LDL) diizeylerini diistirerek kalbin ¢ok daha
saglikli bir ritme ulagmasma yardimci olur.
Zeytin yapragl ekstresinin, yesil ¢ayin
antioksidan kapasitesinin iki katina ve C
vitamini igeriginin dort katina sahip oldugu
bildirilmektedir. Bu ¢ay viicudunuzun
kanserojen = ve  zararli  kimyasallardan

arindirilmasina  da  yardimci  olmaktadir
(Amany ve Shaker,2018).

Sodyum benzoat gibi kimyasal koruyucu katk1
maddelerine alternatif olarak zeytin yapragi
ekstraktinin (ZYE) salcalarda dogal koruyucu
olarak kullanim olanagim degerlendirdigi
calismasinda  Eraslan (2017), ZYE’nin
kullanildigr  biber salgcast  orneklerinde
mikrobiyal gelisimin daha az oldugunu tespit
etmis olup salga Orneklerinde Koliform ve S.
aureus’a rastlanmadigmni bildirmistir. Bu
sonuclar; zeytin yapraginda bulunan fenolik
bilesiklerin  mikroorganizmalarin  gelisimi
tizerine engelleyici ve geciktirici etkileri
oldugunu (antifungal ve antimikrobiyal)
kanitlar niteliktedir.

Firinlanmisg atistirmaliklarda yag
oksidasyonunu diisiirmek i¢in zeytin yapragi
ekstraktinin kullanildig1 bir aragtirmada ZYE
ilavesinin ~ oksidasyonla iliskili  ugucu
bilesiklerde 9%27’lik bir azalma sagladigi;
normal depolama kosullarinda indiiksiyon
stiresi, antioksidan aktivite ve duyusal
ozellikleri gelistirdigi bildirilmistir (Difonzo
vd., 2018).

Kronakii cesidi zeytin yapraginin
preslenmesiyle elde edilen konsantre ham
zeytin yapragi suyu, aycicegi yagina dort farkl
diizeyde olacak sekilde ilave edilerek art arda
5 giin boyunca 180+5°C’de aralikli olarak
wsitilarak bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikler
acgisindan 1sitilmamis kontrol &rnekleri ile
karsilastirilmistir. Isitilan aycicegi yaglarina
zeytin yapragl suyu ilavesinin, aygigegi yagi
stabilitesini arttirmada dikkate deger bir
antioksidan aktivite sagladigi belirlenmistir
(Farag vd., 2007). Ticari misir yaginin zeytin
yapragi ve limon balsami 0Ozleri eklenerek
polifenoller acisindan zenginlestirildigi diger
bir aragtirmada toplam fenolik igerigin saf
misir yagina nazaran sirastyla 9,5 ve 2,5 kat
arttigr; Karotenoit (TCC) ve klorofil igerigi
bakimdan ise zeytin yapragi ekstresinin
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kaliteyi daha iyi arttirdigi belirlenmistir (Sahin
vd., 2017a).

Bagka bir ¢alismada zeytinyagi 6rneklerine iki
farkli donemde hasat edilen (yaz ve sonbahar)
zeytin yapraklarindan elde edilen ekstraktlar
1.000-1.500 ppm diizeylerinde eklenerek
toplam fenolik madde ve karotenoid igerigi,
oleuropein, a-tokoferol, antioksidan aktivite,
peroksit degeri gibi yag kalite parametreleri
acisindan incelenmistir. Hasat zamanina gore
yaprak bilesiminde degisiklikler olabildigi,
ornegin sicak yaz giinlerinde fenolik bilesik
konsantrasyonunda azalma egilimi oldugu
belirtilmistir. Dogal antioksidan zeytin yapragi
ekstraktinin zeytinyagina ilavesinin hem yag
stabilitesini  hem de incelenen Kalite
parametreleri agisindan (tokoferol, karotenoit,
klorofil icerigi ve peroksit degeri) yag
kalitesini arttirdig1 bildirilmistir (Sahin vd.,
2017b).

Arastirmalardan elde edilen bulgular; zeytin
yapraginin misir, soya, ay¢icegi ve kanola yagi
gibi rafine yemeklik yaglara eklenmesinin,
daha yiiksek antioksidan igerik ve oksidatif
stabiliteye sahip ve daha fonksiyonel 6zellikte
yag eldesine izin verdigini gostermektedir.
Ornegin zeytin yapragi ekstrakti ilaveli misir
yaglarinda toplam fenolik maddede 9,5 Kat,
antioksidan aktivitede ise 14 kat artis
belirlenmistir (Bayram vd., 2020).

Zeytin yapragini et ve et Uriinleri sektoriinde
degerlendirmeye yonelik yapilan bir ¢alismada
ZYE 100-200 pg/g et olacak sekilde dana
kiymas1 6rneklerine eklenerek yapilan kofteler
modifiye atmosfer paketleme (%80 Oz, %20
COy) ile paketlendikten sonra 4°C’de 12 giin
depolandiginda oksidasyon derecesi gostergesi
olan TBA degerinde %41-80 araliginda diisiis,
iriin renk degerlerinden a degerinde ise
aerobik  olarak paketlenmis ve MAP
orneklerde a degerinde sirasiyla %22 ve %56
artis oldugu bildirilmistir (Hayes vd., 2010).
ZYE’nin koftelere eklendigi bir diger
arastirmada; ZYE katkili koftelerde duyusal
olarak herhangi bir olumsuzluk olmadig, raf
omriiniin olumlu yoénde etkilendigi ve S.
typhimurium, E. coli O157:H7 ile S. aureus
diizeylerinde Oonemli azalmalarla
mikrobiyolojik kaliteyi iyilestirdigi tespit
edilmistir (Gokmen vd., 2016). Zeytin yapragi

ekstrakti ve zeytin yapragi tozu zenginlestirme
amaciyla kiyma oOrneklerine 100-150 pg
fenolik bilesik/g et oraninda eklendikten sonra
¢ig ve pismis (100°C’de su banyosunda 15 dk)
halde aliminyum folyo ile paketlenerek
buzdolabinda 12 giin boyunca depolanarak
iriin ~ kalitesi ve stabilitesine etkileri
incelenmistir. Sonugta, TBA degerlerinde
(%25-65 araliginda), metmyoglobin
olusumunda,  depolama ve  ¢Oziinme
kayiplarinda azalmalar oldugu saptanmistir
(Aouidi vd., 2017). Fermente sucuklara zeytin
yaprag1 ekstrakti (0; 125; 250 ve 500 ppm)
ilave edilmesinin hem serbest yag asitligi ve
TBA degerlerinde hem de laktik asit bakteri ve
toplam aerobik mezofilik bakteri sayilarinda
azalma ile sonug¢landig belirlenmistir (Bayram
vd., 2020).

Sicak dumanlanmis gokkusagr alabaligi
filetolarina ZYE uygulandiktan sonra 4°C’de
depolama sirasinda mikrobiyolojik ve duyusal
ozelliklerinde meydana gelen degisimler
incelenmis; ZYE ile drinin raf Omriiniin
arttig1 ve duyusal 6zelliklerinde olumsuz bir
degisiklik olmadigi bu nedenle de dogal
koruyucu olarak su tirlinlerinde
kullanilmasinin 6nerilebilecegi bildirilmistir
(Mutlu ve Bilgin, 2016).

Zeytin  yapragt ve ekstraktlarmmin  siit
tirlinlerinde de kullanilabilme potansiyeli
bulunmaktadir.  Belirli  oranda  zeytin
yapragmin;  fermente  siit  driinlerinin
fonksiyonel 6zelliklerini, ¢ig siitliin yapisindaki
S. thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus gibi dogal bakterilere etki
etmeden arttirabildigi bildirilmektedir (De
Leonardis vd., 2008). %12 kayist piiresi ve
hacim/agirlik oranlarinda %0,1, %0,2 ve %0,4
Zeytin Yapragi Ekstrakti (ZYE) kullanarak
hazirladigit  meyveli  yogurtlarla  yaptig1
caligmasinda Peker (2012), ZYE ilavesinin
meyveli yogurtlarin  kimyasal ve fiziksel
parametreleri lizerinde dnemli bir degisiklige
neden olmadigini, ancak duyusal agidan
kontrol drnegine gore daha fazla puan aldigini
belirlemistir. Ayrica ZYE ilaveli yogurtlarin
antioksidan kapasitesinin depolama siiresince
kontrol 6rnegine gore yiiksek oldugunu ve
ZYE’nin yogurt bakterilerinden S.
thermophilus  igin  aktivator  ozelligi
gosterdigini tespit etmistir.
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4.1.2.Zeytin yapraginin hayvan beslemede
kullanim

Zeytin yapraklar1 protein baglayan kondanse
tanin icerigi nedeni ile g¢esitli sekilde
kurutularak hayvan beslemede kullanilmaistir.
Kurutma iglemleri ile tanin igerigi azaldig1 gibi
icerdigi besin madde sindirilebilirlikleri de
olumlu etkilenmistir (Dalkilig, 2018)

Zeytin yapragi ekstraktlarnin erkek ve disi
tavsanlarda glikoz ve lipit profiline etkisinin
incelendigi ¢alismada, ZYE verilen gruplarda
kan sekeri seviyesinde ve erkek tavsanlarda
kotii kolesterol seviyesinde (LDL-C) 6nemli
bir diisiise; her iki cinsiyette de iyi kolesterolde
(HDL-C) o6nemli bir artisa neden olmustur.
(Sultan ve Abdl-Alrhmman, 2006).

Ozdemir ve Azman (2013) yaptiklar
arastirmada bildircin karma yemlerine 80 ve
120 ppm Oleuropein (OLE) olacak sekilde
ZYE ilave etmislerdir. Ve incelenen gruplar
arasinda canli agirlik, glinliik canli agirlik
artisi, ortalama giinlik yem tiiketimi ve
yemden yararlanma orani (YYO) bakimindan
farklilik tespit edilmezken (P>0,05), OLE-120
grubunun yumurta agirhg (P<0,01) ve
yumurta randimaninin istatistiksel olarak daha
diistik oldugunu saptamislardir (P<0,001).

Siit hayvanlarinda zeytin yapraklar1 kullanimi1
ile performansa olumsuz etkisi olmadan siit
kalitesini  degistirdigi  tespit  edilmistir.
Laktasyondaki koyun ve kecilerde kaba yem
olarak zeytin yapragi kullaniminin siitte yag
asidi profilinde 6zellikle oleik ve linoleik asitte
artis sagladigr dikkat cekmistir (Dalkilig,
2018)

4.2. Pirinanin degerlendirilmesi

Gida sektoriindeki kullanimlari, pirina yagi ve
yakit elde edilmesi, c¢esitli teknolojiler
kullanilarak pirinadan enerji eldesi, yagi
alinarak kozmetik gibi g¢esitli sektorlerde
kullanilmasi, hayvan beslemede
degerlendirilmesi ve pirinadan kompost elde
edilmesi pirina degerlendirme yoOntemleri
olarak sayilabilmektedir (Hocaoglu, 2015).

4.2.1.Pirinanin gida sektoriinde kullanim
olanaklar

Sudrez vd. (2010), sizma zeytinyaginm
zenginlestirmek amaciyla pirinadan ekstrakte

ettikleri  fenolik  bilesikleri  kullandiklar
calismalarinda ekstrakt eldesinde kullanilan
etil asetat nedeniyle pirinali 6rneklerin kotii tat
ve kokuda oldugunu; ancak toplam fenolik
madde miktar1, oksidatif stabilite, acilik
indeksi, klorofil ve karotenoit miktarinin
onemli diizeyde arttigini bildirmisglerdir.

Fonksiyonel gidalar sektoriinde en ¢ok tercih
edilen Urinler arasinda, tahil iriinleri ikinci
sirada yer almaktadir. Fonksiyonel ekmek elde
etmek amaciyla genellikle diyet lif ve
polifenollerce zenginlestirme
uygulanmaktadir.  Cecchi  vd.  (2019)
kurutulmus pirina ile zenginlestirilmis ekmegi
duyusal agidan ele almiglardir. Ekmek i¢
renginin zenginlestirmeden olumsuz
etkilendigini (daha gri ve koyu hale geldigi),
pirinali ekmeklerde i¢ sertlik, kirintt ve
cignenebilirligin yiiksek, mayalanma
derecesinin ise kontrolden daha diisiik
oldugunu tespit etmislerdir. Ekmegin duyusal
ve besinsel karakteristikleri lizerine zeytinyagi
atiklariin etkisini incelemeye yonelik yapilan
bir baska aragtirmada pirinali 6rneklerdeki
polifenollerinin  glisemik yanit1 ve biyo-
erigilebilirligi de incelenmistir. Pirinanin in
vitro ortamda fenolik igerigi  kararli
bulundugundan zenginlestirmenin glisemik
indeksi azalttigi, ekmek kabarcik olusumunu
etkiledigi, tat ve renk acisindan kontrol
ornegiyle kiigiikk farkliliklar olsa da %10
zenginlestirilmis ekmegin genel olarak kabul
edilebilir oldugu bildirilmistir (Cedola vd.,
2019). Pirinay1 bilesimi nedeniyle fonksiyonel
madde  olarak  biskiivi  ve  ekmek

formiilasyonlarinda kullandiklar1
caligmalarinda  arastirmacilar; pirina  ile
yapilan zenginlestirmenin ozellikle

mayalanmig  {irlinler olmak {izere tiim
tiriinlerde fenolik igerik bakimindan artig
sagladigini, maya fermantasyonunun tokoferol
konsantrasyonunu da artirdigini
belirlemislerdir (Di Nunzio vd., 2020).
Glutensiz galeta formiilasyonunda kaliteyi
arttirmak i¢in misir unu yerine %1, %2 ve %3
oraninda zeytin kiispesi tozu ekleyerek
dokusal, duyusal ve besinsel o6zellikler
tizerindeki etkisini degerlendiren De Gennaro
vd. (2022) zenginlestirilmis numunelerde
zeytin kiispesi orani yiikseldik¢e yag, kiil, nem
ve toplam diyet lif miktarinda artig; sertlikte

Zeytin yapragi, pirina ve karasuyu gida ve yem sektorlerinde degerlendirme galigmalart
Esin Toparlak; Osman Kola



8 Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 28:1-17 (2022/2)

azalis ile genel begenide bir iyilesme oldugunu
belirlemislerdir.

Yapilan bagka bir calismada pirina tozu,
formiilasyondaki bugday irmigiyle yer
degistirilerek 5 g/100 g ve 10 g/100 g olacak
sekilde makarna Tretiminde kullanilmistir.
Pirina igerigindeki diyet lif nedeniyle
zenginlestirilmis makarnalarin pisirme siiresi
azalmis, pisme kaybi ve su emilimi artmistir.
Yapigkanlik, sertlik ve kizariklikta (a*) artis,
b* renk degerinde (sarilik) bir azalig
goriilmistiir. Pirina varligi 6rneklerin nisasta
fraksiyonlarinin sindirilebilirligini de olumlu
etkilemistir (Simonato vd., 2019). Makarna
tizerine yapilan bir bagka arastirmada pirina
kurutulup o6giitiilerek un haline getirildikten
sonra agirlikca %10 ve %15 oranlarinda
hamura eklenerek makarnanin kimyasal
bilesim, pisirilme ve duyusal kalitesine etkileri
irdelenmistir. Pirina katkili numunelerin lif,
tokoferol ve karotenoitlerce daha zengin ve
%10 katkili makarnalarin daha kabul edilebilir
oldugu belirlenmistir. Daha sonra kaliteyi
arttirmak amaciyla farkli konsantrasyonlarda
transglutaminaz 1ilavesi denenmistir. %0,6
transglutaminaz  ilavesinin  makarnalarin
elastikiyet, yapiskanlik ve hacimlilik agisindan
genel  kalitesini  artirdigit ~ bulunmustur
(Padalino vd., 2018). Kurutulmus pirinanin,
yumurtali makarnaya eklenerek duyusal
ozellikleri agisindan incelendigi baska bir
caligmada zenginlestirilmis makarnanin renk,
renk stabilitesi, zeytinyagi ve bugday unu
lezzetindeki artisla kontrol makarnasindan
farkli oldugu saptanmistir (Difonzo vd., 2020).

Lin vd. (2017) tarafindan beyaz un(A) ve
pirina  tozu(B) swrasiyla  100(A):0(B),
90(A):10(B), 85(A):15(B) ve 80(A):20(B)
oranlarinda karistirilarak biskiivi yapilmas,
doku ve goriiniiy bakiminda yiiksek kabul
edilebilirlikte, diyet lif bakimindan zengin,
daha diisik glisemik indeks ve enerji
degerinde biskiiviler elde edilmistir. Yapilan
bagska bir ¢alismada arastirmacilar %S5
kurutulmus  pirina  ile  hazirladiklar
atistirmaliklarla (granola bar) kontrol 6rnekleri
arasinda aroma bakimindan anlamli bir fark
olmadigini, sadece acilik ve renk 6zelliklerinin
ornekleri  farklilastirdigini  bildirmislerdir
(Cecchi vd., 2019).

Muifio vd. (2017)’nin pirinanin et tiriinlerinde
kullanimma  yonelik olarak Ispanya’da
yaptiklar1 calismada, Omega 3 yag asitleriyle
zenginlestirilmis  yiiksek oksijenli MAP
ambalajli kuzu eti koftelerinin buzdolabi
kosullarinda 9 giin depolanmasi sirasinda
oksidatif stabilite ve duyusal ozelliklerinde
meydana gelen degisimi incelemiglerdir. Elde
edilen sonucglara gore pirina ekstraktinin
koftelerde  dogal  antioksidan  olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu
goriilmiistiir. Ekstrakt ilavesiyle koftelerin yag
ve protein oksidasyonu azalmis, kabul
edilebilir renk stabiliteleri 3 giin daha
uzamistir.

Kuru pirina unu, zenginlestirme ve kalite
ozelliklerini artirma amaciyla balik burgere
eklendiginde fenolik icerik ve antioksidan
aktiviteyi  artirirken  Ozellikle  pisirilen
burgerlerde renk, doku, koku ve tatta
(polifenoller nedeniyle) bozulmalara neden
olmustur (Cedola vd., 2017).

Pirinadan gidalarda jellestirici ve kivam verici
olarak kullanilan kompleks bir polisakkarit
olan pektinin geri kazanimima yonelik
caligmalar da mevcuttur. 2015 yilinda yapilan
bir arastirmada 160°C (30, 45 ve 60 dk) 1sil
islem  gérmiis  pirinadan  etil  asetat
ekstraksiyonuyla pektin elde edilmis ve ticari
olanlarla kiyaslanmistir. Pirina pektininin
disik su tutma ve yiksek yag tutma
kapasitesiyle emilsiiyon stabilitesi olarak elma
pektinine benzer oldugu, in-vitro denemelerde
ise serum kolesterol seviyesini diisiirmeye ve
bagirsak kanseri riskini azaltmaya katkida
bulunabilecegi belirlenmistir (Rubio-Senent
vd., 2015).

Pirinadan mikrobiyal fermantasyonla
(30°C’de 120 saat) dogal aroma maddelerinin
tiretilmesi olanaklarmin  arastirilmasina
yonelik  bir calismada Torulaspora
delbrueckii’nin pirinadan giil ve nane;
Trichoderma atroviride’nin ise mantar ve 2-
oktenol (yanik aroma) irettigi belirlenmistir
(Gtineser vd., 2014).

Aktif ambalajlama, {irlinii dis etkenlerden
korumada bariyer olarak kullanilan ambalaj
materyaline ekstra Ozellikler kazandirilmasi
olarak tanimlanmaktadir. Glinlimiizde bilim
insanlar1 gida kayiplarin1 azaltabilen g¢evre
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dostu ambalajlar gelistirmeye yonelmislerdir.
Pirinanin  antioksidan  &zelligi  yiiksek
oldugundan  ambalaj sektoriinde  de
kullanimina yonelik denemeler yapilmaktadir.
Bunlardan birinde De Moraes Crizel vd.
(2018) pirinay1 -40°C’de liyofilize edip,
ogitliip eledikten (500 nm’den kiiglik
parcaciklar1 ayirmak ic¢in) sonra kitosan
filmlere farkli konsantrasyonlarda (%10, %20
ve %30) ilave ederek antioksidan, optik,
bariyer ve mekanik ozelliklerini
arastirmiglardir. Pirina ilavesiyle antioksidan
ozelligin gelistigini, kitosan filmin daha
puriizli  bir hal aldigim1 ve gerilme
mukavemetinin  artigim1 (%10  pirina
konsantrasyonunda); %30 pirina unu igeren
filmlerin, findiklar1  oksidasyona  karst
korumada 31 gin etkili  oldugunu
bildirmislerdir. Benzer bir caligmada pirina
ilaveli kitosan kaplama soguk depolanmis
cilekte kullanilip ticari kaplamayla
kiyaslanirken kaplanmamis meyveler kontrol
ornegini olusturmustur. Kontrol meyvelerinde
clirime alam1 ve lipit peroksidasyonu
gostergesi olan malondialdehit miktarmin
pirina katkili filmlerle kaplanmis Orneklere
kiyasla onemli diizeyde arttifi gozlenmistir
(Lammi vd., 2018).

Tek kullanimlik tabak, catal, bardak gibi
iirtinlerde kullanilan biyoplastiklerin
iretiminde  pirinanin ~ kullannomina  dair
Tirkiye’de yapilan bir calismada; pirinadan
once %10 (agirlik/hacim) KOH kullanilarak
alkali ekstraksiyon yontemiyle seliilloz ve
hemiselliiloz fraksiyonlar1 0Oziitlenmis sonra
suda c¢Oziinlir hemiselliilloz fraksiyonundan
dogrudan ve plastiklestirici olarak sorbitol
eklenerek biyofilm {iretimi denenmistir. En iyi
sonucun, %10 (agirhik/hacim)  sorbitol
eklenerek elde edildigi bildirilmistir (Demir ve
Sutay Kocabas, 2014).

4.2.2.Pirina yag

Pirinadan ekstraksiyon islemi ile yag elde
edilmektedir ancak bu islem bekletilmeden
yapilmalidir. Iki gesit pirina yag1 vardir; rafine
pirina ve karma yag. Rafine pirina yag1, yagin
dogal yapisinda degisiklik yapmadan rafine
edilmesi sonucu olusur. Karma pirina yag ise,
dogrudan gida olarak tiiketebilecek natiirel

zeytinyagi ile yemeklik rafine yagin
karigimidir (Hocaoglu, 2015).

Pirinanin  yapisindaki yag ikinci kalite
tiiketilebilir yag olarak adlandiriimaktadir.
Pirinanin nem igerigi kurutma ile %10’a
diistiriildiikten sonra c¢ozgen ektraksiyonu
(genellikle n-hekzan) ile elde edilmektedir.
Pirina doner tip kurutucularda 400-800°C
araliginda degisen sicakliklarda
kurutulmaktadir. Bu esnada  sekerlerin
polimerlesmesi ve yanma dumanlarinin
etkisiyle poliaromatik hidrokarbonlar (PAH)
ortaya  ¢ikmaktadir.  Gidalarin  yiiksek
sicaklikta islenmesi sirasinda olusabilen bu
kanserojen maddeler kurutulan pirina igin
onemli kalite kriterleri arasinda yer almaktadir
(Baysan vd., 2017).

4.2.3.Pirinanin hayvan beslemede kullanimi

Tirkiye’deki biiyiikbas ve kiigiikbas hayvan
sayilar1 ile bunlarin beslenmesi i¢in gerekli
olan ortalama kaba yem miktarlar1 dikkate
alindiginda ciddi bir kaba yem agigmin
bulundugu ve bu a¢i1g1 kapatmak amaciyla yem
maliyetlerini de diistirebilecek pirina gibi bazi
yan irlnlerin kullaniminin  6nemli  bir
alternatif olacag: diisiiniilmektedir (Hocaoglu,
2015). Ancak bilindigi lizere zeytin hasadi ve
dolayisiyla pirina tretimi yilda bir kez ve
belirli aylarda yapilmaktadir. Bu nedenle
pirinanin y1l igerisinde hayvan beslemede kaba
yem kaynagi olarak kullanilmasi i¢in kisa siire
igerisinde yag1 alindiktan sonra silajlarinin
yapilmasi ya da uygun silolama tekniklerinin

kullanilarak saklanmasi gerekmektedir (Boga,
2017).

Zeytinyag1 iretiminin diger yan riinlerine
nazaran hayvan beslemede pirina kullanimi
daha yaygindir ancak kimyasal bilesimi,
hayvan beslemede kullanimini etkilemektedir
(Boga, 2017). Pirinanin lif i¢erigi yiiksek, ham
protein miktar1 ise diisliktiir. Pirinanin biiyiik
cogunlugu organik maddeden olugmaktadir. 2-
faz pirinanin kisa siirede oksitlenmemesi
nedeniyle hayvan yem maddesi olarak
degerlendirilme potansiyeli daha yiiksektir
(Baysan vd.,2017). Kurutulmus pirina (%10)
ile beslemenin siit sigirlarinda siit ve peynirin
ozelliklerine etkilerini belirlemeye yonelik
yapilmis ¢caligmada; yag asidi bilesimi, toplam
tokoferol ve hidroksitirosol igerigi bakimimdan
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pirinali beslemenin daha iyi oldugu, tekli ve
coklu doymamis yag asitlerinde artis, doymus
yag asitlerinde ise bir azalis oldugu, duyusal
olarak kontrol 6rnegi ile fark olmadig1 ve hatta
daha kaliteli siit elde edildigi bildirilmistir
(Castellani vd., 2017). Pirina yiiksek seliiloz,
tanen ve fenolik bilesikler icerdigi igin
rumende seliilolitik mikroorganizmalara zarar
verse de ruminant hayvanlarda alternatif yem
olarak rasyonun %15’ine kadar performansa
zarar vermeden kullanilabilmektedir (Dalkilig,
2018).

Zeytin kiispesinin (pirina) diisiik kaliteli
yemleri daha 1yi degerlendirebilen kiigiikbas
hayvanlari beslemedeki kullanima,
gereksinimleri daha yiiksek olan verimli siit
ineklerindekine oranla daha uygundur.
Chiofalo vd., (2004) pirinay1 tek ve E-
vitaminiyle kombine sekilde siit rasyonlariin
beslenmesinde kullanarak siit verimi, siit
bilesimi, yag asidi kompozisyonu ve
pihtilasma Ozelliklerine etkisini belirlemeye
caligmiglardir. 15 giinliik periyotlarla aldiklari
orneklerin analiz sonuglarina gore; en yiiksek
protein ve kazein ylizdelerine kontrol
orneklerinde rastlanmistir. Pirina ilavesi siit
veriminin yaninda siitte yag oran1 miktar1 ve
kalitesini  arttrmis, E-  vitaminli  pirina
grubunun pihtilagma sliresi azalmistir ve
boylece bir yandan atik bir {rlin geri
kazanilmis bir yandan da rasyon maliyeti
diistirilmiistiir. Baska bir ¢alismada, konsantre
yeme %35 oraninda cekirdegi alinmis pirina
ilavesiyle 40 giin boyunca beslenen kuzularin
etinde coklu-doymamis yag asitleri ve vitamin
E diizeyleri ile etin oksidatif stabilitesi ve raf
Omriiniin arttig1 bildirilmistir (Luciano vd.,
2013). iki farkli konsantrasyonda (%15 ve
%30) pirina igeren yemlerle 50 giin boyunca
beslenen kuzularda canli agirlik, karkas
karakteristikleri ve etlerinin kimyasal yapisina
pirinanin etkisi arastirildiginda, %15 pirinanin
giinliik canli agirlik artis1 ve karkas agirligina
olumsuz etkisi olmadigi goriilmiistiir (Boga,
2017).

Tavuk beslemede pirina kullanimina dair bir
arastirmada ise kontrol diyeti, diisikk doz ve
yiiksek doz pirina olmak {izere ii¢ farkli diyetle
beslenen tavuk gruplarmin artan pirina
konsantrasyonuna paralel olarak biiyiime
oranlar1 da artmistir. En yiiksek seviyede pirina

uygulamasi, etin antioksidan durumu ve
oksidatif stabilitesini pozitif etkilemistir.
Tavuk etlerinde tiiketiciler tarafindan duyusal
acidan farklilik algilanmamistir (Branciari vd.,
2017). Baska bir calismaya gore, yumurta
tavuklari pirina takviyeli yemle beslendiginde
yumurta sarisindaki kolesterol seviyesi kontrol
yumurtalarindan daha diisik bulunmustur
(Difonzo vd., 2020).

Pirinanin %3 oraninda melas ile silajinin
yapilmasi ile iy1 bir silaj kalitesi elde edilmis
ve ruminantlarda protein kullanimin1 ve
mikrobiyel protein sentezini siirlandiran
polifenol iceriginde %40 azalma
olusturdugundan ruminant beslemede daha
rahat kullanilabilecegi bildirilmistir (Dalkilig,
2018).

4.3. Karasuyun degerlendirilmesi

Tiurkiye’de mevzuat geregi karasuyun alici
ortama desarj parametrelerini saglamasi ve
bunun ic¢in de artilmasi gerekmektedir.
Karasuyun aritiminda ve bertaraf edilmesinde;
dogal aritma, fiziksel aritma, kimyasal aritma,
biyolojik aritma, elektroliz yontemi, karasu
camurunun stabilizasyonu, fermantasyona tabi
tutularak degerli son {iriinlere doniistiirme, tek
hiicre proteini elde etme, buharlastirma,
membran prosesleri ile aritma gibi yontemler
uygulanmaktadir.

Karasuya farkli yontemler uygulanarak gida
endiistrisinde, laglinlerde buharlastirmada,
kompost iiretiminde, sulamada, kat1 yakit ve
giibre olarak degerlendirilmeye calisilmaktadir
(Uzun ve Seferoglu, 2017).

Karasuda yiiksek oranda bulunan ve aritimini
zorlagtiran fenolik bilesikler, insan sagligi i¢in
faydali antioksidan 0Ozellik tasimaktadirlar
(Inan vd., 2013). Antioksidanlar, hiicrelerin dis
etkenlerden korunmasi ve saglikli yasamlarina
devam edebilmesi i¢in son derece Onemli
maddelerdir. Gida endiistrisinde  dogal
antioksidanlar olarak enzimlerin kullanimi ¢gok
yaygindir. (Degirmenbasi, 2016).

Elibol vd., (2008) yilinda yiiriittiikleri projede,
karasuyun 1:1 oraninda c¢esme suyuyla
karistirip igerisine %1 maya 6ziitii (YE) ve %1
oraninda misir yag ilave ederek dort farkl
mikroorganizma (Rhizopus oryzae, Circinella
sp.BIM, Streptomyces sp.EUB ve Starmerella
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bombicola) ile fermantasyona tabi tutmak
kaydiyla lipaz iiretiminde substrat olarak
kullanimin1  incelemislerdir. Fermantasyon
stvisindan saf lipaz elde etmisler ve lipaz
dretimi  i¢in  ortama azot ilavesinin
yapilmasinin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Zeytin karasuyundan Rhodotorula glutinis
mayasi kullanilarak mikrobiyal lipit ve yiiksek
aktiviteli mikrobiyal kaynakli siiperoksit
dimutaz (SOD) ve katalaz (KAT) enzimleri
iretilmesi c¢alismasinda; gliserol eklenen
zeytin karasuyu ortaminda ¢ogalan hiicrelerde
kuru hiicre bagina iiretilen toplam lipit miktar
%52 (a/a) olarak bildirilmigtir. Ayrica R.
glutinis tarafindan zeytin karasuyu ortaminda
dretilen enzimlerin  aktivitelerinin  ayni1
mayanin sentetik ortamlarda {rettigi ayni
enzimlerin  aktivitelerine yakin  oldugu
belirlenmistir  (Takag, 2015). Aspergillus
oryzae ile noétral proteaz zeytin kekinden
iiretilen enzimler arasindadir (Degirmenbasi,
2016).

Lakkaz, gidalarin renklerinin artirilmasi, kagit
ve kagit hamurundan ligninin ayristirilmasi ve
uzaklastirilmasi, tekstil iirtinlerinin
agartilmasi, tekstil atik suyunun biyolojik
parcalanmasi  ve renksizlestirilmesi  vb.
uygulamalarda biyokatalizor olarak kullanilan
bir enzimdir. Zeytin karasuyunun Trametes
versicolor kiifii varhiginda lakkaz enzimi
iretiminde substrat olarak kullanildig1 bir
caligmada zeytin karasuyunun lakkaz {iretimi
icin %60 ve altindaki degerlerde seyreltilmesi
gerektigi; ortama azot kaynagi eklemenin
lakkaz aktivitesini arttirdign  belirlenmistir
(Sukan vd., 2001).

Italya’da yapilmis bir calismada pirina ve
karasuyun ekmek ve spagetti
formiilasyonlarinda hem ayr1 ayr1 hem de
birlikte kullaniminin {iriinlerin toplam fenolik
bilesen ve antioksidan aktivite ile duyusal
ozelliklerine etkileri incelenmistir. Pirina ile
zenginlestirme Orneklerin hem fenolik madde
icerigini hem de antioksidan aktivitelerini
onemli Olclide 1iyilestirirken, ¢ok ac1 ve
baharatli bir tat vermesi nedeniyle duyusal
ozellikleri olumsuz etkilemistir.
Zenginlestirilmis Ornekler toplam kalitede
elastikiyet, sertlik, yapiskanlik ve renk gibi
gorsellik  kriterleri  agisindan  kontrol

orneklerinden diisiik bulunmustur (Cedola vd.,
2020).

Karasudan laboratuvar o6l¢eginde fenolle
zenginlestirilmis sirke tiretimi ve birkag ticari
sirke (Elma, sarap ve balsamik ticari sirke
ornekleri) ile karsilastirilmast denenmistir. Bu
amagla karasu 121°C’de 15 dakika sterilize
edilerek ve dogrudan olmak tiizere iki farkli
sekilde, iki farkli yontemle (maya ilavesi ve
spontan fermantasyon) sirkeye islenmistir. 4
haftalik pH Olglimleri sonucunda sadece
sterilize edilmeden maya ilaveli
fermantasyona birakilmis karasu 6rneklerinde
asetik asit Uretimi (yaklasik %2,0) elde
edilmistir. Elde edilen bu zeytin sirkesi iirtinii
karanlik ve serin ortamda 15 ay depolandiktan
sonra karakterize edilmis olup pH’s1 2,92,
asetik asit cinsinden toplam asitligi %5,6, kiil
icerigi yiiksek (%?2), mineral madde
bakimindan zengin, toplam fenol miktar1 ise
gallik asit esdegeri (GAE) olarak 3600 mg/L
olarak belirlenmis; canli bakteri ve maya
hiicrelerine rastlanmamistir (De Leonardis vd.,
2018).

Domates sosunun yagli fazina karasudan elde
edilen fenolik ekstrakttan (40 ve 60 mg fenol
/g) eklendiginde a-tokoferol gibi besleyici
madde iceriginde %50 den fazla artis oldugu,
karotenoidlerdeki artisin ise artan ekstrakt
konsantrasyonuyla orantili olarak gerceklestigi
belirlenmistir (Galanakis, 2018).

Mikdame vd. (2020) yaptiklar1 arastirmada
tereyagina 2, 4, 6, ve 8 mg/100 g olmak iizere
dort farkli konsantrasyonda karasu, pirina ve
sentetik antioksidan olarak 3x10° UI/100 g
askorbik asit ilave ederek kontrol érnekleriyle
antioksidan aktivite, iki farkl sicaklikta (25°C
ve 60°C’de) depolama sonrasi peroksit sayisi,
asitlik ve mikrobiyolojik kriterler agisindan
kiyaslamiglardir. Elde edilen sonuglara gore,
zeytin yan {rilinleri katkili tereyagi ornekleri
kontrol tereyaglarina gore daha az okside
olmuslardir. Oksidasyon stabilitesi karasu
katkilt Orneklerde pirina katkili olanlardan
daha yiiksektir. Antioksidan etki agisindan ise
pirina polifenolleri en yiiksek degere sahip
bulunmustur.

Karasudan kazanilmis ham fenolik ekstrakt
pismis ve soguk depolanan et toplarma 50-
100mg/L oraninda ilave edildiginde yag
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oksidasyonunun 1/3’e kadar azaldigi, ancak
duyusal a¢idan 100mg/L ekstrakt igeren
orneklerin lezzet bakimindan en diisiik oldugu
bildirilmistir (Tornberg ve Galanakis, 2014).
Yine bir bagka calisma alkolli fermente
salamlara eklenen karasu ekstraktinin 45 giin
sonunda listeriosis enfeksiyonunun sebebi gida
kaynakli bir patojen olan L. monocytogenes’in
gelisimini Onemli diizeyde inhibe ettigini
gostermistir (Veneziani vd., 2017).

Tavuk go6giis etine koruyucu ajan olarak karasu
fenolik konsantresi uygulanmigtir. Ornekler
ambalajlanip depolanmadan 6nce (4°C’de) 60
sn konsantreye daldirilmistir. Sonugta fenolik
konsantreye  daldirilan  tavuk  etlerinin
oksidasyon derecesinin gostergesi olan TBAR
degerleri 6nemli dlgiide diisiikken raf dmriiniin
2 giine kadar uzadigi, Uriin ylizey renginin
sartya dogru dondigi ve kontrol orneklerine
kiyasla daha kabul edilebilir kokuda olduklar:
saptanmistir (Galanakis, 2018). Sahip oldugu
antimikrobiyal etkiyle iirlinli korumak ve
duyusal o6zelliklerini gelistirmek amaciyla
beyaz etten hazirlanan hamburgerlere 750 ve
1.500 mg/kg et oraninda karasu ekstrakti
eklenip paketlenerek 4°C’de 11 giin
saklanmistir. BOylece mikrobiyal gelismede
uzun bir gecikme saglandigi, ekstrakt igeren
orneklerin duyusal acidan kontrol
orneklerinden daha koyu renk ve hafif (ama
hos olmayan) zeytin tadiyla farkli oldugu
belirlenmistir (Veneziani vd., 2017).

Sordini vd. (2019) yaptiklar1 c¢alismada
kizartma esnasinda istenmeyen bilesiklerin
olusumunu geciktirerek kizartma yaginin
oksidatif stabilitesini arttirmak ve kullanim
Omriinli uzatmak amaciyla dondurulmus
patatesleri karasu fenolik ekstrakti eklenmis
rafine zeytinyaginda 8 dakika boyunca
180°C’de kizartmiglardir. Butillenmis
hidroksitoluen (BHT) ile zenginlestirilmis
yagin karsilagtirma amaciyla kullanildigi
aragtirmada, ekstrakt ilavesiyle kizartma yagi
ve kizartilmig patateslerde antioksidanlar
korunurken akrolein-akrilamid-heksanal gibi
istenmeyen maddelerin olusumunun
engellendigini bildirmislerdir.

Baska bir arastirmada karasudan fenol
ekstrakti elde edilip su zenginlestirmede
kullanilarak fonksiyonel bir icecek olusturma

denenmistir. Bu amacla maden sularina 50 ve
100 mg Tyrosol/L olacak sekilde ekstrakt ilave
edilerek karistirilmis, yaklagik 50 g fruktoz, 10
g siyah kiraz aromasi ve kirmizi gida
renklendirici zenginlestirilmis sulara
eklenerek aseptik olarak steril cam siselerde
(60 ml kapasiteli) 4°C’de ve 25°C’de 60 giine
kadar depolanmistir. Depolamada orneklerin
pH degerleri 2,5-4,0 arasinda degiskenlik
gosterirken, ekstrakt ilavesinin Orneklerde
mezofilik aerobik mikroorganizma, maya ve
laktik bakterilerin  gelisimini engelledigi,
kimyasal ve antioksidan stabilite sagladigi
belirlenmistir (Romeo vd., 2019).

Karasu fenolik ekstraktlarinin gida
endistrisinde kullanimlarina genel olarak
bakildiginda bitkisel yaglarda lipit
oksidasyonunu geciktirme; gida
emiilsiyonlarinda, siit trlinlerinde ve diger
model gidalarda duyusal agidan yiiksek kabul
edilebilirlik gbsterme; antimikrobiyal ajan
olarak kullanim olasiligi gibi umut verici
yaklasimlarin gidalarin besinsel ve teknolojik
kalitesini  1iyilestirmek i¢in  gelistirilerek
genisletilebilecegi diistiniilmektedir (Caporaso
vd., 2018).

5. Sonuc¢

Diinyada endiistriyel atik miktar1 ve gesitliligi
glin gectikge artmaktadir. Gida endiistrisi
atiklar1, yapilarinda degerli maddeler igceren ve
ayn1 zamanda degerli maddelere doniisme
potansiyeline sahip olan 6nemli bir gruptur.
Ulkemiz igin stratejik éneme sahip bir iiriin
olan zeytinin yaga islenmesi sirasinda ortaya
cikan zeytin yapragi, pirina ve karasu sahip
olduklar1 igerik g6z 6niine alinip kaynak olarak
diisiiniildigiinde =~ ekmekten, = makarnaya,
ambalajdan, kaba yem kaynagina gida ve yem
sektoriinde  ¢esitli  amagclarla  kullanim
olanagina sahiptir. Bu zeytinyadi iiretimi
atik/yan triinleri dogru kullanildiklarinda hem
cevre kirliligini Onleme hem de {ilkelerin
ekonomisine katk1 saglama
potansiyelindedirler.
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Amac: Yenilebilir film ve kaplamalar gidanin korunmasi, raf Omriiniin uzatilmasi, dagitimi ve
pazarlanmasinda 6nemli rol oynayan, gida yiizeyinde olusturulan ince tabakali yenilebilen kaynaklardan
olusan maddelerdir. Giday1 mekanik, kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik tehlikelerden korumak amaciyla
kullanilmaktadir. Yenilebilir film ve kaplamalar fonksiyonel, mekanik ve optik 6zellikleri, gaz bariyer etkisi,
suya ve mikroorganizmalara kars1 yapisal direng olusturma gibi 6zellikleri nedeniyle gida uygulamalarinda
kullanim alan1 bulmaktadir. Bu derlemede yenilebilir film ve kaplamalarin genel 6zellikleri, gidalara uygulama
yontemleri ve gida endiistrisinde kullanim alanlar1 ele alinmugtir.

Sonug: Yenilebilir film ve kaplamalar ince bir tabaka halinde uygulandiginda gida ve ¢evre arasinda bariyer
gorevi gorerek iirlin kalitesini etkilemeden raf omriinii uzatmaktadir. Bu kaplamalar gidanin besinsel ve
duyusal kalitesini iyilestirmektedir. Ayrica antimikrobiyal bilesikler, antioksidanlar, ugucu yaglar, mineraller
ve vitaminler gibi bilesenlerin eklenmesiyle 6zellikleri gelistirilebilmektedir. Geleneksel gida ambalajlamada
kullanilan plastiklerin kanserojen etkisi ve atik sorunu, biyolojik olarak pargalanabilen maddelerin
gelistirilmesini tesvik etmistir. Yenilebilir ambalajlar, plastik ambalajlara kiyasla gidalarin raf omriinii
uzatarak su, oksijen ve 151k i¢in segici bir bariyer olusturmaktadir. Yenilebilir film ve kaplamalar uygun sekilde
hazirlandiginda fonksiyonel bir ambalajin sahip olabilecegi 6zellikleri yerine getirebilmektedir.

Anahtar kelimeler: bariyer; gida; yenilebilir film; kaplama
Abstract

Objective: Edible films and coatings are substances consisting of thin-layered edible resources formed on the
surface of the food, which play an important role in the preservation, extension of shelf life, distribution and
marketing of food. It is used to protect food from mechanical, chemical, physical and microbiological hazards.
Edible films and coatings have usages in food applications due to their functional, mechanical and optical
properties, gas barrier effect, and structural resistance against water and microorganisms. In this review, the
general properties of edible films and coatings, their application to foods and their use in the food industry are
discussed.

Conclusion: Films and coatings, when applied as a thin layer, act as a barrier between food and the
environment, extending shelf life without affecting product quality. These coatings improve the nutritional and
sensory quality of food. In addition, its properties can be improved by adding components such as antimicrobial
compounds, antioxidants, essential oils, minerals and vitamins. The carcinogenic effect and waste problem of
plastics used in traditional food packaging have encouraged the development of biodegradable materials.
Edible packaging extends the shelf life of foods compared to plastic packaging, creating a selective barrier for
water, oxygen and light. When edible films and coatings are prepared properly, they can fulfill all the functions
of a functional package.

Keywords: barrier; food; edible film; coating
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1. Giris

Ambalajlama; meyve, sebze ve iglenmis gidalarin
korunmasi ve raf dmriiniin uzatilmasi i¢in en Kritik
islemlerden biridir. Gida ambalajinin baslica
islevleri arasinda korumak, bilgi vermek ve
kolaylik saglamak yer almaktadir. Tiiketicinin daha
uzun raf Omriine sahip saglikli gidalara yonelik
artan talebi, plastigin ¢evre iizerine etkileri
hakkinda tiiketici bilincinin artmasi, ¢evre dostu
alternatif gida ambalajlarinin iiretimi {izerine yeni
sistemler gelistirilmesi igin ilgili endiistriyi
yonlendirmektedir (Kumar vd., 2022). Bu
sebeplerle, son on yilda gida sektoriinde, cok cesitli
gida irlnlerinin biitliinliglini korumak igin,
yenilebilir filmler ve kaplamalarin kullanilmaya
basladig1 goriilmektedir (Suhag vd., 2020).

Yenilebilir kaplama, gida lizerinde olusturulmus
ince bir yenilebilir tabakadir. Yenilebilir film ise,
yenilebilir dogal malzemeden yapilmig, 6nceden
sekillendirilmis, ince bir tabakadir ve bir kez
olusturulduktan sonra gida bilesenlerinin iizerine
veya arasina Yyerlestirilebilmektedir (McHugh,
2000).

Yenilebilir kaplama dogrudan gida {izerinde
sekillenirken, yenilebilir film daha 6nceden yapilip
uriine  yerlestirilmektedir  (Bourtoom, 2008;
Guimaraes vd., 2018). Buna ragmen her iki
durumda da benzer oOzelliklere sahip yapilar
olusmaktadir (Tavassoli-Kafrani vd., 2016).
Yenilebilir film ve kaplamalarin temel 6zellikleri
Cizelge 1°de gosterilmektedir (Diaz-Montes ve
Castro-Munoz, 2021).

Cizelge 1. Yenilebilir film ve kaplamalarin temel 6zellikleri (Diaz-Montes ve Castro-Munoz, 2021)

= UV is18ina karsi korumasi

»  (Coziinen maddelerin (6r. tuzlar, katki maddeleri ve pigmentler), su buharinin, organik buharlarin (6r. aromalar ve
¢oziiciiler) ve gazlarin (r. oksijen, karbondioksit, nitrojen ve etilen) gida ile atmosfer arasinda taginmasi

Uriiniin raf 6mriinii uzatmasi
Biyoaktif bilesenler (6r. antioksidanlar) igermesi

Mekanik hasara kargi bariyer (or. ezikler veya kesikler) olusturmasi

Bakteri ve mantar kontaminasyonuna karsi antimikrobiyal etki (6r. giimiis nanopartikiiller) gdstermesi
Thketici igin faydali mikroorganizmalar (6r. probiyotikler) igermesi
Biyolojik olarak par¢alanabilen dogal malzemeler olmasi

2. Yenilebilir film ve kaplamalarin
smiflandiriimasi

Yenilebilir film ve kaplamalar bilesenlerin
yapisina gore polisakkaritler, proteinler, lipitler
veya kompozitler seklinde siniflandirilmaktadir.
Lipitler ve hidrokolloidlerin  (proteinler ve
polisakkaritler) birlikte kullanilmasiyla kompozit
filmler olusmaktadir (Debeaufort vd., 2000).

2.1.  Yenilebilir polisakkarit film ve
kaplamalar

Polisakkaritler nisasta veya seliiloz gibi saf halde
bitkilerden, hayvanlardan veya mikrobiyal
kaynaklardan elde edilen veya Kitosan gibi
kimyasal olarak modifiye edilmis suda ¢oziiniir
polimerlerdir (Lin wvd., 2017). Polisakkarit
kaplamalar, gaz bariyer oOzellikleri gelismis
olmasina ragmen nem transferine kars1 zayif bir
bariyer kapasitesine sahiptirler (Polat, 2007).

Kitosan, gamlar, aljinat, pektin, seliiloz ve nisasta
yenilebilir kaplama olarak kullanilan bazi
polisakkaritlerdir (Sharma vd., 2019). Karides,
yengeg ve kerevit kabuklarinin atiklarindan elde
edilen kitinin alkali kosullar altinda deasetilasyonu
ile tretilen kitosan, katyonik bir polisakkarittir
(Zhang ve Quantick, 1998). Antimikrobiyal,
antioksidan, film olusturabilme, tekstiire etme ve

baglama Ozelliklerinden dolay1 yaygin olarak
kullanilmaktadir (Benjakul vd., 2003). Gamlar,
tekstiire etme Ozelliklerinden dolayr genis
uygulama alanina sahiptir (Sharma vd., 2019).
Aljinat, yenilebilir film olarak su firiinleri ve et
iirinlerinin  kaplanmasinda siklikla kullanilan
materyallerdendir (Datta, 2008; Gennadios, 2002).
Uriinin  nem kaybim1 onlemekte ve lipit
oksidasyonu ile artan acilagma iizerine olumlu etki
yapmaktadir (Isik vd., 2013).

Su gegirgen bir polisakkarit olan seliiloz, D-glikoz
birimlerinden olusur. Karboksimetil seliiloz
(CMC), metil seliiloz (MC), hidroksipropil seliiloz
(HPC) veya hidroksipropil metil seliiloz (HPMC)
gibi seliilloz tilirevleri, yenilebilir kaplama
filmlerinin hazirlanmast i¢in kullanilmaktadir
(Murray, 2000). Nisasta biyolojik olarak
parcgalanabilen filmlerin iiretiminde diisiik maliyeti
ve yenilenebilirligi nedeniyle kismen veya
tamamen plastik polimerin yerini alacak sekilde
kullanilmaktadir (Xu vd., 2005). Nisasta filmleri,
seffaf veya yar1 saydamdir ve su varliginda ortam
kosullar1 altinda kirilgandir (Mylldrinen vd., 2002).
Zayif fiziksel oOzellikleri nedeniyle uygulama
alanlar1 sinirhidir. Nigasta bazli yenilebilir filmler
genellikle kirilganligin engellenmesi igin sorbitol
ve gliserol gibi plastiklestiricilerle birlikte
kullanilmaktadir (Mali vd., 2005). Pektinler
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bitkisel kokenli polisakkaritlerdendir. Pektinin
sekerle birlikte jel olusturma oOzelligine sahip
olmasi, gida endiistrisinde kalinlagtirici ajan olarak
kullanilmasmi saglamaktadir (Celikel ve Akin,
2017).

2.2. Yenilebilir protein film ve kaplamalar

Yenilebilir film olusturucu proteinler hayvansal
kaynakli (kollajen, jelatin, peynir alt1 suyu
proteinleri, kazein ve yumurta albiimini) ve bitkisel
kaynakli (soya fasulyesi, misir zeini, yer fistigi,
pamuk tohumu ve bugday) filmler olarak elde
edilmektedir (Sharma vd., 2019).

Protein kaplamalarin gaz bariyer 06zelligi
gelismistir.  Polisakkarit filmlerden daha iyi
mekanik Ozelliklere sahiptir. Ancak polisakkarit
kaplamaya benzer hidrofilik yapilari nedeniyle
nem bariyeri dzelligi zayiftir (Gennadios, 2002).
Gidalarin yenilebilir protein filmleri ile kaplanmasi
besin degerini de artirmaktadir (Dursun ve Erkan,
2009). Yine bu kaplamalara polietilen glikol ya da
gliserol gibi plastiklestiriciler eklenerek esneklik
artirilabilmektedir (Sanchez-Ortega vd., 2014). Bu
filmlerin aroma bariyerleri gelismistir ve oksijene
kars1 gecirgenligi diisiiktiir (Hong ve Krochta,
2006; Miller ve Krochta, 1997).

Jelatin, et endiistrisi yan iiriinii olarak hayvan derisi
ve kemikleri ile balik derilerinden elde edilen
kollajenin termal denatiirasyonu ile olugsmaktadir.
Memeli jelatini yiiksek amino asit igerigi
nedeniyle, balik jelatinlerinden daha iyi termal
stabiliteye ve fiziksel 6zelliklere sahiptir (Gémez-
Guillén vd., 2007). Jelatinin film olusturma
yetenegi dogrudan molekiiler agirligiyla ilgilidir ve
daha yiiksek molekiiler agirlikli jelatin daha iyi
film kalitesine sahiptir (Ledward vd., 2000).

Peynir alt1 suyu, peynir iiretimi esnasinda kazeinin
¢okmesi ve ayrilmasindan sonra kalan kisimdir.
Peynir alt1 suyu protein filmlerinin mekanik
direngleri iyi olup, diisiik bagil nemde iyi bir gaz
bariyeri 6zelligine de sahiptir. Ancak hidrofilik
ozelliklerinden dolay1 bu filmler neme kars1 sadece
orta diizeyde bariyer gorevi gdormektedirler (Galus
ve Kadzinska, 2016). Peynir alt1 suyu proteinleri
tarafindan olusturulan yenilebilir filmler; seffaf,
esnek, renksiz, tatsizdir ve zayif nem bariyerine
sahiptir. Bu kaplamalar; kuru {iziimler, kahvaltilik
tahillar, peynir pargalari ve dondurulmus
bezelyeler {izerinde denenmis; yer fistiklarinda da
oksijen bariyeri olarak uygulanmistir (Gennadios
vd., 1997).

Misir  endosperminde  bulunan ve &giitme
endiistrisinin yan {rlinii olan ticari zeinin, film
olusturma 6zelligi lizerinde yillardir durulmakta ve

ticari olarak kullanilmaktadir (Ryu vd., 2002). Zein
proteinden yapilan filmler taze iirlinlerin renk
degisikligini, sikiligimi ve agirlik kaybim 6nlemede
etkilidir (Raghav vd., 2016). Zein; findik,
sekerleme {iriinlerinde yenilebilir film veya
kaplama olarak kullanilmaktadir (Ryu vd., 2002).

Tahil bitkilerinin yan tiriinlerinden bugday gluten
proteini, uygun maliyetli, bol miktarda bulunan ve
yenilebilir ambalaj filmleri i¢in iyi bir kaynaktir
(Dong vd., 2022). Bugday proteini (gluten),
yapigkanligi ve esnekligi nedeniyle film olusumu
icin kullanilmaktadir (Dhall, 2013). Bu proteinden
elde edilen filmler, sahip olduklari su ve 15181
yalitma Ozellikleri nedeniyle gidalarin tazeligini
korumak i¢in kullanilma potansiyeline sahipken,
mekanik giicliniin, su direncinin zayifligi ve
kopmaya egilimli olmalar gida endiistrisindeki
pratik kullanimlarimi biiyik olgiide sinirlamistir
(Dong vd., 2022).

2.3. Yenilebilir lipit film ve kaplamalar

Yenilebilir lipit film ve kaplamalar gidalarda nem
kaybin1 6nlemektedir. Ancak gaz bariyeri 6zelligi
zayiftir (Banker, 1966). Lipit bilesikleri; gliseritler,
mumlar ve re¢inelerden olusmaktadir (Hernandez,
1994). Asetillenmis monogliseritler, balmumu,
karnauba mumu, mineral yag, parafin mumu,
bitkisel yag ve yiizey aktif maddeler, kaplama
malzemeleri olarak genis bir uygulama alanina
sahiptir (Dhall, 2013).

Lipit bazli kaplama, polisakkarit ve protein bazli
kaplamalara kiyasla diger kaplama ajanlar1 ile daha
iyi uyum  saglayarak  bariyer  Ozelligini
gelistirmektedir (Lin vd., 2017). Bu kaplamalar
hidrofobik 6zellikleriyle kalin ve kirilma egilimli
film olusturmaktadir. Bu nedenle protein yapili
bilesenlerle kompozit film yaparak
kullanilmaktadirlar (Debeaufort vd., 1998).

2.4.  Yenilebilir
kaplamalar

kompozit film ve

Kompozit  filmler, lipit ve hidrokolloid
bilesenlerden olusmaktadir. Lipit bilesenler
gelismis bir su buhar1 bariyeri, hidrokolloid
bilesenler ise oksijen ve karbondioksite kars1 segici
bir bariyer 6zelligi saglamaktadir (Baldwin vd.,
1995; Sharma vd., 2019). Filmlerin farkl
Ozelliklerini bir araya getirmesi sebebiyle, elde
edilen kompozit filmlerde daha iyi fiziksel ve
bariyer Ozellikler bulunabilmektedir. Yapilan bir
calismada, peynir alt1 suyu izolatlarindan olusan
filme asetillenmis monogliserit eklendigi zaman su
buhar1 gecirgenliginin 70 kat azaldig1 tespit
edilmistir (Anker vd., 2002).
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Cizelge 2. Yenilebilir film ve kaplamalarin iiretiminde en ¢ok kullanilan biyopolimerler ile katki maddelerinin
ozellikleri ve ambalajlamadaki iglevleri (Diaz-Montes ve Castro-Munoz, 2021)

Materyal Ornekler Ozellikleri Yenilebilir film ve kaplamalardaki gorevi
Biyopolimerler
Polisakkaritler Nisasta Kalinlastiricilar, Kat1 bir polimer matrisinin temel yapisini
Seliiloz Jellestiriciler, olustururlar
Pektin Emiilgatorler,
Gamlar Stabilizatorler,
Kitosan Kaplama
Agar
Aljinat
Dekstran
Proteinler Jelatin Jellestiriciler, Gazlarin (esas olarak oksijen) tasinmasini kontrol
Kazein Kalinlagtiricilar, ederler
Peynir alt1 suyu Stabilizatorler, Antimikrobiyallerin ve antioksidanlarin
proteini Kopiiklenme taginmasina yardimei olurlar
Lipitler Mumlar Koruyucular, Esneklik saglayarak yenilebilir filmin kurumasini
Parafin Kaplamalar veya dehidrasyonunu dnlemeye yardimci olurlar
Gliseritler
Katk1 maddeleri
Plastiklestiriciler Gliserol Vizkozite, Esneklik, Karisimdaki molekiiller arasi kuvveti ve erime
Aloe Rezistans sicakligini diigtirtirler
Regineler
Kaotropik ajanlar Ure Yikict Ajan, Polimerlerin sudaki ¢oziiniirliigtinii arttirirlar
Antioksidanlar,
Stabilizatorler
Digerleri Polifenoller Fungisitler, Uriinler i¢in koruma saglamanin yani sira
Herbisitler, Giibreler stabilizator olarak da ¢alisirlar
3. Yenilebilir film ve kaplamlarda onlemek icin 6n kosuldur (Barreto vd., 2003). En
kullanilan katki maddeleri yaygin kullanilan plastiklestiriciler —arasinda
o ) . propilen glikol, gliserol, polietilen glikol, sukroz,
Yenilebilir  kaplamalarin  ana  bilesenlerinin

(hidrokolloidler, lipitler) 6zelliklerini gelistirmek
icin plastiklestiriciler, emiilgatorler, antimikrobiyal
maddeler ve antioksidanlar gibi belirli katki
maddeleri eklenmektedir (Sharma vd., 2019).
Ayrica katki maddelerinin eklenmesi, biyoaktif
ambalajlamanin elde edilmesini de saglamaktadir
(Ganiari vd., 2017; Ghani vd., 2018).

3.1. Plastiklestiriciler

Yenilebilir film ve kaplamalarin  sertligi,
kirilganhiginin ~ diisiik olmasi, elastikiyeti ve
esnekligi, tasima ve depolanma sirasinda ¢atlamay1

sorbitol gibi oligosakkaritler ve su bulunmaktadir
(Bourtoom, 2008; Cerqueira vd., 2009; Jagannath
vd., 2006; Mylldrinen vd., 2002; Veiga-Santos vd.,
2007). Plastiklestiriciler gaz  gecirgenligini
artirarak veya gerilme direncini azaltarak filmlerin
bariyer Ozelliklerini degistirmektedir (Mali vd.,
2005).

3.2. Emiilgatorler

Emiilgatorler 1slanabilirligi artirmak ve diizgiin bir
kaplama uygulamak icin kaplama c¢ozeltilerine
eklenmektedir.  Yiizey aktif madde veya
emiilgatorlerin eklenmesi, filmin olgunlagmay1
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engelleme yetenegini arttirmaktadir (Sharma vd.,
2019).

3.3. Antimikrobiyal ajanlar

Antimikrobiyal ajanlar, mikrobiyal faaliyetlerin
olusumunu yavaglatarak iriinlerin raf Omriinii
uzatmaktadir. Yenilebilir film ve kaplamalarda en
yaygin olarak  kullanilan  antimikrobiyaller;
potasyum sorbat, sodyum benzoat, sorbik asit,
trisodyum fosfat, laktik asit, laurik asit, pediosin,
nisin, laktikin, etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA), kitosan, yesil cay tozu, iliziim g¢ekirdegi
ekstresi, baharatlar/ucucu yaglar veya bunlarin
bilesenleri, tiyosiilfonatlar, imazali, albumin,
izotiyosiyanatlar, benomyl, glimiis ve enzimlerdir.
Lizozim, laktoperoksidaz ve glukoz oksidaz
enzimleri kaplama c¢ozeltilerinde antimikrobiyal
ajanlar olarak kullanilmaktadir. Ancak farkli pH ve
sicakliklarda stabilite eksikliginden dolay1 ¢ok dar
bir uygulama alanina sahiptir (Mohammed Fayaz
vd., 2009). Tiiketici talebinin artirilmasi igin
bitkisel kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal
ajanlar tavsiye edilmektedir (Sharma vd., 2019).

Cizelge 2’de yenilebilir film ve kaplamalarin
iretiminde en ¢ok kullanilan biyopolimerler ile
katki maddelerinin 6zellikleri ve ambalajlamadaki
islevleri listelenmektedir (Diaz-Montes ve Castro-
Munoz, 2021).

Daldirma

%

4. Yenilebilir film ve kaplamalarin
uygulama yontemleri

Yenilebilir kaplamalar birincil yenilebilir ambalaj
olarak gidalarin ylizeyine dogrudan
uygulanmaktadir. Dort ana kaplama teknigi vardir.
Bunlar daldirma, piiskiirtme, kaydirma ve akigkan
yatak igleme yontemleridir (Kumar vd., 2021).
Kaplama yoOnteminin segimi, gidanin ylizey
ozellikleri ve kaplama tabakasinin amaci olmak
tizere c¢esitli  faktorlere baghdir. Kaplama
yonteminde dnce malzemeler gida ylizeyine dagilir
ve ardindan kaplama malzemesi ile gida ylizeyi
arasinda yapisma gergeklesmektedir (Cerqueira
vd., 2017).

4.1. Daldirma yontemi

Daldirma yontemi en ¢ok meyve ve sebzeler igin
kullanilmaktadir. Gidanin kaplama olusturacak
olan ¢ozeltiye tamamen daldirilmasiyla, kaplama
malzemesi gidanin yiizeyinde birikir. Son adimda
ise solvent kaplamadan buharlasarak bir soliisyon
olusturarak ve iirliniin yiizeyinde ince bir kaplama
birakmaktadir (Kumar vd., 2021). Sekil 1°’de
daldirma  yontemi uygulanist  gosterilmistir
(Hassan vd., 2018).

Kaplama cozeltisi

Sekil 1. Daldirma yontemi (Hassan vd., 2018)

4.2. Piiskiirtme yontemi

Bu yontemde sivi ¢ozelti, gidanin {izerine
puskiirtilmektedir. Stvinin piiskiirtiilmesi, sivi
cozeltiyi kiigiik damlaciklara doniistiiriir. Ayni
miktarda siv1 ¢dzelti igin bu damlaciklar daha fazla
ylizey alanina sahip olmaktadir. Bu nedenle,

damlaciklar  gidanin  daha fazla  alanim
kaplamaktadir. Yiiksek viskoziteli
biyopolimerlerin piiskiirtilememesi bu yontemin
dezavantajidir. Yiiksek viskoziteli biyopolimer i¢in
daldirma yontemi tercih edilmektedir (Suhag vd.,
2020). Sekil 2’de piiskiirtme yontemi gosterilmistir
(Kumar vd., 2021).
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piiskiirtme
cihazn1

4.3. Kaydirma yontemi

Bu yontem gida ve sekerleme {irlinleri i¢in uygun
bir kaplamadir. Bu yontemde ¢ok sayida yuvarlak
veya oval sekilli gida tek  seferde
kaplanabilmektedir. Tava olarak bilinen biiyiik bir
yuvarlak top dondiiriiliirken icindeki gidalar da
donmektedir. Kaplama olusturan ¢ozelti, tava

piiskiirtme
araci

ci1kis havasi

kaplanmamis
portakal

kaplanmis portakal
Sekil 2. Piiskiirtme yontemi (Kumar vd., 2021)

donmeye devam ederken gidanin yiizeyine
puskiirtilmektedir. Piiskiirtiilen sollisyon miktari,
gida iizerindeki son kaplamanin kalinligini
belirlemektedir. Hava sirkiilasyonu sayesinde
solvent buharlagsarak  kaplamanin  kurumasi
saglanmaktadir (Campos vd., 2011). Sekil 3’te
kaydirma yontemi gosterilmistir (Kumar vd.,
2021).

hava
girisi

delikli
duvar ile
kaplanmis
tava

karistirma
bicaklar

Sekil 3. Kaydirma yontemi (Kumar vd., 2021)

4.4. Akiskan yatak isleme yontemi

Bu yontem bugday veya findik gibi ¢ok kiiciik
boyutlu bir kuru gidanin yiizeyine ince bir kaplama
tabakas1 uygulanmada kullanilmaktadir. Kaplama
solisyonunun nozullar yardimiyla piiskiirtiilerek,
daha  kiicik  boyutlu  gidalardan  akmas1
saglanmaktadir. Cozelti gida iizerinde yavas yavas
kaplamaya doniisen bir kabuk olusturmaya baslar.
Daha sonra kurutma islemi gergeklestirilir. Bu

yontem diger kaplama yontemlerinden daha
maliyetlidir (Chawla vd., 2021).

5. Yenilebilir film ve kaplamalarin gida
endiistrisinde kullanim

5.1. Et ve et iiriinleri

Et ve et {irlinlerinde yenilebilir film ve kaplamalar
fire kaybim1 6nlemek, mikrobiyal kontaminasyonu
kontrol etmek, oksidasyonu ve istenmeyen renk
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olusumunu engellemek i¢in kullanilmaktadir. Et
tirlinlerinde  bircok  yenilebilir  biyopolimer
kullanilmaktadir (Gaikwad vd., 2020; Ustunol,
2009). Sodyum aljinatin oksijen bariyer &zelligi
gelismistir. Bu nedenle iyi bir film olusturma
ozelligiyle et ve et lirtinleri i¢in tercih edilmektedir.
Onceleri aljinat filmler meyve ve sebzelerin
solunum hizin1 kontrol etmek i¢in kullanilirken,
giinimiizde et triinleri i¢in de kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal maddelerin de eklenmesiyle aljinat
filmler, et driniiniin raf Omriiniin uzamasina
yardimci olmaktadir (Kontominas, 2020). Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve Ilag Idaresi
aljinat1  genel olarak giivenli (Generally
Recognized as Safe [GRAS]) malzeme olarak
kabul etmistir. Bunun yani sira Avrupa Gida
Gilivenligi  Otoritesi (European Food Safety
Authority [EFSA]) tavuk gogiis eti, balik eti ve
dana eti i¢in aljinati giivenli olarak bildirmistir.
Yenilebilir filmlere gliserol veya sorbitol gibi
plastiklestiriciler eklenerek esnekligi
artirllmaktadir. Kekik, tar¢in ve biberiye gibi ugucu
yaglar, antimikrobiyal ajanlar Escherichia coli,
Enterobacteriaceae ve Salmonella typhimurium
gibi mikroorganizmalarin gelisimini engellemek
ve et drinlerinin raf Omriinii uzatmak i¢in
eklenmektedir (Kumar vd., 2021).

Tavuk g6giis etine antimikrobiyal ajan olarak siyah
kimyon yag1 eklenmis aljinat bazli yenilebilir film
uygulanan  bir ¢alismada, {riin  40°C'de
depolandiginda Escherichia coli' nin geligsiminin
engellendigi ve ette renk degisiminin yaklasik 5
giin geciktigi gdzlenmistir (Takma ve Korel, 2019).
Antimikrobiyal ajan olarak kekik esansiyel yagi
iceren jelatin ve aljinat film, balik filetosuna
uygulandiginda mikrobiyal iiremenin 15 giin kadar
geciktirilebildigi gozlenmistir (Kazemi ve Rezaei,
2015). Raeisi (2016), tavuk etine uygulamak i¢in
antimikrobiyal O6zellikte nisin, tar¢in ve biberiye
esansiyel yagi igeren yenilebilir sodyum aljinat
kaplamalar iiretmistir. Kaplama materyaline bu
maddeler hem tek tek hem de kombinasyon
seklinde uygulanmistir. Antimikrobiyal ajanlar,
kombinasyon halinde kullanildiklarinda tavuk
etinin mikrobiyal kalitesini korumada daha giiclii
etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Hem tar¢in hem
de biberiye esansiyel yag1 iceren kaplamalarda en
giiclii etki gdzlenmistir. Tavuk gogsii filetosuna
uygulanan karanfil esansiyel yag1 iceren peynir alti
suyu proteini bazli yenilebilir kaplamanin, kaliteyi
artirdigit  ve Urliniin  raf Omriinli  uzattif
bildirilmistir (Fernandez-Pan vd., 2014).

Deniz iiriinleri, ¢abuk bozulan gidalar oldugu icin
raf Oomrli kisadir. Ayrica tasima ve depolama
strasinda kontaminasyon riski yiiksektir. Bu durum
gida kaynakli hastaliklar ile {irliniin kalite ve besin

degerinde degisiklige neden olmaktadir. Ayrica
deniz iriinlerinin tiiketici talebini olumsuz yonde
etkilemektedir (Dehghani vd., 2018). Jiang vd.
(2011), balik derisinden iiretilen jelatine potasyum
sorbat ve sodyum tripolifosfat ekleyerek
hazirladiklar filmlerle karidesleri kaplamiglar ve
neticesinde kontrol grubuna kiyasla filmlerin,
toplam bakteri ve psikrofil bakteri gelisimleri
bakimindan daha etkili oldugunu tespit etmistir.

Antimikrobiyal madde olarak targinla
zenginlestirilmis  jelatin  bazli  kaplamalarin,
mikrobiyal biiylimeyi geciktirdigi ve taze
gokkusagi alabaligt baliklarinin  raf Omriinii
uzattig1 gozlenmistir (Andevari Rezaei, 2011).

Yenilebilir film ve kaplamalar, et iriinlerine
genellikle piiskiirtme ve daldirma ydntemleriyle
uygulanmaktadir. Aljinat filmler seffaf oldugu igin
etin rengi ve kalitesi miisteri tarafindan kolaylikla
goriilebilir. Aragtirmalar, ambalajlama faktoriiniin
seffafliginin  tiikketicinin satin alma kararini
etkiledigini gostermistir (Gutt ve Amariei, 2020).

5.2. Siuit ve siit iiriinleri

Sit driinlerine uygulanan yenilebilir film ve
kaplamalar olgunlasma siirecini kontrol etmek,
kiitle transferini 6nlemek ve {irlinle ortam arasinda
bir bariyer olusturarak raf Omriinii uzatmak
amaciyla kullanilmaktadir (Cruz-Diaz vd., 2019;
Leandro vd., 2017). Peynir alt1 suyu proteininden
yapilan yenilebilir filmler digerlerine kiyasla daha
iyl gaz bariyeri 6zellikleri gostermektedir ve iyi bir
film olusturma egilimine sahiptir. Peynir alt1 suyu
proteinlerine genelde gliserol gibi plastiklestiriciler
ve pH ayarlayici maddeler eklenmektedir ve bu
filmlerin seffaf olmasi peynir kalitesinin tiiketici
tarafindan goriilmesini saglamaktadir (Costa vd.,
2018).

Peynire dogrudan uygulanan antimikrobiyal
ajanlar, peynir alt1 suyu protein matriksine eklenen
ajanlardan daha diisiikk aktivasyon egilimine
sahiptir. Her antimikrobiyal ajan, belirli bir
mikroorganizma tipini hedeflemektedir. Biberiye
esansiyel yagr Mukor’a kekik esansiyel yagi
Penicilliuma, lizozim Escherichia coli'ye ve laktik
asit maya ve kiiflere kars1 etkilidir. Antioksidan
maddelerin  eklenmesiyle de tat ve renk
degisimlerinin olusumu azaltilmaktadir (Cruz-Diaz
vd., 2019).

Ricotta peynirine kitosan ve peynir altt suyu
proteini karigimli yenilebilir film uygulandiginda
4°C’de depolamada mezofilik ve psikotropik
mikroorganizmalarin sayisimn 21 giin sonra bile
onemli Olciide az oldugu belirtilmistir (Di Pierro
vd., 2011). Iran Feta peynirine kekik yag1 igeren
zein filmler uygulanmis ve 14 giin siireyle 4°C’de
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depolanmigtir. Bu siire sonunda Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes ve Escherichia coli sayilarinda
onemli miktarda azalma gozlenmistir (Ghasemi
vd., 2015). Aktif bilesen olarak zencefil yagi iceren
muisir nigastasi bazli yenilebilir kaplama uygulanan
tereyaginda 2-5°C’de  depolandiginda  lipit
oksidasyonunu azaldig1 tespit edilmistir (Arshad
vd., 2020).

5.3. Meyve ve sebzeler

Minimum diizeyde islenmis veya kesilmis meyve
ve sebzelerin kalitesini korumak, gida endistrisi
icin énemli bir faktordiir. Nem kaybi, mikrobiyal
bliylime, solunum ve etilen {iretimi, meyve ve
sebzelerin kalitesini etkileyen onemli faktorlerdir
(Kumar vd., 2021; Olivas ve Barbosa-Canovas,
2009). Bu filmler nem ve gaza karsi bariyer gorevi
gorerek ve solunum hizini kontrol ederek
sebzelerin olgunlagma hizini geciktirmektedir (Cha
ve Chinnan, 2004).

Aloe vera jeli esas olarak polisakkaritlerden olusan
dogal bir biyopolimerdir. Yenilebilir film ve
kaplama olarak kullanildiginda meyve ve
sebzelerin  solunum hizin1 azaltarak, gidanin
agirligini korumaktadir. Ayrica raf dmriinii uzatan
iyl bir antioksidan ve antimikrobiyal Ozelliklere
sahiptir.  BOylece  meyvelerin  bozulmasini
geciktirerek raf omriinii uzatmaktadir (Nicolau-
Lapena vd., 2021). Aloe vera jelinin 28°C’de
depolanan taze kesilmis papayaya uygulandiginda
agirlik  kaybmi azaltip sertligini  korudugu
gozlenmistir (Mendy vd., 2019). Taze kesilmis
40°C’de depolanmis mango {izerine kaplanmig
karnauba mumu ve %1 gliserol igeren Aloe vera
jelinin sikilig1 korudugu ve agirlik kaybini azalttig:
tespit edilmistir (Pérez vd., 2016).

Kitosan bazli yenilebilir kaplamalarin, ¢ileklerin
goriinlimiini iyilestirdigi ve raf Omriinii uzattig
gozlenmistir (Abu Salha ve Gedanken, 2021).
Salataliklara uygulanan sellak ve karnauba mumu,
salataliktan nem kaybini azaltmistir (Li vd., 2018).
Domateslerin ~ tizerine  Aloe  vera  jeli
uygulandiginda 11°C'de 14 giinliik depolama
siiresinden sonra bile domateslerin sertliginin
kontrol simirinda  oldugu tespit edilmistir
(Chrysargyris vd., 2016).

6. Sonucg

Yenilebilir film ve kaplamalar; gidanimn raf
Oomriiniin uzatilmasi, mikrobiyolojik, duyusal ve
besinsel kalitelerinin  korunmasinda etkilidir.
Yenilebilir bir kaplamada degerlendirilmesi
gereken en Onemli G&zellikler; mikrobiyolojik
stabilitesi, 1slanabilirligi, ¢oziiniirligl, seffafligi,

mekanik ve duyusal ozellikleriyle su buhari ve gaz
gecirgenligidir. Cevre dostu, siirdiiriilebilir ve
kimyasal katkisiz gidalara yonelik artan tiiketici
talebi, yenilebilir film ve kaplamalarin
gelistirilmesine  yol  agmustur. Yenilebilir
ambalajlarda kullanilan tiim malzemeler ve katki
maddeleri gida smifi igerisinde yer almaktadir.
Ayrica bu kaplamalar i¢in gelistirilmis 6zelliklere
sahip yeni malzemeler aragtirilmaktadir.

Nem, gaz ve aroma bariyerlerine sahip olmasi,
gidalarin agirlik kayiplarini azaltmasi ve eklenen
antimikrobiyal ve antioksidan gibi maddelerle
gidanin raf Omriinii uzatmasi bu kaplamalarin
avantajlari arasindadir. Ayrica ambalaj sektdriinde
kullanimiyla geleneksel yontemlere gore cevre
kirliligi ve kanserojen etkinin azaltilacag:
disiiniilmektedir. Ancak mekanik ozellikleri ve
yiiksek isleme maliyeti gida endistrisinde
kullanimimt ~ kisitlamaktadir.  Ayrica yeni bir
teknoloji olmasi1 nedeniyle tiiketici tarafindan
yeterince taninmamasi da dezavantajlarindandir.
Yenilebilir ambalajlarin yaygin kullanilmasinda
kaliteyi artiracak ve iiretim maliyetini azaltacak
daha fazla arastirma yapilmasi  gerektigi
diistintilmektedir.
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Amag: Bu ¢alismada, siit fabrikalarinin atitk maddesi olan peynir altt suyunun (PAS) yas pasta kremasindaki
baz1 gida patojenlerine ve hizlandirilmig raf 6mriine etkisi incelenmistir.

Materyal ve yontem: Endiistriyel olarak iiretimi yapilan yas pasta kremasi formiilii esas alinarak (kontrol
ornek), %10 ve 25 PAS ilave edilerek ii¢ ayr1 krema yapilmistir. Deneysel 6rnekler muhafaza edilerek 1., 2.,
4., 5.,7.,9. ve 16. giinlerde Escherichia coli, Staphylococcus aureus, maya-kiif, Enterobacteriaceae, toplam
mezofilik aerobik bakteri (TMAB), toplam koliform, Bacillus cereus varlig1 yoniinden arastirilmistir. Ornekler
-18°C, +4°C ve +26°C’de muhafaza edilmistir. Yapilan 6n deneme ¢aligmalarinda kremali pastalarda en fazla
bozulmaya sebep olan mikroorganizma grubunun maya ve kiifler oldugu gozlenmistir. Bu nedenle
hizlandirilmis raf 6mrii testlerinde maya ve kiif sayimi esas alinarak deneysel 6rnekler -18, +4 ve +26°C’ye ek
olarak +15°C ve +30°C’de de muhafaza edilmistir.

Bulgular ve sonug¢: Yapilan ¢alismalar sonucunda PAS ilave edilen kremalarin mikrobiyel yiik miktarindaki
artisin kontrol krema 6rnegine gore daha az oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: peynir alt1 suyu; pasta kremasi; mikrobiyel yiik; hizlandirilmig raf 6mri
Abstract

Objective: This study was conducted to investigate the effect of whey (PAS), which is the waste material of
dairy factories, on some food pathogens and accelerated shelf life in cake cream.

Materials and methods: Three different creams were made by adding 10 and 25% whey, based on the formula
of pastry cream produced industrially (control sample). The presence of Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, yeast-mold, Enterobacteriaceae, total mesophilic aerobic bacteria, total coliform, Bacillus cereus was
investigated on days 1, 2, 5, 7,9 and 16 days of the storage of the experimental samples.The samples were
stored at -18, +4 and +26°C. In preliminary experiments, it was observed that yeast and molds were the group
of microorganisms that caused the most deterioration in cream cakes. For this reason, samples were stored at
+15°C and +30°C in addition to -18°C, +4°C and +26°C, based on yeast and mold counts in accelerated shelf
life tests.

Results and conclusion: As a result of the study, it was determined that the increase in the amount of microbial
load of whey added creams was less than the control cream sample.
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1. Giris

Krema; siitiin santrifiij edilmesi ile elde edilen,
koyu kivamli, belirli miktarda siit yagi igeren,
genellikle 1s1l islem uygulandiktan sonra tiikketime
sunulan bir iirlindiir. Krema 1si1l islem
uygulanmadan firincilik iiriinlerinde
kullanilmaktadir. Bazen kremalara ¢ig yumurta
ilavesi yapilmakta bu durum kremali firmcilik
iirlinlerini mikrobiyolojik agidan daha riskli hale
getirebilmektedir (Can ve Yalcin, 2011).

Ulkemizde kremali firincilik {iriinlerine talep
oldugunu goren girisimcilerin gida giivenligini
diistinmeden ve gerekli alt yapiyr olusturmadan
iretime  gecmeleri  sektoriin  en  biiyiik
sikintilarindan ~ birini  olusturmaktadir  (Kolat,
2008).

Kek ve su/patasu hamuru kisimlart 1s1l igleme tabi
tutuldugundan mikrobiyel yiikleri
indirgenmektedir (Unliitiirk ve Turantas, 2003).
Ancak kek veya su/patasu hamuruna ilave edilen
kremalar mikrobiyel acidan sorun
yaratabilmektedir (Oksiiztepe vd., 2010). Bu
mikroorganizmalardan ozellikle bakteriyel
kaynakli olan patojenler viicuda alindiginda gida
enfeksiyonlarina ve gida intoksikasyonlarina
neden olmaktadir (Turgay, 2017).

Endiistriyel olarak {iretilen kremali yas pastalarin
raf omrii ¢esitli yontemlerle belirlenir. Genel
olarak 6ng6rii metodu ve hizlandirilmis raf dmrii
metodu kullanilmaktadir (Kogak, 2006). Diisiik
sicakliklarda muhafaza edilen, raf 6mriiniin uzun
oldugu diisiiniilen gidalar i¢in hizlandirilmis metot
olduk¢a yararlidir. Sonuglarin  dogrulugunu
arttirmak i¢in en az 5-6 farkli depolama sicaklii
iizerinde ¢alisilirsa hatalar minimuma indirgenecek
olup hizli sonu¢ vermesi bakimindan oldukga
yaygin kullanilan bir yontemdir (Kogak, 2006).

Siitiin peynir mayasi etkisi ile pihtilagtirilmasi
sonucu oOlusan pihtinin peynir iretimi igin
alinmasindan sonra, geriye kalan yesilimsi sari
renkteki sivi  peynir altt  suyu olarak
adlandirilmaktadir. Peynir altt suyu, peynir
sanayinin onemli bir ¢evre kirletici atik tiriinii olup
6 kg siitten 1 kg peynir ve 5 kg peynir alt1 suyu elde
edilmektedir (Yerlikaya vd., 2010).

Tiirkiye’de peynir alt1 suyunun ¢ok az bir boliimii;
peynir alt1 suyu konsantresi, peynir alt1 suyu tozu,
yogurt, tereyagi ve lor peyniri gibi ¢esitli lirlinlerde
degerlendirilmektedir. ~ Bununla birlikte gerek
degerlendirilme maliyetinin yiiksekligi gerckse de
kullanilan miktarlarin  ¢ok az olmas1 gibi
nedenlerle, peynir alti suyunun dnemli bir ¢evre
kirletici atik olarak ve dogaya salinmasi

onlenememektedir (Tirkmenoglu, 2006; Bodnar
vd., 2007).

Glmis vd. (2005), Tekirdag’da faaliyet gdsteren
30 farkli pastaneden 120 adet meyveli ve ¢ikolatali
pasta Ornegini mikrobiyolojik olarak incelemistir.
Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Tebligine gore incelenen 60 adet ¢ikolatali pastanin
Toplam mezofilik aeorobik bakteri (TMAB) sayisi
bakimindan 59 adedi (%98,3) >10° kob/g, koliform
bakteri sayis1 bakimindan 50 adedi (%83,3) >10°
kob/g, S. aureus sayisi bakimindan 16 adedi
(%26,6) >10?kob/g ve maya-kiif sayis1 bakimindan
53 adedi (%88,3) >10° kob/g kabul edilemez olarak
tespit edilmistir. Incelenen 60 adet meyveli
pastanin TMAB sayis1 bakimmdan tamam >10°
kob/g, koliform bakteri sayis1 bakimindan 56 adedi
(%93,3) >10° kob/g, S. aureus sayisi bakimindan
19 adedi (%31,6) >10? kob/g ve maya-kiif sayisi
bakimindan 55 adedi (%91,6) >10° kob/g kabul
edilemez olarak tespit edilmistir. Orneklerin
hi¢cbirinde Salmonella’ya rastlanmamigtir.

Var vd. (2003), yapmis olduklar1 c¢alismada
Adana’da 19 farkli pastane ve 5 farkli marketten
150 adet kremali pasta Ornegi incelemistir.
Orneklerin 3 tanesinde Salmonella, %9,3’iinde S.
aureus, %35,3’iinde Rop sporu, %80,7’sinde E.
coli, %288,7’sinde ise diger koliform grubu
mikroorganizmalar tespit edilmistir. Orneklerde
TMAB sayist 20 ile >10" kob/g arasinda
bulunurken, maya Orneklerin %86,7’sinde, kiif
grubu %16,7’sinde, Enterobacteriaceae sayisi ise
orneklerin %92’sinde 10 ile >10° kob/g arasinda
bulundugu belirtilmistir.

Calismada incelenen  Orneklerin  mikrobiyel
stabilitesi ve hizlandirilmis raf Omriine etkileri
arastirilmak tizere Enterobacteriaceae, S. aureus,
E. coli, B. cereus, maya ve kiif, TMAB, Toplam
koliform sayimlari 16 giin boyunca yapilmistir.

Bu ¢alismada Arrhenius esitliginden yararlanilarak
farkli  depolama  sicakliklarindaki ~ krema
orneklerinin  sicakligin  reaksiyon hizi ve
hizlandirilmis mikrobiyolojik raf Omrii testleri
calistlmistir.  Ayrica yas pasta {retiminde
kullanilmak iizere hazirlanan kremanin yapiminda
stit yerine belirli oranlarda peynir alt1 suyu ilave
edilerek hem endiistriyel atik olan PAS
degerlendirilmis hem de yas pasta kremasinin
mikrobiyel stabilitesi ve mikrobiyolojik raf omrii
iizerine etkisi incelenmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal

Arastirma materyali igin hammaddeler (siit, seker,
nisasta, yumurta, vanilya, PAS), Kahramanmaras il

Peynir alti suyu katkil yas pasta kremasmin hizlandirilmis mikrobiyolojik raf 6mrii testleri
Fatos Kaplan;Ozlem Turgay
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merkezinde bulunan 6zel bir dondurma
fabrikasindan temin edilmistir.
2.2. Yontem

2.2.1.Yas pasta kremasinin hazirlanisi

Caligmada 2019 Ocak-Subat aylar1 arasinda 3 ¢esit
yas pasta kremasi hazirlanmig ve analize alinmistir.
Krema 6rnekleri (kontrol, %10 PAS ve %25 PAS),
raf omrii ve mikrobiyolojik kalitesi incelenmek
lizere 3 paralel ve toplamda 9 adet olarak oda
sicakliginda ve soguk hava deposunda ayri ayri
muhafaza edilmistir.

Endiistriyel ~olarak tiretilen yas pastalarin
formiilasyonlar1 (%67,5 siit, %8,78 misir nisastasi,
%16,9 seker ve %6,75 yumurta) esas alinarak
hazirlanan yas pasta kremasinin malzemeleri
tartilip 90°C’de 30 dk pisirilmistir. Pigirilen krema

karigtirllarak  10°C’de 30 dk sogutulmustur.
Uretimde kullanilmak ~ iizere +4°C’de
depolanmugtir.

Yapilan calismada kontrol krema haricinde toplam
siit miktarinin %10 ve %25’ine PAS ilave edilerck
ayrica iki krema daha yapilmis ve %10 PAS ilave
edilmis kremanin icerigi, %60,8 siit, %8,78 musir
nisastasi, %16,9 seker, %6,75 yumurta ve %6,75
PAS seklinde olup, %25 peynir alt1 suyu ilave
edilmis kremanin igerigi, %50,67 siit, %8,78 misir
nisastasi, %16,9 seker, %6,75 yumurta, %16,89
PAS tir.

2.2.2.Orneklerin analize hazirlanmasi

Analizlerde krema Ornekleri homojenize edilerek
(Anonim, 2008), maya ve kiif sayim i¢in PDA
(Patote Dextrose Agar, Merck) (Anonim, 2012), E.
coli saymmi i¢in TBX (Tryptone Bile X-
glucuronide, Merck) Agar (Anonim, 2001), S.
aureus saymmi i¢in BPA (Baird Parker Agar,
Merck)  (Hecer, 2010), Enterobactericea
sayiminda VRBD (Violet Red Bile Dextroz,
Merck) Agar (Anonim, 2018), toplam mezofilik

aerobik bakteri sayimi i¢in PCA (Plate Count Agar,
Merck) kullanilmigtir (Anonim, 2013).

2.2.3. Hizlandirilmis raf émrii testi

Krema oOrnekleri -18°C’de muhafaza edilmistir.
Hizlandirilmis raf omrii testlerinde +4°C, +15°C,
+26°C ve +30°C’de maya-kiif sayimi yapilmistir.
On denemelerde krema &rneklerinde bozulmanin
en ¢ok gozlemlendigi mikroorganizma maya-kiif
olarak tespit edildiginden hizlandirilmis testlerde
maya-kif tercih edilmistir (Sekil 1). Teste tabi
tutulan kremalarin analiz siklig1 belirlenerek
(Manav, 2011) maya-kiif sayimlar1 yapilmustir.
Depolama stirecince maya-kiif miktar
degisimlerinin  grafigine  gbre  Arrhenius
esitliginden yararlanilarak kremalarin raf Omrii
tayini yapilmistir. Genellikle hizlandirilmig raf
omrii ¢aligmalarinda oda sicakligi secilmektedir
(Acartiirk, 2007). Bu calismada da ayni yontem
uygulanmstir.

Hizlandirilmig raf 6mriinde Arrhenius esitligindeki
aktivasyon enerjisi hesaplanarak reaksiyonun
sicaklik derecesine bagimliligi belirlenmistir.

Bu c¢alismada incelenen kriterlere iliskin k
degerlerinin dogal logaritmalar1 (Ink) aritmetik
skalali bir grafigin y eksenine ve bu degerlere
karsilik gelen sicaklik degerlerinin resiprokali
(1/T) x eksenine islenerek lineer bir egri elde
edilmistir. Arrhenius grafigi denilen bu egriye
regresyon analizi uygulanmig ve elde edilen
denklemdeki egim degeri ile gaz sabiti garpilarak
aktivasyon enerjisi hesaplanmistir.

3. Bulgular ve tartisma

Kontrol krema 6rnegi ile %10 ve %25 PAS ilave
edilen krema Ornekleri -18°C’de muhafaza
edildiginde toplam maya-kiif sayimi sonuglart
depolamanin 16. glinii kontrol krema 6rneginde 10
kob/g olarak tespit edilmis olup, %10 ve %25 PAS
ilave edilen kremalarda mikrobiyolojik iireme
tespit edilmemistir (Sekil 1).

m ].giin
3700

4000 - m 2 giin.
H 2100 4.giin

2000 1o 1000 1000 s o
100 5 50 150 o 80 300 4 110 0 100 0 0 0 -gun.

0 - 7. glin
kontrol | %10 | %25 |kontrol| %10 | %25 |kontrol| %10 | %25 29 oiin

PAS PAS PAS PAS PAS PAS &

16.gii

+4C | +26C | -18C | gun

Sekil 1. Krema 6rneklerinin +4°C, +26°C ve -18°C’de muhafazasinda maya-kiif sayimlari
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Maya-kif sayilar1  +4°C’de kontrol krema
orneginde depolamanin 2. giiniinde 1x10? kob/g,
16. giiniinde 7,5x10° kob/g olarak tespit edilmistir.
Depolamanin 2. giinii %10 PAS ilave edilen krema
orneginin maya-kiif sayis1 50 kob/g, 16. giiniinde
ise 1,5%10% kob/g olarak tespit edilmistir, %25 PAS
ilave edilen kremalarda depolamanin 16. giiniinde
bu deger 80 kob/g olarak bulunmustur (Sekil 1).
Krema ornekleri +26°C’de muhafaza edildiginde
maya-kif miktar1 depolamanin 16. giinii kontrol
krema 6rneginde 3,7x10* kob/g, %10 PAS ilave
edilen kremada 2,1x10* ve %25 PAS ilave edilen

krema Orneginde 1x10°

edilmistir (Sekil 1).

kob/g olarak tespit

Evren (2006), yaptig1 g¢aligmada kakaolu kremali
pastalarda maya-kif sayismi 1,3x10°-3,9x10’
kob/g arasinda bulmustur. Yapilan bu ¢aligmada 16
giinlilk muhafaza siiresi sonunda maya-kiif miktar1
daha once yapilmis olan galismalara gore daha
diisiik oldugu ve PAS ilave edilen kremalarda ilave
edilen PAS oraninin artmasiyla maya-kiif oraninin
azaldigi, mikrobiyel stabiliteyi sagladigi tespit
edilmistir (Sekil 1).

B |.giin
1 - m 2. giin.
u 4 giin
0,5
5.glin.
(0000000 0000000 0000000 0000000 (0000000 0000000 0000000 (0000000 (0000000 ;
0 e | gun
kontrol | %10 %25 | kontrol | %10 %25 | kontrol | %10 %25 )
PAS | PAS PAS | PAS PAS | PAS = 9.giin
+4 C ‘ +26 C ‘ -18C ‘ 16.giin
Sekil 2. Krema 6rneklerinin +4°C, +26°C ve -18°C’de muhafazasinda E. coli sayimlari
Bu ¢aligmada -18°C, +4°C ve +26°C sicakliklarda Oornegi incelenmistir. Analize alinan pasta

3 farkli krema 6rnegi muhafaza edilmis ve krema
orneklerinde E. coli iremesine PAS’mn ve
sicakligin etki etmedigi tespit edilmistir (Sekil 2).

E. coli O157:H7’nin varligini belirlemek amaciyla
Elazig’da tiikketime sunulan 200 adet kremali pasta

numunelerinin higbirinde E. coli O157:H7 tespit
edilememistir (Oksiiztepe vd., 2010). Farkh
muhafaza kosullarinda farkli krema 6rnekleri daha
onceki c¢aligmalarla benzerlik gostermis olup E.
coli varhigi tespit edilmemistir (Sekil 2).

600 -

H | .giin
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400
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5.gun.
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Sekil 3. Krema 6rneklerinin +4°C, +26°C ve -18°C’de muhafazasinda Enterobactericea sayimlar
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Kontrol krema 6rnegi, %10 ve %25 PAS ilave
edilmis krema Orneklerinde -18°C ve +4°C’de 16
giinlik muhafaza siiresinde Enterobacteriaceae
(Cizelge 3) ve S. aureus (Sekil 4) varligi tespit
edilememistir. Enterobacteriaceae varligi
sicakligin yiikselmesiyle giinlere bagli olarak artis
gostermis ve PAS kullanilan 6rneklerde liremenin
daha az oldugu, kullanilan PAS miktar
arttirildik¢a Enterobacteiaceae miktarinin azaldig
tespit edilmistir. Enterobacteriaceae miktar1
+26°C muhafaza sicakliginda, depolamanm 16.
giinii kontrol krema &rneginde 4,5x10° kob/g, %10
PAS ilave edilen kremada 1x102 kob/g, %25 PAS
ilave edilen kremada 80 kob/g olarak tespit
edilmistir (Sekil 3).

Var vd., (2003) yapmis olduklar1 g¢alismada
Adana’da 150 adet kremali pasta Ornegi
incelemiglerdir.  Enterobacteriaceae  sayisini

orneklerin %92’sinde 10 ile >10° kob/g arasinda

tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada sicakligin
artmasiyla Enterobacteriaceae iiremesinin arttigi,
diisiik  sicakliklarda muhafaza  edildiginde
mikrobiyel ireme goriilmedigi (Sekil 3) tespit
edilmistir. Yapilan calisma daha once yapilan
calismalarla uyum gostermis olup yas pasta
kremasmin ve kremalarm kullanmildigi yas
pastalarin diisiik sicakliklarda muhafaza edilmesi
gerektigini, bu sayede raf omriiniin arttirilacagi
tespit edilmistir.

S. aureus miktar1 +26°C sicaklikta kontrol krema
orneginde, depolamanin 16. giinii 1x10% kob/g,
%10 PAS ilave edilen kremada 5,7x10° kob/g,
%25 PAS ilave edilen kremada 3,5x10° kob/g
olarak tespit edilmistir (Sekil 4). Yapilan ¢aligmada
kremalarin sicaklifin artmasina bagli olarak S.
aureus tremelerinin arttigi fakat PAS kullanilan
krema oOrneklerinde mikrobiyel yiikiin azaldig:
tespit edilmistir (Sekil 4).

1000

1000 -

m |.giin
m 2 giin.
4.giin

500

kontrol

+26 C

5.gln.
m 7. giin
= 9.glin

%25 | kontrol 16,
.gun

-18C

Sekil 4. Krema 6rneklerinin +4°C, +26°C ve -18°C’de muhafazasinda S. aureus sayimlari

Altunay (2013), yaptigi calismada S. aureus
sayisini en diisiik 0,48 log kob /g olarak bulurken,
en yiiksek 1,75 log kob/g olarak tespit etmistir.

Orneklerin TMAB saymm sonucunda; -18°C’de
kontrol krema oOrneginin depolanmasimnin 16.
giiniinde koloni sayisimin 50 kob/g, oldugu tespit
edilmistir. PAS ilave edilen %10 ve 25’lik krema
orneklerinde -18°C’de 16 giinliik muhafazada
mikrobiyolojik tireme tespit edilmemistir (Sekil 5).
TMAB degeri +4°C’de muhafaza edilen 6rnekler
icin kontrol krema 6rneginde depolamanin 2. giinii
60 kob/g olarak tespit edilmis muhafaza siirecinin
16. giinii ise 3,2x10° kob/g olarak bulunmustur.
Depolamanin 2. giiniinde %10 PAS ilave edilen
kremalarin TMAB degeri 30 kob/g, 16. giinii ise bu

deger 1,5x10° kob/g olarak tespit edilmistir.
Kontrol krema 6rnegine gore %10 PAS ilave edilen
krema Orneginin +4°C muhafazasinda
depolamanin 16. giiniinde TMAB sayilarinda yari
yariya bir diisiis tespit edilmistir. Depolamanin 16.
giiniinde %25 PAS ilave edilen krema 6rnegindeki
mikrobiyolojik yiik miktar1 90 kob/g olarak tespit
edilmistir (Sekil 5).

Kontrol krema ornegi +26°C’de muhafaza
edildiginde, depolamanin 16. giiniinde TMAB
degeri 2x10° kob/g, %10 PAS ilave edilen krema
orneginde bu deger 6x10? kob/g, %25 PAS ilave
edilen krema orneginde ise 4,5x10% kob/g olarak
tespit edilmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Krema 6rneklerinin +4°C, +26°C ve -18°C’de muhafazasinda toplam mezofilik aerobik bakteri sayimlari

Var vd. (2003), yaptiklar1 c¢alismada TMAB
sayistmmi 20 ile >10" kob/g arasinda tespit
etmiglerdir. Calismamizda 3 farkli krema Ornegi

+26°C muhafaza sartlarinda 20 ila >107 kob/g
(Sekil 5) arasinda olup daha oOnceki yapilan
caligmalar ile uyum gostermektedir.

Cizelge 1. Krema 6rneklerinin +4°C, +26°C ve -18°C’de muhafazasinda toplam koliform sayimlari

+4°C +26°C -18°C

kontrol %10 %625 kontrol %10 %25 kontrol %10 %625
PAS PAS PAS PAS PAS PAS

1.Gin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.Gln =2,84 <10 <10 <10 >4,69 >4,69 <10 <10 =45
5.Glin <10 <10 =2,85 >5,43 >5,72 >5,72 <10 <10 =50
7.Glin >3,32 >3,32 =3,32 >6,53 >7,85 >7,85 =20 <10 =50
14.Glin >5,69 >5,69 >5,69 >8,98 >8,98 >8,92 <50 =45 <100

Yas pasta kremalarinda PAS kullaniminin toplam
koliform ve B. cereus lizerine etki etmedigi tespit
edilmistir. Sicakligin artmasina baglh olarak

muhafaza siiresiyle orantili olarak toplam koliform
(Cizelge 1) ve B. cereus (Cizelge 2) miktarinin
arttig1 gdzlemlenmistir.

Cizelge 2. Krema 6rneklerinin +4, +26 ve -18°C’de muhafazasinda B. cereus sayimlari

+4°C +26°C -18°C
kontrol %10 %625 kontrol %10 %25 kontrol %10 %25
PAS PAS PAS PAS PAS PAS
1.Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.Giin <50 <50 =52 =2,84 <10 <10 <50 <50 <50
5.Giin <50 <50 =52 >5,39 >49 >4,39 <50 <50 <50
7.Giin <50 <50 =52 >7,74 =7,7 >7,75 <50 <50 <50
14.Giin <50 <50 =52 >8,98 >7,88 >7,80 <50 <50 <50

Yapilan ¢alismada 3 farkli krema 6rneginin 4 farkli
sicaklik i¢cin maya-kiif degisim grafigi ¢izilerek hiz
sabitleri (Cizelge 3) bulunmustur. Ln k’ya /T
grafikleri gizilerek lineer veri elde edilmistir. PAS
%25 olarak ilave edilen krema 6rnegine regresyon
analizi uygulanmis ve elde edilen denklem (Sekil

6) sonucunda aktivasyon enerjisi (Ea) 10.594,88
kal/mol olarak bulunmustur. Aktivasyon enerjisi
hesaplanmig  krema  Orneginin  26°C’deki
hizlandirilmig raf 6mrii Arrhenius esitliginden
yararlanilarak hesaplanmis ve 1 giin olarak
bulunmustur.
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0,00325 0,0033 0,00335 0,0034
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0,00345 0,0035 0,00355 0,0036 0,00365

y =-5332,1x + 15,753
*

1/T

Sekil 6: %25 PAS ilave edilmis kremanin In k’ya kars1 1/T grafigi

Yapilan literatiir arastirmast sonunda
hizlandirilmig raf 6mrii test sicakligi genellikle oda
sicakligr olarak secilmistir (Acartiirk, 2007).

Calismamizda hizlandirilmis raf Omrii testleri
+26°C’de yapilmistir.

Cizelge 3. Kontrol, %10 ve %25 PAS ilave edilmis krema drneklerinde maya-kiif miktarlarimin farklt

sicakliklardaki hiz sabitleri

Krema or. T (°C) T (°K) uT k Ink

Kontrol 277,15 0,003608 0,1316 -2,02799
%10 PAS 4 277,15 0,003661 0,677 -2,69267
%25 PAS 277,15 0,003661 0,0174 -4,05129
Kontrol 288,15 0,00347 0,0688 -2,67655
%10 PAS 15 288,15 0,00347 0,1175 -2,14132
%25 PAS 288,15 0,00347 0,172 -1,76026
Kontrol 299,15 0,003343 0,0948 -2,35599
%10 PAS 26 299,15 0,003343 0,14 -1,96611
%25 PAS 299,15 0,003343 0,1407 -1,96113
Kontrol 303,15 0,03299 0,0446 -3,11002
%10 PAS 30 303,15 0,03299 0,0683 -2,68385
%25 PAS 303,15 0,03299 0,0683 -2,68385

4. Sonuc Calismanin sonucunda, hizlandirilmis raf Omrii

Endiistriyel gida firmalar, gidalarin raf omriini
genellikle tahmin yontemleriyle belirlemektedirler.
Gidalarda diisiik sicakliklarda raf Omrii siiresi
uzatildigr ig¢in bilimsel olarak raf Omri
bilinmemekte ve  dogru  sonuglar  elde
edilememektedir. Hizlandirilmis raf omrii tayin
yontemleriyle yiiksek sicakliklarda hesaplanmasi
yapilan gidalarin diisiik sicakliklarda ortalama raf
omrii hesaplanarak bilimsel sonuglar elde edilmis
olacaktir.

tayin yontemiyle diisiik sicakliklarda uzun siire
muhafaza edilen triinlerin raf dmriiniin daha kisa
sirede belirlenebilecegi gozlenmistir. Ayrica
endiistriyel bir atik olan PAS’nun yas pasta
kremasina ilave edilmesiyle mikrobiyel stabilitenin
saglandigi tespit edilmistir.
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Abstract

Objective: Approximately 26.4% of the world population is experiencing food insecurity moderately or
severely. By 2050, it is predicted that the world population will reach 9 billion and around 870 million people
will experience problems related to food insecurity or insufficiency. As an alternative to nutritional problems
that may arise, Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) recommends entomophagy, a
diet that includes insect consumption. 95% of the insects on earth have a higher caloric value than wheat, 87%
of corn, 70% of fish, 63% of cow meat, and 50% of soybeans. Compared to protein values, insect proteins are
claimed to be higher than meat and vegetable proteins and contain less fat. In addition, flour obtained from
insects might be used to increase their nutritional content. This study aims to evaluate the perspectives and
preferences of individuals towards entomophagy, considering the future of sustainable food consumption.

Materials and methods: Multiple data collection methods were used in this study. The sample size was
determined as 384 at the 95% confidence interval. Variables for the identification of participants' demographic
data were determined through descriptive analysis methods.

Results and conclusion: A total of 457 people participated in the research. The obtained results suggested that
the disgust (t=2.081, p<0.05; (F(3.453)=1.950, p>0.05); (F(3.453)=2.365, p>0.05) and interest (t=1.398,
p>0.05; (F(3.453)=0.186, p>0.05); (F(3.453)=0.250, p>0.05) dimensions of entomophagy showed significant
differences by gender, but did not show significant differences by age and educational background of the
participants. Similarly, the difference between the dimension of feeding animal (t=0.989, p>0.05) and age
(F(3.453)=1.645, p>0.05) was not statistically significant. However, the dimension of feeding animals
significantly differed by the participants’ educational background (F(3.453)=3.758, p<0.05).
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Oz

Amag: Diinya niifusunun yaklasik %26,4’ii orta ya da siddetli seviyede gida giivensizligi yagamaktadir. 2050
yilina kadar diinya niifusunun 9 milyara ulasacagi ve yaklasik olarak 870 milyon insanin gida giivensizligi ya
da yetersizligi ile ilgili sorunlar yasayabilecegi ongoriilmektedir. Ortaya ¢ikabilecek beslenme sorunlarma
alternatif olarak ise Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan béceklerin tiiketildigi bir beslenme
bicimi olan entomofaji Onerilmektedir. Diinya lizerinde yer alan bdceklerin %95°i bugdaydan, %87’si
misirdan, %701 baliktan, %631 biiylikbag hayvan etinden ve %50’si ise soya fasulyesinden daha yiiksek
kalori degerine sahiptir. Protein degerleri karsilastirildiginda bocek proteinlerinin et ve bitki proteinlerine gore
daha yliksek oldugu ve daha az yag icerdigi ifade edilmektedir. Bu galigmada, siirdiiriilebilir gida tiiketiminin

gelecegi dikkate alinarak bireylerin entomofajiye olan bakis acgilarmin ve tercihlerinin degerlendirilmesi
amagclanmuistir.

Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitlisit Midiirliigii tarafindan yaymlanmistir.
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Materyal ve yontem: Coklu veri toplama yonteminin kullanildigi bu arastirmada, 6rneklem sayist %95 giiven
araliginda 384 olarak belirlenmistir. Katilimeilarin kisisel bilgilerinin tanimlanmasi i¢in degiskenler betimsel

analiz yontemleriyle tanimlanmistir,

Bulgular ve sonuc¢: Arastirmaya toplamda 457 kisi katilmistir. Elde edilen sonuglara gore, entomofajinin
tiksinti (p<0,05; (F(3,453)=1,950, p>0,05); (F(3,453)=2,365, p>0,05) ve ilgi boyutunun (t=1,398, p>0,05;
(F(3,453)=0,186, p>0,05); (F(3,453)=0,250, p>0,05) katilimcilarin cinsiyetlerine gore anlamli bir farklilik
gosterdigi fakat, yaslarina ve egitim durumlarina gore anlamli bir farklilik gostermemistir. Benzer sekilde
hayvanlarin beslenmesi boyutunun ise cinsiyete (t=0,989, p>0,05) ve katilimcilarin yaglarina (F(3,453)=1,645,
p>0,05) gore anlamli bir farklihk gdstermemistir. Ote yandan hayvanlarin beslenmesi boyutunun ise
katilimcilarin egitim durumlarina gore anlamli bir farklilik gosterdigi ortaya ¢ikmistir (F(3,453)=3,758,

p<0,05).

Anahtar kelimeler: entomofaji; bocek tiiketimi; yenilebilir bécekler; siirdiiriilebilir gida

1. Introduction

As one of the main human needs, nutrition is
expressed as the use of nutrients to maintain health
and sustain life. Considering the physiological state
of individuals, it is important to obtain the
necessary energy by providing adequate and
balanced nutrition in order for the body to continue
its life and functioning (Baysal, 2012).

Entomophagy originated from the Greek word
“entomo” meaning insect and “phagein” meaning
food (Ramos-Elorduy, 1998). In 2050, it is forecast
that the world's population will reach up to 9 billion
people, and about 870 million people will
experience food insecurity or inadequacy (Ramos-
Elorduy, 1998; Sogari, 2015). The FAO
recommends a diet defined as "entomophagy",
"insect  consumption” or "edible insect
consumption” as an alternative food source to meet
the nutritional needs of the growing population.
(Ramos-Elorduy, 1998; Gahukar, 2011; Belluco et
al., 2013).

A rapid increase in human population is also
rapidly increasing the demand for food, and limited
energy (fossil fuels) and resources are used to meet
this demand. Insects that release less greenhouse
gases into the atmosphere than many animals and
can feed on organic waste might also be used as a
feed component to reduce the negative effects on
natural areas, forests and water quality that occur
in livestock production (Ramos-Elorduy, 1998;
Saruhan and Tuncer, 2010; Oonincx et al., 2010;
Gahukar, 2011; Rumpold and Schliiter, 2013;
Lensvelt and Steenbekkers, 2014; Sogari, 2015;
Van Huis, 2010; Giines, Sormaz and Nizamlioglu,
2017; La Barbera et al., 2020).

The level of commercialization is increasing over
time as entomophagy can be a solution for food
safety and sustainability. Production methods and
various quality criteria have been commercialized
by national and international companies. In fact, it

is estimated that the global market of edible insects
will exceed 522 million US dollars by 2023 (Pino
Moreno and Reyes-Prado, 2020). 2037 different
insect species are already eaten in various countries
of the world and form an integral part of the diet of
more than 2 billion people worldwide (Bessa et al.,
2020). Due to the high acceptance of insect
consumption, especially in Mexico, there are
several companies that manufacture and
commercialize various foodstuffs prepared from
insects as feed for both humans and livestock (Pino
Moreno and Reyes-Prado, 2020). The Netherlands
made a start in this field by introducing its first
insect-based products (mealworm burgers) to
commercial stores in 2014. Countries such as
Belgium in 2015 and Switzerland, which legalized
the sale of insects for human food on the
commercial market in 2017, followed the
Netherlands (Bessa et al., 2020).

There are about 2000 insect species that can be
used in human diet today (Yhoung-Aree,
Puwastien and Attig, 1997; Ramos-Elorduy, 1998;
Raubenheimer and Rothman, 2013; Mankan, 2017;
Giines, Sormaz and Nizamlioglu, 2017; Kaymaz
and Ulema, 2020). In addition to their ecological
advantages, edible insects are also rich in
nutritional  values, especially carbohydrates,
proteins, fats, vitamins and minerals (DeFoliart,
1992; Bukkens 1997; Ramos-Elorduy, 1998;
Gahukar, 2011; Belluco et al., 2013; Rumpold and
Schliiter 2013; Makkar et al., 2014; Sogari, 2015;
Mitsuhashi, 2016; Ozkan, 2019; Tuccillo, Marino
and Torri, 2020). Furthermore, insect proteins
require less resource use than animal proteins. It is
therefore assumed that insects can be beneficial to
the ecosystem and be a nutritious food for human
(Katayama et al., 2008). 95% of the insects on earth
have a higher caloric value than wheat, 87% of
corn, 70% of fish, 63% of cow meat, and 50% of
soybeans (Ramos, 1997; Ozkan, 2019). It is stated
that insect proteins, in comparison to meat and
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vegetable proteins, have higher nutritional value
and contain less fat (Ramos-Elorduy, 1998;
Anankware et al., 2015; Muslu, 2020).
Additionally, insects are viewed as healthy and
nutritious alternatives to foods such as chicken, fish
and red meat (Ramos-Elorduy, 1998).
Furthermore, entomophagy is common in ethnic
groups in South America, Mexico, Africa, and
Asia, where insect flour is consumed in various
forms (raw/processed) to enrich its nutritional
content (Gahukar, 2011; La Barbera et al., 2020).

The examination of consumption perception
towards edible insects indicates variations among
communities (Besirli, 2010; Ozkan, 2019). The
global food industry has contributed greatly to the
expansion of the edible insect market. Between
2012 and 2015, about 20 food companies
producing edible insect foods were established in
America. 3,750,000 protein energy bars
corresponding to about 60 tons of 150 million
crickets were sold in 2014 (Hoffman, 2014, Ryu et
al., 2017). The barriers to insect consumption are
considered to be cultural and religious (Gahukar,
2011; Costa-Neto, 2014; Ozkan, 2019) or
neophobic (relating to the fear of consuming new
foods) (Looy, Dunkel and Wood, 2014; La Barbera
et al., 2020).

This study aims to evaluate individuals'
perspectives and preferences towards
entomophagy to maintain sustainable food
consumption. The Entomophagy  Attitude
Questionnaire (EAQ) comprising of 23 questions
which was developed by La Barbera et al. (2020),
was applied to 457 individuals.

2. Material and methods

Within the scope of this study, an empirical
research model was created using a survey model
from quantitative research methods to evaluate
individuals' perspectives and preferences for
entomophagy. The measure evaluates individuals'
disgust (Factor 1) or repulsion to entomophagy as
negative and their interest (Factor 2) in new foods
as positive. The third factor is the attitude towards
the use of insects in feeding animals raised for
human consumption. This study utilized multiple
data collection methods. Multiple data collection
models are models serving to reveal all the
characteristics of the subject being investigated.
Such models allow both in-depth descriptions and
numerical data to be collected from relevant people
(Chmiliar, 2010). The survey took place in Ankara
and Istanbul and age between 18-75 induviduals’.
Convenience sampling method was used to select
participants. The Ethics Committee approval
required to collect the data to be used in this

research was obtained from Selcuk University,
Board of Social and Humanities, Scientific
Research and Publication Ethics with decision
number 25338 dated 12/02/2021.

2.1. Data collection

In addition to three demographic questions, a
questionnaire including 23 items developed by La
Barbera et al. (2020) was used as the data collection
instrument. A total of 26 questions were asked to
be responded to volunteer participants in the study.

Due to Covid-19, data was collected using the
electronic form created in Google Documents.
Sample size determination table was used to
determine the sample size of the study from a given
population. For the population size of ten thousand
and above, the sample size was determined to be
384 at a 95% confidence interval (Bal, 2001; Ural
and Kilig, 2006). The measure was applied to a
total of 457 people. The items in the questionnaire
were evaluated with a 5-point Likert scale,
whereby 1: strongly disagree, 2: disagree, 3:
undecided, 4: agree and 5: strongly agree. Data was
collected between February and March 2021.

2.2. Data analysis

The data was analyzed through SPSS 20.0
statistical package program. Using frequency
analysis method, variables for the identification of
participants’ demographic information were
determined by descriptive analysis methods. At
this stage, the minimum-maximum mean and
standard deviation (SD) values were also
calculated.

The reliability of the variables in the measure was
tested via the Cronbach's alpha coefficient, and the
skewness and kurtosis values were analyzed for
normality analysis. The evaluation criteria of the
reliability coefficient are considered to be reliable
in the range of 0.00<0<0.40, low reliable in the
range of 0.40<a<0.60, very reliable in the range
0.60<0<0.80, and highly reliable in the range of
0.80<a<1.00 (Ozdamar, 1999). The skewness and
kurtosis values between +1.5 and -1.5 indicate the
acceptance of normality assumption (Tabachnick
and Fidell, 2013).

A one-way analysis of variance (ANOVA) as well
as an independent samples t-test were performed to
analyze the relationships between demographic
data and research variables. Bonferroni Post-hoc
test was conducted for between-group differences
in case of a meaningful result in ANOVA.
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3. Results

The gender, age and educational background of the
participants are shown in Table 1. As can be seen,

the measure applied within the scope of the study
was responded to a total of 457 participants,
including 151 females and 306 males.

Table 1. Results of descriptive analysis concerning demographic data

Frequency Percentage
Female 306 67.0
Gender Male 151 33.0
20 and below 132 28.9
21-30 198 43.3
Age 31-40 63 13.8
41-50 45 9.8
51 and above 19 4.2
Primary 2 0.4
Secondary 2 0.4
High School 27 5.9
Educational Background Associate 125 27.4
Undergraduate 237 51.9
Master 58 12.7
PhD 6 1.3
Total 457 100

In the study, 67% of the participants (n=306) were
females, 33% (n=151) were males. 28.9% of the
participants (n=132) were aged 20 or below, 43.3
% (n=198) were between 21-30, 13.8% (n=63)
were between 31-40, 9.8% (n=45) were between
41-50, and 4.2 % (n=19) were aged 51 and above.
In addition, 51.9% of the participants (n=237) held
an undergraduate, 27.4% (n=125) had an associate

degree, and 12.7% (n=58) were graduates of a
master’s degree.

The examination of the mean scores obtained by
the participants with regard to the dimensions of
entomophagy (disgust, interest, and feeding
animals) high rated in Table 2.

Table 2. Results of descriptive analysis concerning entomophagy dimensions

n Max. M SD
Disgust 457 1.00 5.00 3.69 1.31
Interest 457 1.00 5.00 2.70 1.44
Feeding Animals 457 1.00 5.00 3.09 1.14

n: Number of samples, M: Mean, SD: Standard deviation

It can be observed that the dimension with the
highest participant score was the dimension of
disgust, with a mean score of 3.69+1.31. In
addition, the participant score was 2.70£1.44 for
the dimension of interest and 3.09+1.14 for the
dimension of feeding animal.

The levels of reliability and normality of the
variables to be used in the study are provided in
Table 3.

Table 3. Results of reliability and normality analyses concerning research variables

Skewness Kurtosis o
Disgust -0.703 -0.796 0.950
Interest 0.328 -1.270 0.905
Feeding Animals -0.025 -0.674 0.651

As shown in Table 3, the reliability coefficient was
0.950 for the disgust variable; 0.905 for the interest

variable; and 0.651 for the feeding animal variable.
These values suggested high reliability for the
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variables disgust, interest and feeding animals.It is
seen that the skewness and kurtosis values in Table
3 were between +1.5 and -1.5 (Tabachnick and
Fidell, 2013), indicating normal distribution thus
the use of parametric analysis methods.

In this part of the study, the differentiation of the
dimensions of disgust, interest and feeding animals
of entomophagy according to demographic data
such as gender, age and educational background
was examined.

Some groups were combined and used in the
analyses to increase the homogeneity of group

variances and eliminate the possible negative effect
of groups with low number of participants on the
analysis results. In the age variable, a new group of
"41 and over" was formed by combining the groups
"41-50" and "51 and over". In the educational
background  variable,  primary  education,
secondary education, and high school groups were
combined under a new group called "High school
and before". Also, Master and PhD groups were
combined under “Postgraduate” group for the same
variable.

Table 4. Independent samples t-test and one-way ANOVA results concerning the relationship between

demographic data and entomophagy's disgust dimension

Disgust n M SD F&t p
Female 151 350 1.43
Gender Male 306 379 195 2.081 0.038
20 and below 132 375 115
21-30 198 359 1.35
Age 31-40 63 402 123 L9990 012l
41 and above 64 359 153
High school and before 31 3.14 145
. Associate 125 3.78 137
Educational Background Undergraduate 937 375 199 2.365 0.070
Postgraduate 64 3.58 1.42

n: Number of samples, M: Mean, SD: Standard deviation, F: one-way ANOVA coefficient, t : independent samples t-test

coefficient, p: statistical significance

Independent samples t-test (Table 4) showed that
the disgust dimension of entomophagy differed
significantly according to the gender of the
participants t=2.081, p<0.05. Similarly, one-way
ANOVA  results indicated no  statistical

significance between the disgust dimension of
entomophagy and age (F(3.453) =1.950, p>0.05)
and educational background (F(3.453)=2.365,
p>0.05) of the participants.

Table 5. Independent samples t-test and one-way ANOVA results concerning the relationship between

demographic data and entomophagy's interest dimension

Interest n M SD F&t p
Female 151 284 150
Gender Male 306 264 141 1.398 0.163
20 and below 132 265 142
21-30 198 273 143
Age 31-40 63 264 143 0186 0906
41 and above 64 279 156
High school and before 31 268 1.35
. Associate 125 266 147
Educational Background Undergraduate 937 269 143 0.250 0.861
Postgraduate 64 284 151

n: Number of samples, M: Mean, SD: Standard deviation, F: one-way ANOVA coefficient, t : independent samples t-test

coefficient, p: statistical significance

As illustrated in Table 5, independent samples t-
test results revealed no significant difference
between entomophagy and gender t=1.398, p>0.05.
Similarly, one-way ANOVA results showed that

the interest dimension of entomophagy did not
differ  significantly = according to  age
(F(3.453)=0.186, p>0.05) and educational
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background (F(3.453)=0.250, p>0.05) of the
participants.

Table 6. Independent Samples t-test and one-way ANOVA results concerning the relationship
between demographic data and entomophagy's feeding animals dimension

Feeding Animals n M SD F&t p
Female 151 3.17 1.23
Gender Male 306 306 110 0.989 0.324
20 and below 132 3.01 1.04
21-30 198  3.10 1.17
Age 31-40 63 337 105 104 0178
41 and above 64 2.98 1.32
High school and before 31 2.73 1.27
. Associate 125 2.92 1.29
Educational Background Undergraduate 237 315 106 3.758 0.011
Postgraduate 64 3.39 1.00

n: Number of samples, M: Mean, SD: Standard deviation, F: one-way ANOVA coefficient, t : independent samples t-test

coefficient, p: statistical significance

As indicated in Table 6, independent samples t-test
results revealed no significant difference between
feeding animals’ dimension of entomophagy and
gender t=0.989, p>0.05. In addition, one-way
ANOVA test showed that feeding animals
dimension of entomophagy did not differ
significantly according to participants’ age
(F(3.453)=1.645, p>0.05).

However, it was found that there was a statistically
significant difference between the feeding animals’
dimension of entomophagy and educational
background of the participants (F(3.453)=3.758,
p<0.05). According to the Bonferroni Post-hoc test,
the participants in the “Postgraduate” group scored
significantly higher in the feeding animals’
dimension of entomophagy than the participants in
the “High school and before” and “Associate”
groups.

4. Discussion and conclusions

In our study, the dimension with the highest
participant score was the dimension of disgust,
which was also confirmed in other studies that the
most common reason for refusing to taste an insect-
based product was the disgust factor (Van Huis,
2015; Sogari, 2015). According to Caparros et al.
(2014), the dimension with the highest participant
score was the dimension of disgust. A study to
assess Belgian individuals' perceptions of
entomophagy found that although neophobia was
determined among the participants, the evaluation
of insect preparations was accepted. In relation to
this, various insect formulations (edible worms and
crickets) were prepared, and it was determined that
familiar flavors and crispy insects were preferred.

After the test of blind tasting, it seemed that people
were willing to consume and cook insects in the
near future. In the study, it was stated that
entomophagy was positively associated with the
eating habits of the Western European population.
The integration of edible insects into human foods
is a potential solution to replace other sources of
animal protein. Insect consumption is a source for
animal proteins in the future.

The acquired findings revealed that the measure
had an acceptable level of reliability and was also
applicable in Tiirkiye. It is therefore envisaged that
the measure might be an important resource for
researchers working in the field of gastronomy and
nutrition. Given the current state of knowledge, this
study might contribute to better acceptance of
entomophagy in Tiirkiye and also help reduce the
general public's bias, fear and negative attitude
towards the consumption of edible insects.

According to our study, the participants in the
“Postgraduate” group scored significantly higher
than the participants in the “High school and
before” and “Associate” groups. A study by Sogari
et al. (2017) conducted on gastronomy science and
food science students in Italy stated that students
tasted almost all insect products and wanted to
experience other edible insects. 109 students (53%
females and 47% males) who participated in the
study comprised young people between the ages of
18 and 25. Students were informed about
entomophagy, and whether insects might be
cooked with different culinary techniques or served
as processed food. 65.0% of the participants stated
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that the taste of edible insects was closely related
to other substances.

According to the Bonferroni Post-hoc test, the
participants in the “Postgraduate” group had higher
scores for the use of entomophagy in feeding
animals. A study conducted in Tiirkiye emphasized
the need for further studies on issues such as feed
value, digestibility, functional advantages,
negative effects of insect flours, insect breeding
systems, productivity in cultivation, and
optimization in production, as well as the use of
protein sources of insect origin as poultry feed
within the framework of regulations to be
established in the light of scientific data (Ozek,
2016). That the participants in the “Postgraduate”
group scored significantly higher than the
participants in the “High School and Before” and
“Associate” groups showing that as the level of
education increased, the awareness of insects'
inclusion in foods increased. There is a growing
curiosity for entomophagy as well as a desire to
consume products containing edible insects.
Tasting sessions led by experts at food fairs,
schools, museums and other special events might
greatly facilitate the integration of entomophagy
(Yen, 2009; Lensvelt and Steenbekkers, 2014;
Balzan et al., 2016; Sogari et al., 2017).

As a result, research into entomophagy might be
important in increasing the general acceptance of
insects as food among different consumer groups
and in commercial development. With this study,
steps were taken to understand the main drives and
barriers to accepting food with ingredients derived
from insects (La Barbera et al., 2020). It is also
assumed that people's consumption of edible
insects and their use in gastronomy might occur
depending on the training to be given.

The authors are aware that consumers have high
levels of disgust in relation to eating insects.
Insects might imperceptibly be processed as
ingredients in gastronomy. It therefore seems
plausible to assert that invisible insects inside
insect-containing processed foods could receive
more  positive acceptance. Research and
formulations should continue. The inclusion of
insect products in gastronomy depends on culinary
trends, marketing strategies and training. In
particular, university courses on gastronomy and
food science should be considered as opportunities
for public participation to explain and taste edible
insects because insects are one of food sources rich
in proteins and other nutrients. Creating this
positive perception of their healthy characteristics
can be a powerful incentive for people who are
more interested in their diet.
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Amag: Ileri glikasyon son iiriinleri (AGE’ler), gidalarin islenmesi sirasinda Maillard reaksiyonu, proteinlerin
ve yaglarin oksidasyonu ile meydana gelen ve viicutta birikimi toksik etki gosteren bilesiklerdir. Glioksal (GO)
ve metilglioksal (MGO) en énemli AGE o6nciillerindendir. Bu ¢alismanin amaci, ¢esitli soslarin igerigindeki
seker bilesenlerini tespit ederek, in vitro gastrointestinal sindirim modeli ile soslardaki GO ve MGO'nun
sindirim Oncesi ve sonrasi miktarlarini belirlemek, seker bileseni tiirii ve miktarinin AGE olusumuna etkisini
degerlendirmek ve ¢esitli soslarin GO ve MGO biyoerisilebilirliklerini ortaya koymaktir.

Materyal ve yontem: Calismada, 20 farkl1 sos 6rnegi Istanbul’daki gesitli marketlerden temin edilip, analizler
HPLC ile gergeklestirilmistir.

Tartisma ve sonug¢: Soslardaki seker bilesenleri sonuglarina gore; fruktoz 0,00-17,60 g/100 g; glikoz 0,00—
19,35 g/100 g ve sakkaroz 0,00-25,56 g/100 g araliginda bulunmustur. Sindirim 6ncesi GO degerleri 6,00—
919,9 ng/100 g, MGO degerleri ise 0,00-512,3 pg/100 g araliginda tespit edilmistir. GO degeri en yiiksek
barbekii sosta, MGO degeri ise en yiiksek domates salgasinda tespit edilmistir. Incelenen iiriinlerin GO
biyoerisilebilirlikleri %0-529,5 aralifinda belirlenmis olup MGO biyoerisilebilirlikleri ise %0-144,2
araliginda degismektedir. En yiiksek GO biyoerisilebilirligi hardalda, en yiiksek MGO biyoerisilebilirligi ise
cikolatal1 sosta belirlenmistir. Toplam seker miktar: yiiksek olan iiriinlerin toplam AGE 6nciilii miktarlar1 da
yliksek bulunmustur. Glikotoksin olarak da bilinen AGE’ler, diyabet basta olmak iizere bircok kronik
hastalikta patolojik Oneme sahiptir. Islenmis gida iiriinlerindeki GO ve MGO’nun in vitro
biyoerisilebilirliginin bilinmesi, diyetle alinan AGE miktarlarinin belirlenmesi acgisindan 6nemlidir. Sonug
olarak, islenmis gidalarin AGE miktarlarinin tayini, olusumunun azaltilmasi ve engellenmesi iizerine daha
fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: biyoerisilebilirlik; in vitro sindirim; glioksal; metilglioksal; sos
Abstract

Objective: Advanced glycation end products (AGEs) are compounds formed by the Maillard reaction,
oxidation of proteins and lipids during food processing, and have toxic effects on human body. The most
critical AGE precursors are glyoxal (GO) and methylglyoxal (MGO). This study aims to detect sugar
components in the content of various sauces, to determine the pre-and post-digestion amounts of GO and MGO
in sauces with an in vitro gastrointestinal digestion model, to evaluate the effect of sugar component type and
amount on AGE precursor formation, and to reveal the GO and MGO bioaccessibility of various sauces.

Materials and methods: In the study, 20 different sauce samples were obtained from various markets in
Istanbul, and the analyses were carried out by HPLC.
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Discussion and conclusion: According to the results of sugar components in sauces, fructose was found
between 0.00-17.60 g/100 g; glucose 0-19.35 g/100 g; and sucrose 0-25.56 g/100 g. Pre-digestion GO values
were determined in the range of 6.0 — 919.9 ug/100 g, and MGO values in the range of 0-512.3 ug/100 g. The
highest GO value was found in barbecue sauce and the highest MGO value in tomato paste. The GO
bioaccessibility was determined in the range of 0-529.5%, while MGO bioaccessibility ranges between 0—
144.2%. The highest GO bioaccessibility was determined in mustard, while the highest MGO bioaccessibility
was determined in chocolate sauce. The total amount of AGE precursors was found to be increased in the
products with high total sugar content. AGEs, also known as glycotoxins, have pathological importance in
many chronic diseases, especially diabetes. Therefore, knowing the in vitro bioaccessibility of GO and MGO
in processed food products is essential for determining the amount of dietary AGEs. In conclusion, there is a
need for more studies on determining the amount of AGEs in processed foods, reducing and inhibiting their

formation.

Keywords: bioaccessibility; in vitro digestion; glyoxal; methylglyoxal; sauce

1. Giris

Ileri glikasyon son iiriinleri (AGE'ler) protein ve
lipitlerin oksidasyonu, Maillard reaksiyonlari
(MR) ve gidalarin  iglenmesi  sirasinda
olusabilmektedir. MR, indirgen sekerlerin bir
karbonil grubu ile proteinlerin, peptitlerin, amino
asitlerin ve niikleik asitlerin bir amino grubu
arasindaki enzimatik olmayan reaksiyonlar ile
baslamaktadir ve daha sonra Kkararsiz Schiff
bazlarina doniismektedir. Bu kararsiz ara iiriinler,
daha kararli olan Amadori/Heyns {riinlerine
doniistiikten sonra, glioksal (GO), metilglioksal
(MGO) ve 3-deoksiglukozon (3-DG) gibi oldukga
reaktif a-dikarbonil bilesiklerine doniismektedir
(Poulsen vd., 2013). Bu bilesikler de lizin, arginin,
histidin ve sistein gibi amino asitlerin amino
gruplar1  ile  reaksiyona  girerek, = N-¢-
karboksimetillizin  (CML), N-ge-karboksietillizin
(CEL) ve pentosidin gibi ileri glikasyon son
iirlinlerini olusturmaktadir (Henle, 2005; Luevano-
Contreras ve Chapman-Novakofski, 2010).

AGE onciilleri, hem gidalarda (eksojen) hem de
insan viicudunda (endojen) olusabilmektedir
(Sharma vd., 2015). Normal metabolizmanin bir
pargasi olan AGE’ler, beslenme ile eksojen olarak
viicuda alinabilmektedir. Eksojen AGE’lerin
dolasimdaki AGE diizeylerine katkisinin, viicutta
biriken toplam AGE’lerin yaklasik %30’u kadar
oldugu tahmin edilmektedir (Rowan vd., 2018).
Diyet kaynakli AGE’ler (dAGE) hiicre {izerinde,
endojen AGE’ler ile benzer etkiler gostererek,
inflamatuar sinyalleri indiikler ve oksidatif stresi
tesvik eder. Ayrica, dokularda dAGE’lerin
birikmesi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi yoluyla
hiicresel hasar1 arttirir (Garg ve Merhi, 2015).
Literatirde AGE birikiminin; kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH), diyabet, kronik bdbrek
yetmezligi , norodejeneratif hastaliklar ve
psikiyatrik  rahatsizliklara neden olabilecegi
bildirilmistir (Kouidrat vd., 2015). Diyabet,

Alzheimer, Parkinson, yaslanma ve bdbrek
yetmezligi olan hastalarin dokularinda MGO
kaynaklt AGE bilesiklerinin yiiksek miktarda
oldugu ortaya koyulmustur (Rabbani ve
Thornalley, 2014).

GO ve MGO’nun, islenmis gida lriinlerinde ve
canlilarda en ¢ok rastlamilan a-dikarbonil
bilesikleri oldugu bilinmektedir. Gida
tiriinlerindeki CML ve MGO miktarlarinin, pisirme
yontemi ve pisirme sicakligi ile yakindan ilgili
oldugu, ayrica gidalardaki yag miktar1 ve MGO
seviyesi arasinda da énemli bir korelasyon varligi
bildirilmektedir (Uribarri vd., 2010). Son yillardaki
aragtirmalar, islenmis gidalarin, yag ve rafine seker
icerigi yliksek olan modern bat1 diyetlerinin, artan
AGE dizeyleri ile iliskili oldugunu ortaya
koymaktadir (Foroumandi vd., 2020). Hazir soslar,
1s1 iglem gormiis islenmis gidalardan olmakla
birlikte, yogun yag ve seker icerikleriyle de dikkat
cekmektedir. Eksojen AGE’ler, gidalarin protein,
yag ve karbonhidrat igeriginden ve bu iceriklerin
miktarindan da etkilenebilmektedir. AGE’lerin
olusumunda onemli olan bir diger etmen ise
gidalarin maruz kaldig 1s1l islemlerin derecesi ve
siiresi olarak bilinmektedir (Catak vd., 2022;
Sharma vd., 2015).

MR iiriinlerinin, in vitro ve in vivo kosullarda
biyoerisilebilirligi konusunda olduk¢a az sayida
calisma mevcuttur (Cengiz vd., 2020; Ugur vd.,
2022). islenmis gidalar, yiiksek oranda GO ve
MGO igerebilmektedir. Islenmis gida iiriinlerinden
olan soslardaki GO ve MGO’nun in vitro
biyoerisilebilirliginin belirlenmesi, diyet yoluyla
alman dAGE miktarlarinin = bilinmesi  igin
onemlidir. Gida kompozisyon veri tabanlarinda
genellikle, giinliik diyetle alinan besin 6gelerinin
miktarlar, ¢ig ya da pismis gidalarin verileriyle
belirlenmektedir. Pek cok ¢alisma, besin 6gelerinin
in vitro ve in vivo biyoerisilebilirliklerine bagh
olarak, giinliik diyetle alman miktarlarin daha
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farkl1 oldugunu bildirmektedir. Bu sebeple, giinliik
diyetlerde besin 0gelerinin miktar1 hesaplanirken,
biyoerisilebilir =~ miktarlar ~ dikkate  alinarak
degerlendirme yapilmalidir (Yaman vd., 2021).

2. Materyal ve yontem
2.1. Kimyasallar

Glioksal, metilglioksal, 4-nitro-1,2-fenilendiamin,
asetonitril, metanol, sodyum asetat, fruktoz,
glukoz, sakkaroz, NaHCOQOs CaCl,-2H.0, alfa-
amilaz (1,5 U/mg), pepsin (>250 iinite/mg),
pankreatin (8 x USP), lipaz (100-500 {inite/mg),
KCI, NaCl, miisin, safra tuzlari, serum albiimin
(sigir), tre ve irik asit Sigma Aldrich'ten (St.
Louis, MO, ABD) satin alinmgtir.

2.2. Orneklem

Bu arastirmada, 20 cesit ticari sos Istanbul’daki
marketlerden temin edilmistir. Calisma i¢in se¢ilen
soslar; meyveli sos, ¢ikolatali sos, cheddar sos, kori
sos, nar eksili sos, domates salgasi, mango kori sos,
balli hardal sos, karamelli sos, mayonez, acili
mayonez, sarimsakli mayonez, soya sosu, barbekii
sos, hardal, ketcap, ac1 biber sosu, acili ketgap,
biber salgasi ve ranch sos’tur.

2.3. Glioksal ve metilglioksal ekstraksiyonu
ve tiirevlendirmesi

Homojenize edilen 5 g sos oOrnegi tartilarak 50
ml’lik plastik falkon tiipii icerisine konulmustur.
Devaminda, iizerine 25 mL metanol ilave
edildikten sonra 1 dk. vortekslenmistir, 8.000
rpm’de 5 dk. boyunca santrifiij edilmistir.
Numuneler santrifiij edildikten sonra
siipernatanttan 0,5 mL 10 mL’lik cam tiip igine
alinmistir ve bu numunenin iizerine hazir fosfat
tamponu (pH: 3) ilave edilmistir. Bu islem
sonrasinda, tlirevlendirme isleminin gerceklesmesi
icin tizerine 0,5 mL 4-nitro-1,2- fenilendiamin
¢oOzeltisinden eklenmistir. Numuneler, 70°C’de 20
dk. boyunca inkiibe edilmistir. Son olarak, 6rnekler
0,45 pm’lik selilloz asetat (CA) filtreden
gecirildikten sonra HPLC cihazina verilmistir
(Cengiz vd., 2020; Catak, 2020; Yaman, 2021).

2.4. Glioksal ve metilglioksahn HPLC ile
belirlenmesi

Glioksal ve metilglioksalin belirlenmesinde,
Shimadzu SPD-20A UV/VIS dedektoric  ve
Shimadzu LC 20AT pompanin (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japonya) olusturdugu HPLC
sistemi  kullanilmigtir.  Mobil  faz  igin
metanol:su:asetonitril (42:56:2 v/v/v) karigimi

kullanilmigtir. GL Science Inertsil ODS-3 kolon ile
kromatografik ayrim gergeklesmistir. Dedektoriin
dalga boyu 255 nm olarak ayarlanirken, akis hizi 1
ml/dk’ ya, kolon firin sicakligi ise 30°C'ye
ayarlanmistir.

2.5. Seker bilesenleri ekstraksiyonu

Homojenize edilen 5 g sos 6rnegi 50 mL'lik falkon
tiip icerisine tartilmistir. Uzerine 50 mL saf su ilave
edilmistir ve vorteks kullanilarak 5 dk. ekstrakte
edilmigtir. Daha sonra hacim deiyonize su ile 50
mL'ye tamamlanmigtir ve 1300 rpm'de 5 dk.
santrifiij edilmistir (Richmond vd., 1981).
Ornekler, 0,45 um'lik CA filtreden gegirilerek
HPLC cihazina verilmistir.

2.6. Glioksal ve metilglioksalin in vitro
biyoerisilebilirlik metodu

Soslardaki GO ve MGO'nun biyoerisilebilirligi in
vitro gastrointestinal sindirim modeli kullanilarak
tespit edilmistir (Yaman vd., 2019). In vitro insan
gastrointestinal sistem modelinde kullanilan agiz,
mide, ince bagirsak ve safra sivilarinin bilesimi ve
hazirlanis1 Sekil 1°de gosterilmistir.

Omekten 5 g tartilarak 50 mL'lik falkon tiip
icerisine alinmustir. Uzerine, hazirlanan tiikiiriik
sivisindan 5 mL ilave edildikten sonra, 37°C'de 5
dk. c¢alkalamali su banyosunda inkubasyona
brrakilmistir. Devaminda, mide sivisindan 12 mL
eklenmistir ve tekrar ¢alkalamali su banyosunda
37°C'de 2 saat inkubasyona birakilmaistir.

Hazirlamis oldugumuz safra sivisindan 5 mL ilave
edildikten sonra, pH 7'ye ayarlanmistir. Daha
sonra, lizerine 10 mL ince bagirsak sivisi eklenerek
calkalamali su banyosunda 37°C'de 2 saat
inkubasyona  birakilmistir.  Sindirim  islemi
tamamlandiktan sonra, son hacim, 50 mL'ye
deiyonize su ile tamamlanarak seyreltilmistir. Daha
sonra numuneler 8000 rpm'de 10 dk. boyunca
santriflij edilmistir

3. Tartisma ve sonu¢

HPLC yontemi ile cesitli soslardaki seker
bilesenlerinin miktarlar tespit edilmistir ve AGE
onciilleri olan GO ve MGO bilesiklerinin
miktarlar1 sindirim Oncesi ve sindirim sonrasi
analiz edilerek in vitro biyoerisilebilirlikleri
belirlenmistir. Soslarin igerigindeki seker miktari
tayini icin, glikoz, fruktoz ve sakkaroz analiz
edilmistir. Soslarda tespit edilen seker bilesenleri
sonuglart  Cizelge 1’de ve Sekil 2’de
goriilmektedir.
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Sekil 1. In vitro gastrointestinal sistemde kullanilan tiikiiriik, mide, ince bagirsak ve safra sivilarinin
bilesimi.

Elde edilen sonuglara gore, fruktoz degerleri 0,00
— 17,60 g/100 g araliginda; glikoz degerleri 0,00 —
19,35 g/100 g araliginda ve sakkaroz degerleri ise
0,00 — 25,56 g/100 g araliginda bulunmustur.
Cheddar sos ve soya sosunda fruktoz tespit
edilememistir. Cikolatali sos ve cheddar sosta

Cizelge 1. Soslarda seker bilesenlerinin miktarlar

glikoz tespit edilememistir. Nar eksili sos, domates
salgasi, karamelli sos, mayonez, soya sosu Ve biber
salcasinda ise sakkaroz tespit edilememistir. En
yiiksek fruktoz degeri balli hardal sosta, en yiliksek
glikoz degeri soya sosunda ve en yiiksek sakkaroz
degeri barbekii sosta tespit edilmistir.

Sos cesidi Fruktoz Glikoz Sakkaroz ~ Toplam seker
(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 @)
Meyveli sos 6,18+0,28 8,65+0,39 3,86+0,17 18,69
Cikolatal1 sos 0,16+0,01 0,00+0,00 7,77+£0,35 7,93
Cheddar sos 0,00+0,00 0,00+0,00 1,56+0,07 1,56
Kori sos 2,08+0,09 2,27+0,10 8,62+0,39 12,97
Nar eksili sos 12,12+0.55 17,96+0,81 0,00+0,00 30,08
Domates sal¢asi 7,86+0.36 2,36+0,11 0,00+0,00 10,22
Mango kori sos 2,21+0.10 1,86+0,08 11,03+0,50 15,10
Ball1 hardal sos 17,60+0.80 18,36+0,83 15,28+0,69 51,24
Karamelli sos 4,12+0.19 12,99+0,59 0,00+0,00 17,11
Mayonez 0,90+0.04 1,16+0,05 0,00+0,00 2,06
Acili mayonez 0,43+0.02 0,51+0,02 2,87+0,13 3,81
Sarimsakli mayonez 0,81+0.04 0,46+0,02 1,27+0,06 2,54
Soya sosu 0,00+0.00 19,35+0,88 0,00+0,00 19,35
Barbekii sos 1,67+0.08 2,13+0,10 25,56+1,16 29,36
Hardal 1,81+£0.08 1,69+0,08 4,314+0,19 7,81
Ketcap 3,30+0.15 4,13£0,19 9,19+0,42 16,62
Ac1 biber sosu 1,58+0.07 1,35+0,06 0,82+0,04 3,75
Acili ketcap 1,97+0.09 1,96+0,09 13,60+0,62 17,53
Biber sal¢asi 6,60+0.30 6,32+0,29 0,00+0,00 12,92
Ranch sos 0,20+0.01 0,20+0,01 1,48+0,07 1,88

Ortalama deger (n = 3) standart sapma ile verilmistir.
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Soslarin Seker Miktarlari
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Sekil 2. Soslarda seker bilesenleri miktarlari grafigi.

Sindirim oncesi ve sonrasinda GO ve MGO
miktarlar1 ile biyoerisilebilirlik (%) bulgular
Cizelge 2'de ve Sekil 3’te goriilmektedir. Yapilan
analizlere gore, sindirim 6ncesi GO degerleri 6,0—
919,9 ng/100 g arasinda; MGO degerleri ise 0,00—
512,3 pg/100 g arasindadir. GO degeri en diisiik
cikan {irlin sarimsakli mayonez, MGO degeri en
diisiik ¢ikan iirlin ise mayonez olmustur. GO en
yiiksek barbekil sosta bulunurken, MGO en fazla
domates salgasinda bulunmustur.

Analiz edilen orneklerdeki GO miktari, 3 sosta
(soya sosu, barbekil sos, biber salgasi) sindirim
sonrasi azalma gosterirken, diger 17 sosta artig
gostermistir. Sos drneklerinden 18’inde (meyveli,
cheddar, kori, nar eksili, mango kori, balli hardal,
karamelli, soya, barbekii, hardal, ac1 biber ve ranch
sos; domates ve biber salcgasi, acili ve sarimsakli
mayonez; ketcap, acili ketcap) MGO degeri
sindirim sonrasi diisiis gdstermis, yalnizca 1 tanesi
(cikolatali sos) artig gostermis, 1 6rnek (mayonez)
ise ayn1 kalmistir.

Soslarda Glioksal ve Metilglioksal Miktarlari
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Sekil 3. Sindirim oncesi soslarda 6lgiilen glioksal ve metilglioksal miktarlar grafigi.
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Calismada  genel  olarak, soslarin GO
biyoerisilebilirligi, MGO biyoerisilebirliginden
yiiksek bulunmustur. Incelenen iiriinlerin GO
biyoerisilebilirlikleri %0-529,5 araliginda
belirlenmistir. MGO biyoerisilebilirlikleri ise %0—
144,2 araliginda degismektedir. En diisik GO
biyoerisilebilirligine sahip {riinler soya sosu ve
barbekii sosu olurken, en disik MGO
biyoerisilebilirligi, cheddar sos, mayonez, acili
mayonez, sarimsakli mayonez, soya sosu, barbekii
sos, hardal, ketcap, ac1 biber sosu, acili ketcap ve
ranch sosta goriilmistir. En yiiksek GO
biyoerisilebilirligi hardalda, en yiiksek MGO

biyoerisilebilirligi ise
belirlenmistir.

cikolatali sosta

Olgiilen toplam seker miktar1 yiiksek olan
iiriinlerde GO ve MGO miktarlarinin da ytiksek
oldugu gorilmektedir. Amrein vd. (2006)
tarafindan sakkaroza kiyasla; dikarbonil bilesikleri
olusumu ile glikoz/fruktoz miktar1 arasinda daha
yiiksek bir korelasyon oldugu bildirilmistir. Ancak
calismamizda, sakkaroz igerigi en yiiksek olan
barbekii sos (25,56 g/100 g) ve balli hardal sosun
(15,28 g/100 g) toplam GO ve MGO miktarlar
baslangigta oldukca yiiksek bulunmustur.

Cizelge 2. Soslardaki AGE onciillerinin sindirim 6ncesi ve sonrasi 6l¢iilen miktarlar1 ve in vitro

biyoerisilebilirligi

Sindirim Sindirim Biyoerisilebilirlik (%)

Bagslangi¢ Baglangic
Sos (;esldl GO sonrasi MGO sonrasi
g0y SO - ugiong | MEO GO MGO
(ng/100 g) (ng/100 g)

Meyveli sos 139,5¢4,9 1465452  133,624,7  129,644.6  1054+3,7 97,4435
Cikolatali sos 957434  2153+7.6 93,7433 134,6£4,7  2259+8,0 144,2+5,1
Cheddar sos 39,9+1,4 78,742,8  111,643,9 0,0+0,0 198,3+7,0  0,00,0
Kori sos 33,0412 54,8419 62,822 349412 1624458  55,8+2.0
Nar eksili sos 72.842.6 037433 512.3+18.1  459,5£162  1293+4,6  90,1+3.2
Domates salcast 205,3+7,2  4844+17,1  250,248,8 21,9+40,8  236,948,4  8,8+0,3
Mango kori sos 60,842, 1 93,743,3 43,9+1,5 1,0£0,0 154,745,5  2,3%0,1
Ball1 hardal sos 157,5£5,5  327,9¢11,6  97,7+3,4 17,940,6  209,147,4  18,4+0,7
Karamelli sos 81,742,9 92,7433 2262480  22,9+0.8  113,944,0 10,2+0,4
Mayonez 37,941,3 88,743, 1 0,0+0,0 0,0£0,0 2352483  0,0+0,0
Acili mayonez 21,9+0,8 27,9+1,0 58,842, 1 0,0+0,0 127,8+4,5  0,0+0,0
Sarimsakl 6,0+0,2 28,9+1,0 66,8424 0,040,0  4854+172  0,0+0,0
mayonez
Soya sosu 19,9+0,7 0,0+0,0 45,8416 0,040,0 0,0£0,0  0,0+0,0
Barbekii sos 919,9432.4  0,0£0,0  473.4+16.7 0,040,0 0,0£0,0  0,0+0,0
Hardal 11,0+£0.4 57.842.0 15,9406 0,0£0,0  529.5+18.8  0,0+0,0
Ketcap 65,8+2.3 88,743,1  274,149,7 0,040,0 1354448  0,0+0,0
Aci biber sosu 67.8+2.4 76,7427 78,742.8 0,0+0,0 113,744,0  0,0+0,0
Actli ketcap 64,8423 72.842.6 50,8+1,8 0,040,0 112,844,0  0,0+0,0
Biber salcast 636,9422.4 7,002 245,248.6 15,9406 1,10,0  6,5+0,2
Ranch sos 15,040.5 72.8+2.6 26,9+0,9 0,0£0,0  488.7+17.3  0,0+0,0

GO: glioksal, MGO: metilglioksal

Besinlerin igerigi, hazirlik asamasi ve 1sil islem
(pisirme) asamalari, pH ve nem gibi birden fazla
etmen dogrudan ya da dolayli bir sekilde
AGE’lerin olusumuna sebep olmaktadir. Yapilan
son caligmalar, islenmis gidalarin, yag ve rafine
seker icerigi yiiksek olan modern bat1 diyetlerinin,
artan AGE diizeyleri ile iligskili oldugunu
gostermektedir (Foroumandi vd., 2020).

Calismamizda arastirilan soslar, 1s1l islem gormiis,
islenmis gidalardan olmakla birlikte, yogun yag ve
seker icerikleriyle de dikkat cekmektedir. Eksojen
AGE’ler, besinlerin igeriginden (protein, yag ve
karbonhidrat) ve bu igeriklerin miktarindan da
etkilenebilmektedir. ~ AGE’lerin  olusumunda
onemli olan bir diger etmen ise besinlerin maruz
kaldig1 1si1l islemlerin derecesi ve siiresi olarak
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bilinmektedir (Sharma vd., 2015). Yapilan bir
caligmada, tiim et kategorileri arasinda, daha diisiik
sicakliklarda hazirlanan Grneklere kiyasla, daha
yiiksek  sicakliklarda  hazirlanan  etin  dig
tabakasinda daha yiiksek CML seviyeleri tespit
edilmistir (Chen ve Smith, 2015). Yapilan bir
baska ¢aligmada, tiim gida kategorilerinde bulunan
AGE miktari, pisirme sicakligi, pisirme siiresi ve
nem varligiyla iligkili bulunmustur. Sonuglara
gore, pisirme sekillerinden, kavurma (225°C) ve
kizartma (177°C) en yiiksek AGE seviyelerine yol
acarken, bunlan firinlama (177°C) ve haglamanin
(100°C) takip ettigi gosterilmistir (Goldberg vd.,
2004). Dikarbonil bilesikleri olan glioksal (GO) ve
metilglioksal (MGO), gidalarda AGE onciilleri
olarak MR ve proteinlerin ve yaglarin oksidasyonu
ile 1s1l islem sirasinda olusmaktadir (Catak, 2020).

Gidalarla insan viicuduna aliman dAGE’ler
¢ogunlukla MR sonucunda olusmaktadir. MR
olusumunu ve hiz diizeyini etkileyen faktorler ayni
zamanda, AGE’lerin olusumunu ve viicuda alim
oranint da degistirmektedir (Yaman, 2021).
Yiksek 1s1, MR’yi hizlandiracagindan, sonug
olarak AGE birikimi de hizlanmis olur
(Foroumandi vd., 2020). Modern diyetler biiyiik
Olciide 1siyla islendiginden, yiiksek seviyelerde
AGE i¢ermeye yatkindirlar. Gidada olusan
AGE’lerin olusum hiz1 ve ¢esitliligi, bilesim, 6ncii
maddelerin mevcudiyeti, ge¢is metallerinin varlig
ve antioksidanlarin varlig1 gibi faktorlere baglidir.
Reaksiyon siiresi, islem sicakligl, reaktanlarin
konsantrasyonlari, su mevcudiyeti ve pH
degerinin, MR’nin hiz1 {izerinde belirleyici bir
etkiye sahip oldugu iyi bilinmektedir. Genel bir
kural olarak, MR’nin hiz1, sicaklik 10°C
arttirlldiginda en az iki katina ¢ikmaktadir. MR
oraninin asidik pH degerinde diisiik oldugu kabul
edilirken, pH 10 civarinda maksimuma ulasilana
kadar arttig1 belirtilmistir (Sharma vd., 2015).
MR’ye maruz kalan besinlerin bu esmerlesme
reaksiyonlar1 depolama siirecinde de devam
etmektedir (Yilmaz ve Karabudak, 2016). Bu
durum, paketlenmis sekilde satilmayi bekleyen,
satildiktan sonra tiiketim siirecinde de uzun siireler
bekleyen soslarmn iceriginde gittikce artan AGE
oranlarin1 da diisiindiirmektedir.

Bu c¢aligmanin sonuglarina gore, yag orani yiiksek
olan mayonez, acili mayonez, sarimsakli mayonez
ve ranch sos gibi iirlinlerin, beklenilenin aksine
diisiik miktarlarda GO ve MGO miktarlart icerdigi
gorlilmiis, bu durumun diger sos tiirlerine gore
oldukca diisiik miktarlarda seker icermelerinden
kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir. Ek
olarak, bu yagh soslarin GO biyorisilebilirlik
degerlerinin yiiksekligi ve MGO biyoerigilebilirlik
degerlerinin ise diigiikligi de dikkat ¢ekmektedir.

Bu sonuglar, MGO biyoerisilebilirliginin yag
iceriginden degil de, seker iceriginden etkilendigini
disiindiirmektedir. Yiiksek yag iceren bu soslarda,
seker miktar1 azaldikca, MGO biyoerisilebilirligi
de azalmistir. Islenmis gida iiriinlerindeki yag
igerigi, o-dikarbonil bilesiklerinin olusumunu
etkilemektedir. In  vitro kosullarda lipit
peroksidasyonu sonucu a-dikarbonil bilesikleri,
GO ve MGO olusabilmektedir. Bu ¢alismadaki
soslarda, GO’nun in vitro biyoerisilebilirliginin
%100"in Tzerinde bulunmasinin, yiiksek yag
iceriginden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Patates kizartmasi ve cipslerde, gastrointestinal
sindirim sonrast MR fiirlinlerinden biri olan
akrilamid biyoerisilebilirliginin arttig1
bildirilmektedir (Sansano vd., 2017). Sirkelerde,
GO ve MGO’nun in vitro biyoerisilebilirliginin
azaldig1 bildirilmistir (Papetti vd., 2013). Soya
sosunda ise GO ve MGO’nun in Vvitro
biyoerigilebilirliginin arttig1 ortaya konulmustur
(Papetti vd., 2014). Cesitli gida 6rneklerinde, MR
tiriinlerinin biyoerisilebilirliginde artis veya azalis
oldugu goriilmektedir. Papetti vd. (2014)
calismalarinda, in vitro ortamda kahvede GO ve
MGO’nun in vitro biyoerisilebilirliginin sirasiyla
%74 ve %29 oranlarinda azaldigini, sindirim
proteinleri ile a-dikarbonil bilesiklerinin in vitro
ortamda reaksiyona girdigini ve AGE son
tiriinlerinin olustugunu ve bu sebeple a-dikarbonil
bilesiklerinin  biyoerisilebilirliginin  azaldigim
belirtmiglerdir. Aynmi1 aragtirmada, soya sosunda
GO ve MGO’nun in vitro biyoerisilebilirligi %290
ve %1000 olarak tespit edilmistir. Bu artisin sebebi
olarak gidanin igerigindeki farkli matrikslerin
biyoerisilebilirligi arttirabilecegi sdylenmistir.

Yaman (2021); biskiivi, cips, kahvaltilik gevrek ve
siit driinlerinin in vitro ortamda GO ve MGO
biyoerisilebilirliklerini arastirmigtir ve sonuglara
gore, biskiivilerin ve kahvaltilik gevreklerin GO ve
MGO biyoerisilebilirliginin  %100’tin {izerinde
oldugunu bildirmistir.  Biskiivilerden, glikoz
miktart yiiksek olan  biskiivinin GO
biyoerisilebilirliginin daha yiiksek bulundugu
ortaya  konulmustur.  Cipslerde, = GO’nun
biyoerisilebilirligi %100'in altinda, MGO’nun
biyoerisilebilirligi  %100'tin {izerinde olarak
bildirilmistir. Stit iiriinlerinde ise,
biyoerisilebilirlik hem GO hem de MGO’da
%100'n altindadir (Yaman, 2021). Yiiksek
miktardaki yag ve tuzun, in vitro ortamda lipitlerin
peroksidasyonuna neden olabilecegi ve bunun
sonucunda a-dikarbonil bilesiklerinin
olusabilecegi disiiniilmiistiir.

Bu c¢alismada, sindirim sonrasinda, ii¢ (iiriin
haricinde (soya sosu, barbekii sos ve biber salgast)

Hazir soslardaki ileri glikasyon son iiriinleri (AGEs) onciillerinin biyoerisilebilirliklerinin in vitro gastrointestinal sistem ile belirlenmesi
Jale Catak; Elif Nur Uggun



54 Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 28:47-56 (2022/2)

GO miktan1 sindirimle birlikte artis gostermis,
MGO miktarlar1 ise sadece bir triin harig
(cikolatali sos) sindirim sonrasi ya yok olmus ya da
azalma gostermistir.

Yag grubu besinler ortalama olarak en yiiksek
dAGE degerine sahiptirler. Bu kategorinin 6geleri
arasinda tereyagi, krem peynir, margarin ve
mayonez gibi siiriilebilir Uriinler en yiksek AGE
miktarlari  gOsterirken  bunlart  yaglar ve
kuruyemisler izlemektedir (Goldberg vd., 2004).
Tereyagi ve farkli yag tiirleri pismemis formlarinda
bile dAGE agisindan zengindir. Bunun nedeni,
diisiik seviyede bir isleme prosesi uygulansa dahi
hava ve kuru iglem kosullariyla birlikte 1s1 iceren
cesitli ekstraksiyon ve saflastirma prosediirleri
olabilir (Uribarri vd., 2010).

Giiniimiizde, islenmis gidalarin tiiketimi her gecen
giin artmaktadir. Buna bagl olarak, gidalar ile
viicuda alinan seker ve yag miktarlarinda da artig
goriilmektedir. Beslenme aligkanliklarindaki bu tiir
degisimler beraberinde insan viicudunun toksik
bilesiklere ve AGE’lere olan maruziyetini de
arttirmaktadir (Catak vd., 2020; Poulsen vd.,
2013). Bu arastirmaya dahil edilen soslar, gesitli
gida iretim proseslerinden gecen, katki ve
koruyucu maddeleri igeren islenmis gidalardir.
Bununla birlikte, ¢alismamizda yer alan soslarin
yaklasik %70’i fast-food yiyeceklerle birlikte
tilkketilmektedir. Dolayisiyla hem soslar islenmis
oldugundan hem de birlikte tiiketildigi yiyecekler
islenmis gida oldugundan insan sagligim daha fazla
tehdit etmektedir. Bircok iilkede ve 0&zellikle
gelismekte olan {ilkelerde artan fast-food tiiketimi
ve obezite oranlar1 géz Oniine alindiginda, fast-
food endiistrisini kontrol etmek ve tiiketicilerin
fast-food ile ilgili bilinglenmelerini saglamak
onemlidir (Catak vd., 2021; Wu vd., 2021).

AGE'lerin viicutta birikmesi ile, yaslanma,
diyabetik  komplikasyon, insiilin  direnci,
kardiyovaskiiler hastaliklar, Alzheimer,
hipertansiyon, Parkinson  hastaligi, bdbrek
hastalig1, artrit, nefropati, multipl skleroz ve
bobrek yetmezligi gibi bazi kronik hastaliklar
ortaya c¢ikabilmektedir Dolasimda asir1 miktarda
bulunan AGE’ler, hiicre yiizeyine tutunarak ve
proteinlerle capraz baglanarak, enflamasyon ve
oksidatif strese sebep olur. AGE'lerin diyetle
alimmin serum AGE diizeyleri ile baglantili
olduguna dair gii¢clii kanitlar bulunmaktadir.

Bu calismada, ticari olarak satisa sunulan ve her
gecen giin tilketimi daha da artan sos ¢esitlerinden
en sik tiketilen 20 adet sosta GO ve MGO
aragtirllmigtir ve in vitro ortamda
biyoerisilebilirlikleri  belirlenmigtir. ~ Meyveli,
cikolatali, cheddar, kori, nar eksili, mango kori,

balli hardal, karamelli, soya, barbekii, hardal,
ketcap, mayonez, acili mayonez, sarimsakli
mayonez, acili ketcap, ac1 biber, ranch soslariyla
birlikte domates ve biber salgasi analiz edilmistir.
Iclerinde en yiiksek AGE onciilii degerine sahip
olan sos, barbekii sos olmustur. Islenmis gida
uriinlerdeki yag igerigi, a-dikarbonil bilesiklerinin
olusumunu etkilemektedir. In vitro kosullarda lipit
peroksidasyonu sonucu a-dikarbonil bilesikleri,
GO ve MGO, olusabilmektedir. Bu calismadaki
soslarda, GO’nun in vitro biyoerisilebilirliginin
%100'in {izerinde bulunmasinin, yiiksek yag
iceriginden kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir.
Gidalarda 1s1l iglem sirasinda olusabilen AGE’lerin
olusum oranlarini gesitli faktorler etkilemektedir.
Bu faktorlerin arasinda pisirme sicakligi, 1siya
maruz kalma siiresi, nem varligi ve pH degeri gibi
pisirme yontemleri sayilabilir. Ayrica gidalarin
bilesimini olusturan maddelerden karbonhidrat,
yag, seker ve tuz ilavesi de AGE olusumuna
katkida bulunmaktadir. Ek olarak, paketli gidalarin
uzun raf omrii i¢in kullanilan katki ve koruyucu
maddeleri, paketleme esnasinda kullanilan
maddeler ve depolama siireci de AGE olusumuna
etki eden faktdrler arasindadir. Literatiirde
gidalarda AGE tayini calismalarima dair veriler
sinithdir. Ozellikle AGE agisindan sagligi tehdit
edebilecegi diistiniilen paketli ve islenmis gidalar
iizerindeki calismalar oldukca kisithdir. Bu
bakimdan, islenmis gidalar kategorisinde AGE
seviyeleri tespiti ve veri saglanmasi konusunda bu
calismanin yararl olacagi diisliniilmektedir. Tim
besin kategorilerinde akilli gida se¢imi ve pisirme
seklinde degisikliklere gidilerek diyetteki AGE
seviyesini azaltmaya calismak dogru bir segenek
olacaktir. Genel olarak, AGE icerigi yiiksek
islenmis gidalarin tiiketimini minimuma indirmek,
onlarin yerine meyve-sebze, kepekli tahil, yagsiz
etler ve baliga yonelmek sadece AGE alimim
azaltmakla kalmayip hem daha saglikli bir viicuda
hem de o6nemli beslenme hedeflerine ulagsmayi
saglayacaktir
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Amag: Bu arastirmada, mekanik ayrilmis et igeren kanatli et lriinlerinin histolojik ve bazi kimyasal
Ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Materyal ve yontem: Bu amagla, Tiirkiye’de faaliyet gosteren ulusal 6l¢ekli zincir marketlerden temin edilen
6 farkli ticari marka pili¢ etinden tiretilmis 1s1l islem gérmiis sucuk, salam ve sosis numunelerinin histolojik
muayeneleri gerceklestirilerek bazi kimyasal 6zellikleri (nem (%), kiil (%), toplam protein (%), hidroksiprolin
(mg/100g), toplam kolajen (%) ve kalsiyum (Ca, mg/kg)) miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar,
mekanik ayrilmis et icermeyen pili¢ etinden {iretilmis kontrol drneklerine ait sonuglar ile istatistiki olarak
karsilastirilmistir.

Tartisma ve sonu¢: Arastirmamizin sonucunda, histolojik muayenesinde daha fazla kemik ve kikirdak doku
bulgusuna rastlanilan 1s1l islem gérmiis pilic sucuk, pili¢ salam ve pili¢ sosis numunelerinde; Ca miktari
(mg/kg), hidroksiprolin miktar1 (mg/100g) ve toplam kolajen miktarinin (%) kontrol 6rnegine gore istatistiki
olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Isil islem gérmiis pili¢ sucuk numuneleri i¢in 207-1.534
mg/kg Ca, 76,81-161,42 mg/100 g hidroksiprolin, pili¢ salam numuneleri igin 334-655 mg/kg Ca, 43,12-92,60
mg/100 g hidroksiprolin, pili¢ sosis numuneleri igin 121,47-703,22 mg/kg Ca, 52,64-83,78 mg/100 g
hidroksiprolin degerleri elde edilmistir. Sonu¢ olarak mekanik ayrilmis et iceren kanatli et iriinlerinin
histolojik muayene sonugclari ile kimyasal analiz sonuglarinin (protein, kiil, kalsiyum, hidroksiprolin ve kolajen
miktar1) birlikte degerlendirilmesinin tagsis agisindan daha belirleyici olacag disiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: mekanik ayrilmis et; pili¢ sucuk; kemik; kikirdak; kolajen; bag doku
Abstract

Objective: In this study, it is aimed to determine histological and some chemical properties of poultry meat
products containing mechanically deboned poultry meat.

Materials and methods: For this purpose, histological examination and some chemical properties
(moisture(%), ash(%), total protein(%), hydroxyproline (mg/100 g), total collagen (%) and calcium (Ca,
mg/kg) quantities) were determined in heat treated chicken sujuk, chicken salami and chicken sausage samples
at 6 distinct trademark obtained from Turkish global markets. The results of analyses were compared with the
results of analyses obtained from control samples containing no mechanically deboned poultry meat.

Discussion and conclusion: At the end of the study, higher ash, calcium, hydroxyproline levels and higher
total collagen quantities were determined in the samples of chicken sujuk, chicken salami and chicken sausage
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seemed of containing more bone and more cartilage tissues in the histological examination. It was determined;
207.62-1,534.17 mg/kg Ca and 76.81-161.42 mg/100 g hydroxyproline in the heat treated chicken sujuk
samples, 334-655 mg/kg Ca and 43.12-92.60 mg/100 g hydroxyproline in the chicken sausages, 121.47-703.22
mg/kg Ca and 52.64-83.78 mg/100 g hydroxyproline in the chicken salami samples. As a result, it is thought
that evaluation of the results of histological examination together with the results of some chemical analyses
(ash, protein, hydroxyproline, collagen and calcium) of the poultry meat products containing mechanically
deboned meat would be more confidential to determine meat adulteration.

Keywords: mechanically deboned meat; chicken sujuk; bone; cartilage collagen; connective tissue

1. Giris

Isil islem gormiis sucuk, salam ve sosis iirlinleri,
kahvaltilik olarak tiiketilmesi, kolay hazirlanmasi
ve Ozellikle ¢ocuklar tarafindan sevilen lezzetinden
dolay1 tercih edilen et iiriinleridir. T.C. Tarim ve
Orman Bakanligi’nin 29.01.2019 tarihinde revize
ederek yaymmlamis oldugu yeni Et Uriinleri
Tebligine (Anonim, 2018) goére, emtlsifiye et
iriinlerinde  mekanik  aynlmis et (MAE)
kullanimina, iriin etiketinde belirtilmek kaydiyla
izin verilmistir. Mekanik ayrilmig kanath eti
(MAKE); kanatli hayvanlarin karkaslarindaki
etlerin, bu etleri meydana getiren kas liflerinin
yapisinin kaybolmasma veya degismesine sebep
olan mekanik yontemler kullanilarak alinmasi ile
elde edilen iiriinii ifade etmektedir (Anonim, 2018).
Avrupa, Japonya ve Amerika’da oldugu gibi tiim
diinyada mekanik ayrilmis etlerin gesitli et
iiriinlerinde kullanimi hem iriinliin besleyicilik
degerini protein ve mineral igerigi ac¢isindan
artirmast hem de ekonomiye olan olumlu geri
doniisiimii  yoniinden tesvik edilmekte ancak
kullanildiklar1 et iiriinlerinde insan saghgi
acisindan etkilerinin arastirilmasina ihtiyac¢ oldugu
vurgulanmaktadir (Benitez vd., 2002; Knight ve
Winderfelt, 1977; Kolsaric1 ve Candogan, 2002).
Hayvansal gida olarak tiiketime hazir et, dogal
olarak kalsiyum mineralini biinyesinde ¢ok az
miktarda bulundurur. Ancak, et Uriinlerinin tiretimi
esnasinda bilesimine katilan bazi katkilar, {iriiniin
kalsiyum igerigini etkiler. Et driinlerinin
iretiminde kullanilan siit proteinleri, baharatlar
gibi baz1 ingredientler ile kemik-kikirdak
partikiillerini yogun miktarda iceren diistik kaliteli
mekanik ayrilmis etler ve bazi yabanci dokular
(meme dokusu, mukozal ve serdz salgi bezleri vb.)
iriiniin  kalsiyum igerigini yiikseltir. Bir et
irinlinliin  kalsiyum acgisindan zengin olmasi,
iiriinlin igerisindeki dogal olarak bulunan demir
mineralinin emilimini olumsuz etkilediginden,
iiriinlin besleyicilik degerini de diigiiriir. Et ve et
iiriinlerinin protein kalitesi, bag doku proteinlerinin
miktanyla iliskilidir (Zarkadas vd., 1988). Bag
doku  miktar1 yiiksek olan et  {riling,
sindirilebilirliginin diisiik olmasi ve esansiyel
aminoasitleri daha az icermesi nedeniyle diisiik

protein kalitesini isaret eder (Laakkonen wvd.,
1970). Hidroksiprolin aminoasidi bag dokunun
yapisini olusturan kolajen proteinine 6zgii ve kasin
fibriller protein yapisinda bulunmayan bir
aminoasittir (Young ve Pellet 1984). Bu nedenle
hidroksprolin tayini, et ve et iiriinlerinde bag doku
miktarinin belirlenmesinde kullanilir. Bugiine
kadar, mekanik ayrilmis et igeriginin; et
driinlerinin  fiziksel, kimyasal ve histolojik
Ozelliklerine etkisi pek ¢ok arastirmanin konusu
olmustur. Bu aragtirmalarda elde edilen sonuglara
gore, mekanik ayrilmis et i¢eriginin; et iiriinlerinin
fiziksel, kimyasal (Daros vd., 2005; Raphaeliedes
vd., 1998; Sarigoban ve Karakaya, 2005) ve
histolojik 6zelliklerini 6nemli derecede etkiledigi,
et Urlnlerinin yalnmiz kimyasal Ozellikleri veya
yalnizca histolojik muayene sonuglarina gore,
mekanik ayrilmis et igeriginin kesin olarak
belirlenemeyecegi  belirtilmistir (EFSA, 2013).
Botka-Petrak vd. (2011), mekanik ayrilmis tiim
tavuk etinin histolojik analizinde tipik olarak kas
dokusu ile birlikte yogun bir bigimde kemik-
kikirdak doku, deri dokusu, bag doku, lenf dokusu
ve vyag dokunun gorildiglini belirtmistir.
Ulkemizde tiiketilen mekanik ayrilmis et iceren
kanatli eti iiriinlerinin kimyasal 6zellikleri ile ilgili
az sayida calisma bulunmakla beraber, mekanik
ayrilmis et igeren kanath eti tirlinlerinin histolojik
yapisin1  irdeleyen bilimsel bir yaymma ise
rastlanmamistir. Bu arastirma ile iilkemizde
tiikketilen pili¢ etinden iiretilmis 1s1l islem gormiis
pili¢ sucuk, pili¢ salam ve pili¢ sosis tirlinlerinin
histolojik ve kimyasal Ozellikleri birlikte
irdelenmistir.

2. Materyal ve yontem

Arastirmamizda ulusal 6l¢ekli zincir marketlerde
satigsa sunulan 6 farkl ticari markaya ait 1s1l islem
gormiis pili¢ sucuk, pili¢ salam ve pili¢c sosis
numuneleri 2 farkli zamanda piyasadan satin
alinarak 3 paralel olmak {izere toplam 6 tekrarh
olarak analizler gergeklestirilmistir. Numuneler
ticari marka isimlerinden bagimsiz olarak N1, N2,
N3, N4, N5 ve N6 olarak isimlendirilmistir.
Mekanik ayrilmis kanath eti icermeyen pilig
etinden tretilmis 1s1l islem gérmiis pili¢ sucuk,
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pili¢ salam ve pili¢ sosis kontrol 6rnekleri ticari bir
et isletmesinden alinarak, 6 tekrarli olarak
analizleri gerceklestirilmistir. Numuneler satin
alindiklar1 zincir market subesinden laboratuvara
+4 °C’de soguk zincirde tagmmustir. Analize
alinmadan  Once  orijinal  ambalajlarindan
cikarilarak rendeleme yoluyla homojenizasyon
islemi gerceklestirildikten sonra nem analizi ve
histolojik  muayene i¢in hemen  analize
baglanmigtir. Diger kimyasal analizleri igin ise,
numuneler analiz edilinceye kadar -18°C’de
muhafaza edilmistir.

2.1. Histolojik muayene

Numunelerin histolojik analizi, TS 13511 (TSE,
2012) metoduna gore  gergeklestirilmigtir.
Homojenize edilmis numunenin 10 farkli yerinden
r= 0,5-1,0 cm boyutunda kiiresel sekilde alinan
pargalar %10’luk formol ¢6zeltisinde 12 saat tespit
edildikten sonra, doku takip cihazinda (Leica TP
1020, Almanya) dehidrasyon ve seffaflastirma
islemlerinden gegirilerek doku bloklama cihazinda
(Leica, Almanya), parafin ile bloklanmistir.
Mikrotom cihazi (Leica,RM 2125, Almanya) ile 5-
6 um kalinliginda alinan kesitler hematoksilen-
cosin ve {iglii boyama teknigi ile (Crossman, 1937)
boyanmustir. Uzeri lamel ile kapatilan preparatlar,
1 gece oda sicakliginda kurutulduktan sonra 1s1k
mikroskobu (NIKON Eclipse, Japonya) altinda
incelenmistir. 1 adet numune igin 10 preparat, 2
paralel olmak {iizere toplam 20 preparatta
mikroskobik incelemeler yapilmustir.

2.2. Nem, Kkiil, toplam protein, Ca ve
hidroksiprolin tayini

Nem tayini, Ornekler, 105+£2°C’de 12-18 saat
siireyle suyu uzaklastirildiktan sonra tartimlar
arasindaki farkin, 6rnek miktarina oranlanmasiyla
ylizde (%) olarak hesaplanmistir. (NMKL, 1991).
Kil tayini, oOrnekler 550+10°C kil firminda
tamamen beyazlasincaya kadar yakilarak tartimlar
arasindaki farkin 6rnek miktarina oranlanmasiyla
hesaplanmistir (NMKL, 1991). Toplam protein
tayini, Et ve et mamulleri —Azot muhtevasinin
tayini —Referans metot (AOAC, 2012) yontemine
gore yapilmistir. Kalsiyum tayini icin, drneklerin,
NMKL (2007) referans metoduna uygun olarak saf
nitrik asit ile mikrodalga kapali numune yakma
sisteminde parcalama islemi yapilarak, ICP-MS
(Agilent 7500 cx, Japonya) cihaz1 ile okumalar
gergeklestirilmistir. Hidroksiprolin tayini, NMKL-
AOAC (AOAC, 1990) standart metoduna gore
gerceklestirilmigtir. Renk donilisimi  saglanan

standartlarin ve Orneklerin spektrofotometrede
560+2 nm’de 4 noktali kalibrasyon egrisiyle
okuma iglemi yapilmistir. Elde edilen okuma
degerine gore hidroksiprolin miktart su sekilde
hesaplanmistir (AOAC, 1990):

Okunan deger X 0,25

Hidroksiprolin g/100 g = Numune miktart (g) X S (mL)

S: Seyreltmede hidrolizattan alinan hacim.

Elde edilen hidroksiprolin miktarinin 8 faktorii ile
carpilmasiyla toplam kolajen miktar1 (%)
hesaplanmistir.

2.3. Istatistiksel analiz

Aragtirmamiz kapsaminda incelenen numunelere
ait analiz sonuglarinin kontrol numunesine ait
sonuglar ile karsilastirilmasinda t-test, ANOVA ve
Duncan testleri kullanilmustir.

3. Tartisma ve sonug¢

Aragtirmamiz i¢erisinde piyasadan temin edilen 1sil
islem gérmis pili¢ sucuk, pili¢ salam ve pili¢ sosis
numunelerine ait histolojik muayene analiz
sonuglart Cizelge 1°de verilmistir. Arastirmamiz
igerisinde 6 farkli ticari markaya ait 1s1l islem
gormiis pilic sucuk numunelerinin histolojik
muayenesinde 4 adet numunede kemik doku
goriilme oram1  16/20 (hazirlanan 20 adet
preparattan 16 preparatta) ve iizeri, 1 adet
numunede ise 4/20 olarak bulunurken, mekanik
ayrilmis et igermeyen kontrol numunesi ile 1 adet
1s1l iglem gormiis pilic sucuk numunesinde ise
kemik doku goriilmemistir. Kontrol numunesi de
dahil olmak {tizere 7 adet 1s1l islem gormiis pili¢
sucuk numunesinin hicbirinde kikirdak dokuya
rastlanmamistir. Daha Onceki calismalarda 1s1l
islem gormiis (kirmizi et) veya fermente sucuklarin
histolojik muayenesinde kemik doku, kikirdak
doku, epitel doku, ser6-mukdz yapilarda bez
epiteli, sinir dokusu, farkli i¢ organlara ait kesitler
ile lenfoid yapilara (Atasever vd., 1999; Erdogrul,
2002; Ayaz vd., 2011, Sezer vd., 2013; Altun vd.,
2015; Ince ve Ozfiliz, 2016) siklikla rastlandig1
belirtilmistir. MAKE igeren pili¢ sucuklarin
histolojik incelenmesiyle ilgili herhangi bir
caligmaya rastlanmamustir. Arastirmamiz
neticesinde, daha dnce kirmiz1 etten tiretilen sucuk
ve sucuk benzeri irilinler {izerinde yapilan
caligmalarin sonuglarinin aksine, 1s1l islem gormiis
pili¢ sucuklarin histolojik muayenesinde kikirdak
doku, bez epiteli, lenfoid yapilar ile sinir
hiicrelerine daha az rastlanildig1 goriilmektedir
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Cizelge 1. Isil islem gormiis pili¢ sucuk, pili¢ salam ve pili¢ sosis numunelerine ait histolojik muayene

sonuclari

Numuneler - Kemik _ Kikirdak _ Deri _
Sucuk Salam  Sosis Sucuk Salam  Sosis  Sucuk Salam  Sosis

Kontrol 20 - - - - 18 18 12

N1 20 16 2 - 6 - - 10 16

N2 20 16 2 4 6 10 - 18 14

N3 20 18 2 - 6 10 18 6

N4 20 4 12 12 20

N5 20 16 2 8 2 6 14

N6 20 - 16 10 16 20 10

*n=Toplam preparat sayist

Piyasadan satin aliman 6 farkli ticari marka pilig
salam ve pili¢ sosis numunelerine ait histolojik
muayene sonuglarma gore, 5 adet pili¢ salam
numunesinden ve 3 adet pili¢ sosis numunesinden
hazirlanan 20’ser preparatta kemik ve kikirdak
doku goriilme orani, mekanik ayrilmis kanath eti
icermeyen kontrol numunelerine gore daha yiiksek
bulunurken, kontrol numuneleri de dahil olmak
lizere pili¢ salam ve pili¢ sosis numunelerinin
tamaminda deri dokusu goriilmiistiir. Mekanik
ayrilmis kanatli eti igeren emiilsifiye et {irlinleri ile
ilgili caligmalarda kikirdak dokunun mekanik
ayrilmig et igeriginin mikroskobik  olarak
belirlenmesinde O6nemli bir parametre oldugu,

kikirdak dokunun goriilme sikliginin daha fazla
oldugu, %30 ve {lizeri mekanik ayrilmig et
igeriginin mikroskobik olarak kolaylikla ayirt
edilebildigi bildirilmistir (Mohamed vd., 2016;
Moghtaderi vd., 2019; Pickering vd., 1995).
Aragtirmamizda pili¢ salam ve pili¢ sosis
numunelerinde elde edilen sonuclar, daha Once
yapilan ¢alismalarla paralellik arz etmektedir.
Arastirmamiz icerisinde incelenen 1si1l islem
gormiis pili¢ sucuk, pili¢ salam ve pili¢ sosis
numunelerine ait Kesitlerin hematoksilen-eosin
(HE) veya tiglii boyama teknigi; trikrom (TC) ile
boyanarak 151k mikroskobunda elde edilen bazi
goriintiileri Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil 3°te verilmistir.

Sekil 1.Pili¢ sosis kikirdak (A) TC boyama x10, Pili¢ salam kikirdak (B) TC boyama x10, Pili¢ sucuk kemik (C) TC
boyama x10.

Sekil 2. Pili¢ sosis deri (A) HE boyama x10, Pili¢ salam deri (B) TC boyama x10, Pili¢ sucuk deri (C) HE boyama
x10.
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TC boyama x10.

Tirk Gida Kodeksi Et Uriinleri Tebligine
(Anonim, 2018) gore, 1s1l islem gormiis sucuklarda
toplam et proteini kiitlece en az %14, emiilsifiye
iriinlerde ise en az %10 olarak belirlenmistir.
Arastirmamiz kapsaminda incelenen 1sil islem
gormiis pili¢ sucuk, pili¢ salam ve pili¢ sosis
numuneleri toplam et proteini acgisindan Et
Uriinleri Tebligi’ne uygun bulunmustur (Cizelge
2). Ayni zamanda, TSE Salam Standardi (TSE,
2017) ve Sosis Standardi (TSE, 2016)’na gore,
salam ve 1. siif sosis iiriinlerinde nem miktari
%65’1 gecmemesi  gerekliligi  bildirilmistir.
Arastirmamiz kapsaminda incelenen 6 farkli ticari
marka 1s1l islem gormiis pili¢ sucuk, pili¢ salam ve
pili¢ sosis numunelerinde tespit edilen nem miktari
standartlara uygun bulunmakla beraber, nem ve kiil
miktar1 agisindan daha 6nceki ¢alismalarda (Ertas
ve Kolsarici, 1983; Ince vd., 2018; Kolsarict vd.,
1986; Kuyumcu, 1999) 1si1l islem goérmiis sucuk
(kirmiz1 et), salam (kirmizi1 et) ve sosis (kirmizi et)
numunelerinde elde edilen degerlere benzerlik
gosterirken, protein ve hidroksiprolin miktar
acisindan ise daha diisiik diizeylerde oldugu
gorilmiistiir.  Yapilan  arastirmalarda  sosis
iirinlerine mekanik ayrilmig et ilave edildikce

protein miktarinin diistiigii belirtilmistir (Sarigoban
ve Karakaya, 2005; Daros vd., 2005; Pereira vd.,
2011). Gezgin ve Karakaya (2010), ulusal 6lgekli
iretim yapan 5 farkli ticari markaya ait mekanik
ayrilmis kanatli eti igeren kanath eti-kirmizi et
karistmi  sucuk numunelerinde nem miktarini
%38,18-47,53; kil  miktarim  %3,36-4,43
araliginda belirlemistir. Aragtirmamizda 1s1l islem
gormiis pili¢ sucuk numunelerinden elde edilen
nem ve kil miktar1 degerleri, bu ¢alisma ile ¢ok
yakinlik gostermektedir. Raphaelides vd. (1998),
parizien salamlarin bilesimine, mekanik ayrilmis
pili¢ eti ilavesi arttik¢a, salamlarin nem ve kil
miktarmin arttigimi  belirtmistir. Numunelerdeki
nem ve kil miktarinin mekanik ayrilmis et
igerigine bagl olmaksizin degiskenlik gdstermesi,
et Uriinlerinin iiretiminde kullanilan etin bilesimi,
elde edildigi karkas kisimlari, tiretim sekli, elde
edildigi hayvanin yasi, cinsi, beslenme sekli, gibi
cok c¢esitli faktorlere bagli olabilir. Kemiklerin
bilesimindeki kiil igeriginin; protein, yag miktari
ile birlikte kemigin elde edildigi hayvansal bolgeye
bagli olarak {izerinde kalan kikirdak, ilik gibi
faktorlerden de etkilendigi daha 6nce bildirilmistir
(Field, 2000).

Cizelge 2. Isil islem gormiis pili¢ sucuk, pili¢ salam ve pili¢ sosis numunelerine ait nem (%), kiil (%), protein
(%), hidroksiprolin (mg/100 g), kolajen proteini (%) ve Ca (mg/kg) miktarlar

Kontrol” 0 Nem Kl Protein  Hidroksiprolin  Toplam Kolajen Ca
Ormekleri (%) (%) (%) (mg/100 g) (%) (mg/kg)
Pili¢ Sucuk 6 49,26+0,01 3,16+0,02 14,70+0,2 80,83%+2,49 0,65+0,02 92,99+5,321
Pili¢ Salam 6 66,77+0,1 2,84d+0,0 9,50+0,0 52,56+0,9 0,42 +0,01 138,78+10
Pili¢ Sosis 6 64,99+0,1 3,05+0,0 10,07£0,0  48,09+0,8 0,38+0,01 145,16+0,3
Nem Kail Protein  Hidroksiprolin  Toplam Kolajen Ca
Numuneler (%) (%) (%) (mg/100 g) (%) (mg/kg)
(min-mak) (min-mak) (min-mak) (min-mak) (min-mak) (min-mak)
Pili¢ Sucuk 6 39,29-44,37 2,62-4,24 13,52-14,46 76,87-161,42 0,61-1,29 5254657
Pilic Salam ©  57,10-65,61 2,99-4,11 9,58-10,43 43,12-92,60 0,34-0,75 334,37-655,72
Pili¢c Sosis 6  63,83-66,99 1,85-3,34 9,53-11,00 52,84-83,78 0,42-0,64 121,47-555,41
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Tiirk Gida Kodeksi Et iiriinleri Tebligi (2018)’ne
gore, mekanik ayrilmig et iceren emiilsifiye et
tirlinlerinde 750 mg/kg Ca miktarina, mekanik
ayrilmig et icermeyen kanathi eti emiilsifiye ve
diger et iriinlerinde ise 350 mg/kg Ca miktarina
miisaade edilmistir. Arastirmamizda, 5 farkli
markaya ait pili¢ salam ve 3 farkli markaya ait pili¢
sosis numunelerinde ise Ca (mg/kg) miktarinin 350
mg/kg’in  lizerinde  oldugu  goriilmistiir.
Aragtirmamizda, kalsiyum miktart 350 mg/kg’in
tizerinde  bulundugundan dolayr igeriginde
mekanik ayrilmis et katkisi oldugu diisiiniilen 4
farkli marka pili¢ sucuk, 5 farkli marka pili¢ salam
ve 3 farkli marka pili¢ sosis numunelerinde
kalsiyum miktar1 (mg/kg), hidroksiprolin miktart
(mg/100 g), kolajen miktar1 (%) kontrol
numunesine gore istatistiksel olarak yiiksek
bulunmustur. Abdelrahman ve ark. (2020), Misir
piyasasinda tiiketilen 48 farkli emiilsiyon tip
iiriinde Ca miktarini ortalama 2.000 mg/kg (min
451 mg/kg- mak 6234 mg/kg), Aybek ve Karakaya
(2009a, 2009b), Tiirkiye’de satisa sunulan MAKE
igeren salam ve sosis iriinlerinde Ca (mg/kg)
miktarin1 sirasiyla  775-1.392 ve 1341-3.294
araliginda belirlemislerdir. Arastirmamizda elde
edilen Ca (mg/kg) degerlerinin neredeyse 10 kat
daha diisiik bulundugu goériilmektedir (Cizelge 2).
2010 yilindan once Tiirkiye’de gegerli yasal
mevzuatta (Anonim, 2000), et iiriinlerinde kanatl
et ve kirmizi et karisimlari ile mekanik ayrilmis et
ve sakatat kullaniminin heniiz siirlandirilmamis
olmasi ve iilkeler arasindaki mevzuat farkliligindan
dolay1 yasal mevzuatta miisaade edilen mekanik
ayrilmis et miktar1 ile kanathh et iiriinlerinin
bilesimine  giren  ingredientlerin  farklilig1
aragtirmalar arasinda Ca (mg/kg) miktarin
farkliligini agiklayabilir. Al-Najdawi ve Abdullah
(2002), mekanik ayrilmis pili¢ etinde Ca, Mn ve Zn
miktariin elle ayrilmis pili¢ etine gore yiiksek
bulundugunu belirtmistir.

TSE Salam Standardi (TSE, 2017) ve Sosis
Standard1 (TSE, 2016)’na gore, hidroksiprolin
miktar1 en c¢ok 312,5 mg/100 g olmalidir.
Arastirmamizda elde edilen hidroksiprolin
degerleri pili¢ salam numuneleri i¢in 43,12-92,60
mg/100 g, pili¢ sosis numuneleri i¢in 52,84-83,78
mg/100 g araliginda bulunmustur. Bu degerler,
TSE’nin belirledigi limit degerin ¢ok altindadir.
Pili¢ etinin kolajen bag doku oraninin diisiik olmasi
ile beraber (Petracci ve Cavani, 2012), et
iriinlerine uygulanan 1s1l iglemin derecesinin
kolajen miktarmi etkilemesi (Lepetit, 2008) bu
durumun  sebepleri  olarak  diisiiniilebilir.
Tiirkiye’de kanatli etinden iiretilen et {iriinleri i¢in

diizenlenmis farkli bir standart veya diizenleme
bulunmamaktadir. Mohamed vd. (2016), sosis
iretiminde uygulanan yiiksek sicakliklarin
kolajeni, jelatine donistiirerek miktarint 6nemli
seviyede disiirdiigiini belirtmistir.
Arastirmamizda kanatli etinden tretilmis pili¢
salam ve pili¢ sosis tiriinlerinde elde edilen kolajen
miktarlar1 (% 0,42-0,64), Mohamed vd. (2016)’nin
mekanik ayrilmis et iceren pilig sosis drneklerinden
ve piyasadan satin aldigi kanatli eti emdiilsifiye
iirtinlerinden elde ettigi kolajen proteini (%0.20-
0.76) miktarlarina yakinhik gostermektedir.
Arastirmamizda, Ca miktar1 350 mg/kg’in altinda
olan 2 farkli marka pili¢ sucuk, 1 farkli marka pilig
salam ve 3 farkli marka pili¢ sosis numunelerinde
ise kolajen miktar1 (%) kontrol Ornegine yakin
bulunmustur. Arastirmamizda incelenen pili¢ et
driinlerinin tamaminda elde edilen histolojik
muayene analiz sonuglan ile kalsiyum (mg/kg)
miktari, hidroksiprolin miktari, kolajen (%) miktari
sonuglarinin birbiriyle iligkili oldugu
goriilmektedir. Koolmees vd. (1986), Komrska vd.
(2011) ve Guelmamene vd. (2018), benzer olarak
mekanik ayrilmis etlerde kantitatif histolojik analiz
sonuglart ile kolajen analizleri sonuglar1 arasinda
glicli bir iliski bulundugunu ancak histolojik
muayene analiz sonucunun veya kimyasal analiz
sonuglarmin tek basma belirleyici olmadigi,
birbiriyle kombinasyon halinde yorumlanmasi
gerektigini vurgulamislardir.

Arastirmamizin ~ sonucunda, et iriinlerinin
bilesimine giren mekanik ayrilmis etin; et
driiniiniin ~ fiziksel, kimyasal ve histolojik
ozelliklerini etkiledigi goriilmektedir. Bu nedenle
et iirlinlerinin denetiminde bazi kimyasal analiz
sonuglartyla (kiil miktari, protein miktari, Ca
miktar1, hidroksiprolin miktari, toplam kolajen
miktar1) histolojik muayene sonuglarinin birlikte
degerlendirilmesinin, kanathh et {rilinlerinde
mekanik ayrilmig et tagsisinin belirlenmesinde
daha belirleyici olabilecegi sonucuna varilmistir.
Bununla beraber gida iiriinlerinin histolojik
muayenesinde, analiz sonuglarinin toplam preparat
sayisinda  gorillen  pozitifik  oram1  ile
degerlendirilmesinin, tagsis iiriin ile kontamine
iriiniin ayirt edilmesinde fayda saglayabilecegi
diisiiniilmekte olup bu konuda daha fazla arastirma
yapilmalidir.

4. Tesekkiir

Bu c¢alisma, TAGEM tarafindan desteklenen

TAGEM/HS/GY/ADU/18/A3/P1/729  numarali
projeye ait sonuglarin bir kismini icermektedir.
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Amag: Algler ve algal biyoteknoloji her gegen giin endiistrinin ve bilimsel arastirmalarin daha fazla dikkatini
¢cekmektedir. Makro ve mikroalglerin, protein, karbonhidrat, yag asitleri, vitamin, mineral, pigmentler gibi
hiicre i¢i ve dig1 metabolitleri; besin destegi, gida katki maddesi ve farmasdtik olarak pek ¢ok amagla
kullanilmaktadirlar. Ozellikle yag asitleri, pigmentler ve fenolik bilesiklerinin antibakteriyel, antioksidan,
antifungal ve antiviral ozelliklere sahip oldugu ve gida kaynakli hastaliklarin azaltilmasi ve 6nlenmesinde
kullanilabilecegi bildirilmektedir. Gergeklestirilen bu ¢alismada, uygun kiiltiir kosullarinda iiretilen Spirulina
platensis mikroalginin, farkli solventler (su, metanol, hekzan) ile elde edilen ekstraktlarinin gidalarda bozulma
ve ekonomik kayiplara sebep olan Aspergillus flavus ve Penicillium verrucosum kiiflerine karsi antifungal
etkisi disk diflizyon yontemi kullanilarak incelenmistir.

Materyal ve yontem: Ekstraktlarin eldesinde kullanilacak solvent:biyokiitle oranlar ile solvent tiirii ve
antifungal aktiviteyi tespit igin kullanilacak ekstrakt konsantrasyonlari etkili degisken faktorler olarak
belirlenmistir. Proses degiskenlerinin etkisini optimize etmek i¢in yilizey yanit metoduna (YYY) (Responce
Surface Methodology, RSM) bagli merkezi tiimlesik tasarim (Central Composite Design, CCD) kullanilmisgtir.
Buna gore elde edilen degisken parametreleri solvent:biyokiitle igin 4-16 (-a, +a)) ve ekstrakt konsantrasyonu
icin 6-54 mg/mL (-0, +a) olarak tespit edilmis ve denemeler gergeklestirilmistir.

Bulgular ve sonu¢: Yapilan denemelerde, su ile elde edilen ekstraktlar herhangi bir aktivite gosteremezken,
metanol ekstraktlari en yliksek antifungal aktiviteyi gostermistir. Her iki kiif tiirii i¢in de en etkili parametre
olarak belirlenen solvent:biyokiitle oraninin “4” oldugu metanol ekstraktlarinda, inhibisyon zonu her iki kiif
tiirii i¢in de “9 mm” olarak tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Spirulina platensis; antifungal aktivite; Aspergillus flavus; Penicillium verrucosum
Abstract

Objective: Algae and algal biotechnology have attracted increasing attention in industry and scientific
research. Intracellular and extracellular metabolites of macroalgae and microalgae, proteins, carbohydrates,
fatty acids, vitamins, minerals, pigments, etc., are used for many purposes as food supplements, food additives,
and pharmaceuticals. It has been reported that especially fatty acids, pigments, and phenolic compounds have
antimicrobial, antioxidant, antifungal, and antiviral properties and can be used to reduce and prevent foodborne
diseases. In this study, the antifungal effect of the extracts of Spirulina platensis microalgae, which grown
under suitable culture conditions, with different solvents (water, methanol, hexane) against Aspergillus flavus
and Penicillium verrucosum molds, which cause food spoilage and economic losses, was investigated using
disc diffusion method.

Materials and methods: Solvent:biomass ratios and extract concentrations with solvent-type were used as
variable factors to determine antimicrobial activity. The process variables (3 factors with 4 levels) were applied
within the response surface methodology (RSM) with central composite design (CCD). Experiments were
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carried out due to the determined variable parameters as 4-16 (-a, +a) for solvent:biomass ratio and 6-54

mg/mL (-a, +a) for extract concentration.

Discussion and conclusion: According to the results obtained, the extracts obtained with water did not show
any activity, while the methanol extracts showed the highest antifungal activity. In methanol extracts, where
the solvent/biomass ratio, which was determined as the most effective parameter for both mold species, was
“4”, the inhibition zone was determined as “9 mm” for both Aspergillus flavus and Penicillium verrucosum.

Keywords: Spirulina platensis; antifungal activity; Aspergillus flavus; Penicillium verrucosum

1. Giris

Gida maddeleri pek ¢ok mikroorganizmanin
gelisimi ve bunlarin toksinlerinin {iretimi igin
oldukca uygun bir ortam olarak karsimiza
cikmaktadir. Bakteriler, kiifler ve mayalar gida
giivenligi ve 1riin kalitesi acisindan biiyiik
problemlere neden olmaktadir. Aspergillus ve
Penicillium tiirleri gidalarda bozulmalara neden
olan en 6nemli kiif cinsleridir. Kiiflerin gidalarda
gelisimi alerjik etkili bilesikler ile birlikte
mikotoksin adi verilen toksin bilesiklerin
olusumuna da sebep olmaktadir. Bu toksinler
kanserojen etki gosteren ve sagliga zararl
bilesiklerdir (Luz vd., 2017; Pawlowska vd., 2012).
Gidalarin  raf Omriiniin  uzatilmasi, duyusal
niteliklerin iyilestirilmesi, kalite
karakteristiklerinin korunabilmesi adina pek c¢ok
katki maddesi kullanilmaktadir. Ancak
mikroorganizmalarin bu katki maddelerine direng
gostermeleri, kullanilan katkilarin son {iriinde
kalint1 birakabilmeleri ve tiiketici gruplarinin son
yillarda dogal iiriinlere ilgi gostermeleri sebebiyle,
bu kimyasal maddelerin yerine dogal olarak
koruyucu etki gosteren katki maddelerine ilgi
giderek artmaktadir (Yilmaz, 2019).

Bitkisel ve sucul bir kaynak olarak nitelendirilen
mikro ve makroalgler pek ¢ok endiistride tercih
edilen bir proses bileseni olarak karsimiza
cikmaktadir. Ozellikle  mikroalgler ~ hem
biyokiitleleri hem de farkli izolat ya da ekstraktlart
ile ilag ve gida endiistrisinde kullanilmaktadir
(Sarkar vd., 2020). Bitkisel ve mikrobiyal
matrislerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda,
yaygin olarak cesitli solvent tiirleri
kullanilmaktadir. Su, etil asetat, metanol, etanol,
aseton ve hekzan siklikla kullanilan solventlerdir.
Genel olarak hekzan, karotenoitleri ve klorofili
uzaklastirirken; metanol ise sekerleri, organik
asitleri ve diisiik molekiiler agirlikli fenolleri
ekstrakte edebilmektedir (Moure vd., 2001,
Tantawy, 2011). Fenolik bilesikler gibi algal
biyokiitle bilesenlerinin de antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Pagnussatt vd., 2013; Souza vd.,
2011). Alglerin antimikrobiyal aktivitesi klorofil
tirevleri, terpenler, fenolik maddeler, alifatik

bilesenler ve  silfiir igeren  heterosiklik
bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Bu bilesenlerin
yaninda  antimikrobiyal  aktivitenin = bazi
aminoasitler, florotanninler, steroidler, halojenli
ketonlar ve alkanlar, siklik polisiilfitler ve yag
asitlerinden de kaynaklandigi  belirtilmistir
(Martelli vd., 2020).

Diinyada endiistriyel diizeyde iiretimi yapilan alg
tiirlerinden biri olan Spirulina spp., igerdigi yiiksek
miktardaki pigmentler, protein ve gamma linolenik
asit (GLA) gibi metabolitler sebebiyle oldukea
Oonem tasiyan bir mikroalg tiiriidir. S. platensis
tiriiniin iiretiminin ve hasadinin kolay olmasi,
ayrica yapisindaki bu yiiksek katma degerli
maddeleri yiiksek miktarda biriktirmesinden dolay1
organizmanin potansiyel liretimi bu liriinler {izerine
yogunlagsmigtir. ~ S.  platensis  mikroalginin
sentezledigi bu bilesiklerin potansiyel antioksidan,
antibakteriyel, antifungal ve antiviral madde olarak
tanimlanabilecegi ve gida kaynakli hastaliklarin
azaltilmasi ve Onlenmesinde kullanilabilecegi
bildirilmektedir (Al-Ghanayem, 2017; Hoseini vd.,
2013). Mikroalgler ile gergeklestirilen pek ¢ok
calismanin varliginin yani sira, bu alglerin ya da
bilesiklerinin gidalarda koruyucu katki maddesi
olarak  degerlendirilmesi  ¢alismalari  Onem
kazanmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Spirulina
platensis mikroalginin farkli solvent:biyokiitle
orant  kullanilarak  elde  edilen  fenolik
ekstraktlarinin  gidalarda bozulmalara ve gida
kaynakli hastaliklara neden olan Aspergillus ve
Penicillium kiiflerine kars1 antifungal aktivitelerini
incelemektir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal

Schossler ortamindaki Spirulina platensis, Yalova
Universitesi Gida Biyokimyas1 ve Biyoteknolojisi
Laboratuvari'nda 25+2°C, 150 pmol foton m2s*'de
24 saatlik kesintisiz aydmlatma kosullar ile
2 L'lik bir fotobiyoreaktorde gelistirilmistir.
Antimikrobiyal aktivite tespiti i¢in kullanilan
suslar (Aspergillus flavus CCT 1217 ve Penicillium
verrucosum) Thermo Fisher (MA, ABD) firmasi
tarafindan temin edilmistir.

Spirulina platensis ekstraktlarinin antifungal aktivitelerinin incelenmesi
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2.2. Yontem
2.2.1.Orneklerin hazirlanmasi

Kiilttirler optik yogunluk takibinden elde edilen
sonuca gore, logaritmik fazin bitimi ve duraklama
fazinin baslamasiyla birlikte 0,45 pm g6z
acikligina sahip olan Whatman GF/C membran
filtre -kagitlarindan vakumlu siizme diizenegi
kullanilarak hasat edilmistir. Elde edilen yas
biyokiitleler liyofilizatorde (Teknosem, TRS2/2V,
Tiirkiye) -68°C’de 30-40 Pa basing altinda 18-24
saat  kurutulmustur.  Kurutulan  biyokiitle,
boyutlarinin kiigiiltiilmesi i¢in 6giitiiciide (IKA, M
20, Almanya) ogiitiilerek, ekstraksiyon islemine
kadar hava almayacak bir sekilde ambalajlanarak
bekletilmistir.

2.2.2.Ekstraksiyon Islemi

Toz haline getirilmis Spirulina  biyokiitlesi
belirlenen oranlarda ve cinslerde solventler
kullanilarak, Farasat vd. (2013) tarafindan
belirlenen metodun gelistirilmesi sonucu, 45°C’de
20 dk. ultrasonik su banyosunda birakilmis ve
ardindan oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Bu
islemden sonra ekstrakt 4.500 rpm’de 10 dk.
sireyle santrifiij edildikten sonra silipernatant
alinarak donerli buharlastiricida (Buchi, R-3)
solventlerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Solvent
uzaklastirildiktan sonra Cizelge 1’de belirtilen
konsantrasyonlardaki ekstraktlar hazirlanmigtir.
Konsantrasyonlar1 ayarlanan ekstraktlar benzer
caligmalarda oldugu iizere antimikrobiyal aktivite
testlerinde kullanilmak {izere +4°C’de karanlikta
muhafaza edilmistir.

2.2.3. Antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi

Spirulina platensis’e ait farkli ekstraktlarin kiifler
iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla disk
difiizyon yontemi kullanilmistir (Usharani vd.,
2015). 6 mm capinda olan bos steril disklere her
konsantrasyondan 40 pl alg ekstrakti emdirilmistir.
2,3 x 10® kob/mL kiif siispansiyonlar1, Sabouraud’s
dekstroz agar (SDA) yiizeyine yayilmis ve 30°C’de
7 giin inkiibasyona birakilmistir. Ardindan farkl
diliisyonlarda algal ekstrakti iceren diskler kiif
yayillmis besiyeri iizerine yerlestirildikten sonra
30°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Negatif kontrol olarak sadece metanol ve hekzan
emdirilmis diskler kullanilmistir.  Inkiibasyon
stiresi sonunda disklerin etrafinda inhibisyon
zonlar1 olusup olugmadigr gozlenerek disklerin
¢evresinde olusan inhibisyon zonlari milimetrik
cetvel kullanilarak Ol¢lilmiistiir. (Glimis ve
Unliisayn, 2016).

2.2.4.Deneysel tasarim ve istatistiksel analiz

Algal ekstraktlarin  antifungal aktivitelerini
optimize etmek amaciyla Yiizey yanit yontemi
(YYY) bagh merkezi tiimlesik tasarima gore, 3
faktorlii ve 4 farkli seviyede deneme deseni
kullanilmistir (Cizelge 1). Solvent:biyokiitle orani
ve ekstrakt konsantrasyonu numerik faktor, solvent
cinsi ise kategorik faktdr olarak secilmis ve 26
deney sayisindan olusan bir deneme deseni
belirlenmistir. Deneme deseni, optimizasyon
verilerinin varyans analizi ve 3 boyutlu yiizey yanit
grafikleri Design Expert 11.0.5 paket programi
kullanilarak olusturulmustur.

Cizelge 1. Deneme deseni faktorleri ve faktor degerleri

. Bagimsiz
Faktor Degisken -a -1 1 o
A Solvent:Biyokiitle 4 5 15 16
Orani
B Ekstrakt 6 10 50 54
Konsantrasyonu
C Solvent Cinsi Hekzan — Metanol

3. Bulgular ve tartisma

Bu calisma, Spirulina platensis 6rneklerinin
metanol, hekzan ve sudan elde edilmis
ekstraktlarinin  Aspergillus ve Penicillium tiirii
kiifler iizerine olan etkilerini saptamak amaciyla
gercgeklestirilmistir.

Cizelge 2. Spirulina platensis ekstraktlarinin fungal
inhibisyon zonu (mm)

Deney Aspergillus  Penicillium

Sayist B C flavus verrucosum
Zon (mm)
1 16 30 Metanol 0 0
2 10 54 Metanol 8 8,5
3 10 6 Hekzan 0 0
4 15 10 Hekzan 0 0
5 10 54 Hekzan 5 5
6 16 30 Hekzan 0 0
7 10 30 Metanol 6 5
8 10 30 Hekzan 7 7,5
9 15 50 Hekzan 0 0
10 10 6  Metanol 0 0
11 10 30 Hekzan 7,5 8
12 15 10 Metanol 0 0
13 10 30 Hekzan 7,5 7,5
14 10 30 Hekzan 7 6,5
15 10 30 Hekzan 7 6,5
16 4 30 Metanol 9 9
17 10 30 Metanol 6 6
18 4 30 Hekzan 9 8,5
19 10 30 Metanol 7,5 8
20 15 50 Metanol 0 0
21 5 10 Hekzan 5 6
22 5 50 Metanol 8 8,5
23 10 30 Metanol 6 7
24 5 10 Metanol 8 8
25 5 50 Hekzan 7,5 7,5
26 10 30 Metanol 7 7,5

A: Solvent:biyokiitle orani (h:h), B: Ekstrakt konsantrasyonu,
C: Solvent cinsini ifade etmektedir.
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Solvent olarak hekzan ve metanol kullanilarak elde
edilen ekstraktlarda go6zlenen antifungal etki
inhibisyon zonu Cizelge 2’de verilmistir. Cizelge
2’den agikg¢a goriildiigli gibi yapilan denemeler
sonucunda metanol kullanilarak elde edilen en
yiiksek  inhibisyon zonu 9 mm olarak
belirlenmigtir.

Regresyon analizi bagimsiz degiskenler ve cevap
arasindaki iliskiyi belirlemek icin yapilmaktadir.
Regresyon analizinde, lineer, kuadratik, kiibik,
logaritmik  ve  ters regresyon  modelleri
karsilastirmali olarak incelenmistir. Her iki kiif
tiiri icin modellerin uyumu, uyum eksikligi testi
(lack of fit), diizeltilmis R? ve tahmini R? degerleri
gibi li¢ faktoriin sayisal degeri ile belirlenmistir.
Inhibisyon zonu i¢in model belirleme analizine
gore, uyum eksikligi degerinin uyumsuz
olmasindan, diizeltilmis R? ve tahmini R?

Cizelge 3. Aspergillus flavus icin ANOVA sonuglari

degerlerinin yiiksek olmasindan ve ayni zamanda
bu iki degerin makul Ol¢iide birbirine yakin
olmasindan dolay1 kuadratik modelin uygun
oldugu sonucuna ulasilmistir (Cizelge 3 ve Cizelge
4).

Varyans analizi (ANOVA) genellikle deneysel
sonuglar1 daha iyi tanimlamak i¢in kullanilan bir
yontem olup, yiilksek F degerine ve disiik p
degerine sahip bir modelin anlamli oldugu kabul
edilirken, en disik p degeri regresyon
denklemindeki en etkili parametreyi
gostermektedir (Azma vd., 2011). Bu c¢alismada,
cevap ile bagimsiz degiskenler arasindaki iligkinin
aragtirilmasi amaciyla merkezi tiimlesik tasarim
yontemi ile kuadratik model igin ANOVA
gergeklestirilmistir. A. flavus ve P. verrucosum
inhibisyonu i¢in ANOVA analizi Cizelge 3 ve
Cizelge 4’te verilmistir.

Kareler Toplami df Ortalama Kare F-degeri p-degeri
Model 241,48 8 32,55 61,89 <0.0001 *
A-Solvent:Biyokiitle Orani 182,41 1 182,41 374,00 <0.0001 *
B-Ekstrakt Konsantrasyonu 1,20 1 42,25 2,45 0,1398
C-Solvent 0,0008 1 0,9031 0,0016 0,9689
AB 0,7813 1 0,7812 1,60 0,2263
AC 0,8903 1 0,0879 1,83 0,1981
BC 1,20 1 15,25 2,45 0,1398
A? 22,63 1 42,29 46,40 <0.0001 *
B? 12,63 1 19,22 25,90 0,0002 *
Uyum Eksikligi 4,23 6 0,9493 2,17 0,1537
Hata 2,60 8 0,2875
R? 0,9725
Ayarlanmis R? 0,9568
Tahmin edilen R? 0,8785
*p<0,05 istatistiki agidan onemli farkliliklar: gostermektedir.
Cizelge 4. Penicillium verrucosum icin ANOVA sonuglar1
Kareler Toplam1 df Ortalama Kare F-degeri p-degeri
Model 251,26 8 31,41 19,86 < 0.0001 *
A 189,03 1 189,03 119,51 < 0.0001 *
B 8,22 1 8,22 5,19 0,0377 *
C 0,2329 1 0,2329 0,1473 0,7065
AB 0,5000 1 0,5000 0,3161 0,5823
BC 0,9419 1 0,9419 0,5955 0,4523
A? 0,0784 1 0,0784 0,0496 0,8268 *
B2 15,13 1 15,13 9,57 0,0074 *
Uyum Eksikligi 16,93 7 2,42 2,84 0,0831
Hata 6,80 8 0,8500
R? 0,9137
Ayarlanmig R? 0,8677
Tahmin edilen R? 0,7247

*p<0,05 istatistiki agidan dnemli farkliliklar: gostermektedir.
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Modelin dogrulugu ve uyumu biiyiik F degerleriyle
birlikte p degerleri <0,05 oldugundan istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. A. flavus kiifii igin,
Modele ait F degeri 61,89 olarak belirlenmis ve
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Kuadratik
model incelendiginde A, A% B? faktorleri dnemli
olarak, C faktorii ise Onemsiz olarak belirlenmistir.
Ayni zamanda uyum eksikligi p degeri 0,1537
olarak belirlenmis ve istatistiki agidan Onemsiz
bulunmustur, ancak F degerinin 2,17 olarak
belirlenmesi yiizde 10’dan diisiik bir oranda
modelde sapmaya sebep olabilmektedir.

Cizelge 4’te Spirulina  ekstraktlarmnin ~ P.
verrucosum tizerine etkilerinin istatistiksel analiz
sonuclar1 verilmistir. Modele ait F degeri 19,86
olarak belirlenmis ve istatistiki olarak G&nemli
bulunmustur. Kuadratik model incelendiginde A,
B, A%, B? faktorleri 6nemli olarak belirlenmistir.
Aymi zamanda uyum eksikligi p degeri 0,0831
olarak belirlenmis ve istatistiki ag¢idan Gnemsiz
bulunmustur, ancak F degerinin 2,84 olarak
belirlenmesi ylizde 10’dan diisiik bir oranda
modelde sapmaya sebep olabilmektedir.

Cizelge 5. Optimize faktor degerleri ve model validasyonu

Her iki kif tirii i¢in de varyans analizleri
incelendiginde, ayarlanmis ve tahmin edilen
(6ngoriilen) R? degerlerinin sirasiyla 0,9568 ile
0,8785 (Cizelge 3) ve 0,8677 ile 0,7247 (Cizelge 4)
oldugu goriilmektedir ki bu da modelin 6zellikle A.
flavus inhibisyonu i¢in tatmin edici oldugunu
gostermektedir. Ayrica uyum eksikligi degerleri,
gelistirilen modelin uyumunu belirleyici 6zellik
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum Spirulina
platensis ekstraktlarinin antifungal aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilan kuadratik modelin
anlamli oldugunu ve yanit ile bagimsiz degiskenler
arasinda iyi bir iliski bulundugunu gostermektedir.

Inhibisyon  deneylerinin  optimum  kosullari,
inhibisyon zonu degerlerinin maksimum diizeyde
oldugu ve ekstraksiyon konsantrasyonu ile
solvent:biyokiitle oraninin deney aralifinda ve
minimum oldugu, Design Expert yazilimi ile
belirlenmis ve optimizasyon standardi ve optimum
bagimsiz degiskenleri Cizelge 5'te verilmistir.

Faktor Aralik En Diistik En Yiiksek

A: Solvent:Biyokiitle Orant enaz 4 16

B: Ekstrakt Konsantrasyonu enaz 5 50

C: Solvent Deger araligt Hekzan Metanol

Aspergillus flavus en ¢ok 7

Penicillium verrucosum en ¢ok 7 -

Solvent:Biyokiitle Ekstrakt Solvent Aspergillus flavus Penicillium verrucosum

Orani Konsantrasyonu Beklenen Gergeklesen Beklenen Gergeklesen
4,00 32,00 Metanol 9,10 8,90 9,51 9,30

Optimum proses degiskenleri; solvent:biyokiitle
orani, ekstrakt konsantrasyonu ve ekstrakt
eldesinde kullanilacak solvent cinsi sirastyla 4, 32,
10 mg/mL ve metanol olarak belirlenmistir. Bu
proses kosullarinda inhibisyon zonu olugumu A.
flavus ve P. verrucosum i¢in sirasiyla 9,10 ve 9,51
mm olarak model vasitasiyla tahmin edilmis ve
gercgeklestirilen validasyonun ardindan 8,90 mm ve
9,30 mm olarak tespit edilmistir.

Algal biyokiitlenin kendisinin ya da ekstraktlarinin
gida katki maddesi olarak degerlendirilme
caligmalart “gidalarin zenginlestirilmesi” iizerine
kurgulanmis  algal  biyokiitlenin ya da
ekstraktlarinin “antimikrobiyal etkileri” gz ardi
edilmistir. Oysa mikroalglerin gida katki maddesi
olarak kullanildigt bazi c¢alismalarda yapilan
mikrobiyolojik analizler, biyokiitlenin kendisinin
ve ekstraktlarinin  bakteri gelisimini inhibe
etmesiyle birlikte kiif ve mayalarin da gelisimini
inhibe edebildigini gostermektedir (Ak vd., 2016;

Almeida vd., 2021; Sahin ve Ozturk, 2021). Gida
katki maddesi olarak degerlendirilmek istenen
algal ekstraktlarin gida matriksinde kullanim
miktari, lirliniin tekstiirel ve reolojik niteliklerinin
yant sira duyusal ozelliklerini de
etkileyebilmektedir. Alglerin antibakteriyel ve
antifungal aktiviteleri, gidalarda algal bilesiklerin
kullanim sikligini ve ¢esitliligini de etkileyebilecek
bir faktor olarak degerlendirilmelidir. Bu nedenle,
gida matriksine alglerin ilavesi c¢aligmalariin
yalnizca fizikokimyasal ve tekno-fonksiyonel
acidan degil, ayn1 zamanda mikrobiyolojik agidan
ve raf Omrii agisindan da degerlendirilmesi
gerekmektedir.

Ekstraksiyon elde etme yontemleri de kullanilan
solvent cinsi kadar Onem  tasimaktadir.
Gergeklestirilen ¢aligmalarda farklilik gosteren
ekstrakt konsantrasyonu faktorii igin ekstraktin
elde edilis yontemi, sicaklik ve diger prosesler
onem tasimaktadir. Algal ekstraktlar1 {izerine
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gerceklestirilen calismalar solvent etkinliginin,
ayn1 zamanda kullanilan ekstraksiyon yontemi ile
de ilgili oldugunu ortaya koymaktadir (Keddar vd.,
2020). Ug¢ boyutlu yiizey yanit grafiklerinde
metanol ve hekzandan elde edilen sonuglarin
benzerliginden de anlagildigr lizere (Sekil 1 ve
Sekil 2), calismada kullanilan her iki kif tiirii igin
de solvent degiskeninin antifungal aktiviteye etkisi
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Ancak
buradaki calisgma sonuglari ile uyumlu olacak
sekilde Souza vd. (2011), metanol ekstraktlarinin
sayisal olarak daha yiiksek inhibisyon zonu
olusturdugunu rapor etmistir. Antifungal etkinligin
hem alg tirlerine hem de ekstraksiyon igin
kullanilan ~ solvent cinsine bagli  oldugu
belirtilmektedir (Mohy EI-Din ve Mohyeldin,

Aspergillus flavus

30

20
B: Ekstrakt Kensantrasyonu {mg/ml)

2018). Metanoliin yiiksek polaritesi sebebiyle
antimikrobiyal bilesiklerin ekstraksiyonunda daha
basarili ve yiliksek bir verimlilik sagladig
bildirilmistir  (Ponnanikajamideen vd., 2014;
Radhika vd., 2012).

Parametrenin etkilesim davranigini anlayabilmek
icin, calismada “solvent” faktorii sabit tutularak
degisken faktorler i¢in kuadratik polinom modele
dayali yanit yiizey grafikleri incelenmistir.
Spirulina biyokiitlesinden hekzan ve metanol
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin
solvent:biyokiitle orani ve kullanilan ekstrakt
konsantrasyonu faktorleri ile iliskileri Aspergillus
flavus i¢in Sekil 1°de verilmistir.

Aspergillus flavus

A: Solvent/Biyomas Oranl1 30

20
B: Ekstralkt Konsantrasyonu (mg/ml)

b

Sekil 1. A. flavus i¢in hekzan (a) ve metanol (b) ekstraktlarinin yiizey yanit grafikleri

Penicillium verrucosum

20
B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Penicillium verrucosum

A: Selvent/Biyomas Orani !

50

30

20
B: Ekstrakt Konsantrasyonu {mg/ml)
b

Sekil 2. P. verrucosum igin hekzan (a) ve metanol (b) ekstraktlarinin yiizey yanit grafikleri
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Solvent:biyokiitle oram1 arttikca ve ekstrakt
konsantrasyonu artis gosterdikce elde edilen
inhibisyon  zonunda azalma  gdzlenmistir.
Penicillium verrucosum kiifii i¢in de degisken
faktorler benzer etkiye sahip olmustur (Sekil 2).
Solvent:biyokiitle  oranmnin  10’un  iizerine
cikmastyla, her iki kif tiiri i¢in de, elde edilen
inhibisyon  zonlarinda  ciddi  bir azalma
gbzlenmistir. Elde edilen verilerden farkli olarak,
Al-ghanayem (2017) gergeklestirdigi g¢alismada
Aspergillus ve Penicillium kiiflerine karst
inhibisyon etkisini inceledigi Spirulina platensis’in
ekstraksiyonunda su ve metanol kullanmis ve
ekstrakt konsantrasyonunun 150 mg/mL’ye
arttirtlmasi ile inhibisyon zonunun arttifini tespit
etmistir. Sonuclardan, ekstraktlarin antifungal
aktivitesinin patojenik ve filamentli kiiflere karsi
etkili oldugu gortilmektedir. Spirulina platensis'in
hekzan ve metanolik esktraktlarinin Aspergillus
spp. Uzerindeki inhibitor etkileri  Onceki
caligmalarda da tespit edilmistir (Kumar vd.,
2011). Benzer antifungal aktivite Kaushik ve
Chauhan (2008) ile Usharani vd. (2015) tarafindan
da Dbelirlenmistir. Calismalarda elde edilen
inhibisyon degerleri birbirine yakin olmakla

beraber, diger arastirmalarin aksine
gergeklestirilen denemelerde ekstrakt
konsantrasyonu 30 mg/mL civarina

diistiriildiigiinde elde edilen inhibisyon zonu daha
yiiksek (9 mm) olmustur. Ayn1 zamanda, ekstrakt
konsantrasyonu solvent:biyokiitle oraninin azaldigi
durumlarda artis gdstermis, ancak yine 10’un
iizerindeki oranlarda ekstrakt konsantrasyonu
degerlerinden bagimsiz olarak inhibisyon zonlari
tespit edilememistir.

Musbah vd., (2019) Spirulina platensis ile birlikte
5 farkli alg ektraktinda gergeklestirdigi antifungal
aktivite analizlerinde 100 mg/mL metanolik
Spirulina ekstraktinin Candida tiirlerine kars1
ortalama 28,33 mm inhibisyon zonu olusturdugunu
bildirmistir.  Caligmada elde edilen zon
olusumundan ¢ok daha yiiksek degerleri
bulunmasina ragmen, antimikrobiyal aktivite i¢in
gerceklestirilen  ekstraksiyon igleminde ideal
solventin metanol oldugu sonucuna
ulagilabilmektedir. Spirulina platensis, Chlorella
vulgaris, Sargassum vulgare ve Sargassum wightii
alglerinden elde edilen metanolik (%70)
ekstraktlarin  Candida albicans, Tricophyton
rubrum ve Microsporum canis kiiflerine karsi
inhibisyon niteliginin degerlendirildigi baska bir
calismada da inhibisyon zon degerleri 25 mm’den
yiiksek tespit edilmistir (El-Sheekh vd., 2015).
Abedin ve Taha (2008) antifungal etkiyi
mikroalglerin gelistirilmesi evresinden
etkilendigini ifade ederek farkli besiyeri
konsantrasyonlar1 kullandig1 caligmasinda

metanolik Spirulina platensis ekstraktlarinda 2
cm’den kiiciik inhibisyon zonlar1 elde edilmistir.
Gozlemlenen zon degerlerindeki farkliliklar
kullanilan ekstrakt ve solvent konsantrasyonu
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan caligmalar
Spirulina tiirlerinde antifungal 6zellik gosteren
bilesiklerin ~ polifenoller,  siklik  peptitler,
lipopolisakkaritler ve alkaloitler oldugunu ve bu
yapilarin  kiif gelisimini durdurabildigi hatta
kiiflerin varligin1 yok edebildigini bildirmistir.
Metanolik  ekstraktlariin  giiglii  antifungal
aktivitesi ise yiiksek toplam fenolik igerigi ile
aciklanabilmektedir (Abdel-Moneim vd., 2022;
Elshouny vd., 2021; Gheda ve Ismail, 2020,
Abedin ve Taha, 2008).

4. Sonug¢

Calisma  sonucunda  Spirulina  platensis
mikroalgine ait biyokiitleden metanol kullanilarak
elde edilen ekstraktlarmm  Aspergillus ve
Penicillium kiiflerine kars1 etanole gore daha etkin
oldugu bulunmustur. Solvent oraninin arttig1
durumlarda ve kullanilan ekstraktin
konsantrasyonu azaldiginda inhibisyon zon
olusumunda da azalma gozlenmistir. Metanol
kullanilarak gerceklestirilen validasyon
caligmalarinda, biyokiitlenin 4 kat1 kadar solventin
kullanildig1 ve ekstraksiyon konsantrasyonunun 32
mg/mL oldugu kosullarda disk difiizyon yontemine
gore inhibisyon zonu Aspergillus flavus igin 8,90
mm ve Penicillium verrucosum igin ise 9,30 mm
olarak tespit edilmistir. Buna goére Spirulina
biyokiitlesinin metanolik ekstraktlart biyoaktif
icerikleri sebebiyle patojenik kiiflere kars etkin bir
koruyucu katki maddesi olarak kullanimi miimkiin
olmaktadir.

Biyolojik ajanlar i¢in kaynak arayisinda “algler”
onemli bir baglangic noktas1 olmakla birlikte algal
ekstraktlardaki  biyoaktif bilesiklerin  “dogal
koruyucu katki maddesi” olarak kullanimi da ilgi
¢ekici bir alandir. Sonu¢ olarak, gelecekteki
aragtirmalarin ~ yonii  biyoaktif  bilesenlerin
izolasyonu, saflagtirllmast ve tamimlanmasi
calismalar1 ile biyolojik beklentilerin
karsilanmasina yonelik olacaktir.
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Abstract

Objective: Allergic reactions to food are among the major food safety concerns in especially industrialized
countries. The primary treatment for food allergy is avoidance of the allergen food. Investigation of allergens
in food products is important in terms of ensuring food safety and protecting consumer health. In this study, it
was aimed to determine the allergenic proteins in several food matrices using the proteomics technigue and to
investigate their stability after heat treatment.

Materials and methods: Hazelnut, almond, walnut, pistachio and sesame were used as material. After protein
extraction and enzymatic digestion, unroasted samples were analyzed by liquid chromatography quadrupole
time-of-flight mass spectrometry (LC-Q-TOF/MS). Firstly, specific allergen peptides were determined in
unroasted samples with the help of MS/MS data and databases. After roasting of samples at 130°C, 150°C and
170°C up to 30 minutes, stability of allergen peptides was investigated.

Discussion and conclusion: After roasting at different time intervals and temperatures, the mass spectrum of
the samples were examined in the database and it was observed that some peptide sequences lost their stability,
while others continued to exist. Two peptide sequences were determined as markers for hazelnut, almond,
walnut, pistachio and sesame, which maintain their stability after roasting.

Keywords: food allergy; allergens; LC-Q-TOF/MS; proteomics
Oz

Amac: Gidaya kars1 gelisen alerjik reaksiyonlar 6zellikle gelismis iilkelerde gida giivenligi agisindan dnemli
bir sorun teskil etmektedir. Gliniimiizde alerjinin 6nlenmesinin tek yolu kisilerin alerjen iceren gidalarn
tiiketmekten kaginmasidir. Gidalarmn alerjen maddeler yoniinden incelenmesi {iriin giivenilirliginin saglanmasi
ve tiiketici saghigmin korunmasi agisindan onemlidir. Bu ¢alismada bazi gidalardaki alerjen proteinlere ait
peptit dizilimlerinin proteomiks teknigi kullanilarak tanimlanmasi ve 1sil islem sonrasi stabilitelerinin
arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve yontem: Materyal olarak badem, findik, ceviz, Antep fistigi ve susam kullanilmistir.
Kavrulmamig 6rnekler, protein ekstraksiyonu ve enzimatik parcalanma iglemleri sonrasi sivi kromatografisi
kuadropol ugus zamanl kiitle spektrometresi (LC-Q-TOF/MS) ile analiz edilmistir. ilk olarak kavrulmamis
orneklere ait kiitle spektrum (MS/MS) verileri, veri tabanlarinda incelenerek her 6rnek i¢in spesifik olan alerjen
peptit dizilimleri belirlenmistir. Daha sonra 6rneklere 130°C, 150°C ve 170°C’de 30 dakikaya kadar kavurma
islemi uygulanarak peptit dizilimlerinin kararlilig1 incelenmistir.
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Tartisma ve sonug¢: Farkli siire ve sicakliklarda kavurma islemi sonrasi 6rneklere ait kiitle spektrumlari veri
tabaninda incelenmis ve baz1 peptit dizilimlerinin varligim1 devam ettiritken bazilarin ise stabilitelerini
kaybettigi gozlenmistir. Findik, badem, ceviz, Antep fistig1 ve susam i¢in kavurma islemi sonrasi stabilitesini
devam ettiren ikiser adet peptit dizilimi marker olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: gida alerjisi; alerjenler; LC-Q-TOF/MS; proteomiks

1. Introduction

Food allergy is an immunological reaction
developed against a protein or a different
component in some foods and poses a global risk
to public health (Costa et al., 2016). Symptoms of
an allergic reaction may involve the skin, the
gastrointestinal tract, the cardiovascular system,
and the respiratory tract (Johansson et al., 2001;
Koksel et al., 2011). 5% of children and 3-4% of
adults in Western countries are estimated to be
affected by food allergy (Meyer et al., 2019;
Sicherer and Sampson, 2010). Although it is
known that about 200 foods cause allergic
reactions; milk, eggs, peanuts, nuts, shellfish, fish,
wheat, and soy account for 90% of allergic
reactions (Liew et al., 2009). Most of the allergens
found in these foods are water-soluble
glycoproteins in sizes of 10 to 70 kDa and have
stability against heat, acid, and proteases (Jiménez-
Saiz et al., 2015). Plant food allergens can be
classified based on their structural or functional
properties. The most common plant proteins that
cause allergic reactions are prolamins, globulins
and protein groups involved in the plant defense
mechanism (Breiteneder et al., 2004).

Currently there are no proactive treatments
available for food allergy beyond the careful
avoidance of allergenic foods, and even the
consumption of very small amounts of these
allergenic foods can be life-threatening for some
people. The best way to manage to prevent an
allergic reaction is to avoid consuming the food
that cause allergy. Therefore, issuing legal
regulations regarding the declaration of allergens in
foods is important. EC/ 1169/2011 directive of the
European Union involves provisions regarding the
declaration of allergens on food labels
(Anonymous, 2017). In Tiirkiye, on the other hand,
the regulations for the declaration of allergens are
included in the Turkish Food Codex Regulation on
Labelling and Food Information to Consumers
(Anonymous, 2017). Allergens that are mandatory
to be declared on the labels of foods are gathered
under 14 groups and allergen components or
allergen processing aids are required to be
specified in the ingredients list by using the
allergen substance or product names clearly.
Although there are legal regulations, undeclared

allergens may also be detected in some food
products as a result of inadequate equipment
sanitation, cross-contamination or mislabeling
(Parker et al., 2015). It is important to identify the
allergens present in foods in order to secure the
health of individuals with food allergies and to
ensure that safe foods are delivered to consumers.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
tests and polymerase chain reaction (PCR)
analyzes are among the most preferred methods for
the detection of allergens in foods, but these
methods have some constraints as well (Prado et
al., 2016). Complexity of the food matrix, partial
degradation of proteins by microorganisms during
fermentation, alterations in the structure of proteins
caused by reactions occurring during food
processing, such as Maillard reactions, difficulties
in isolating DNA from some foods can lead to
obtaining false positive or false negative results in
allergen analysis by ELISA and PCR (Jayasena et
al., 2015; Sancho and Mills, 2010).

In recent years, as an alternative to those
techniques, analysis methods based on mass
spectrometry have been used extensively in the
identification, characterization and quantitation of
food allergens. Offering high sensitivity and
accuracy, the capability to perform analyzes
without being affected by many limitations arising
from the structure of proteins, and to perform
multiple analyzes of allergens in a single analysis
mode are among the reasons for preferring MS
technique despite requiring high costs and
expertise (Carrera et al., 2018; Dhondalay et al.,
2018).

Since MS-based allergen analysis methods rely on
tracing selected peptides as markers of allergenic
components found in foods, the selection of these
markers constitutes one of the most important step
in method development and affects the robustness
and sensitivity of analytical data (Pilolli et al.,
2021). In addition to being specific to the relevant
allergen, these marker peptides should be stable
during food processing and preferably free from
amino acids prone to alterations. However, foods
may be exposed to different processes such as heat
treatment, fermentation, hydrolysis, ultrasonic
applications and irradiation during the production
process and some changes may occur in the
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allergenicity of foods depending on these applied
processing conditions (Onwude et al., 2017;
Pushpa et al., 2018; Yao et al., 2015).

Heat treatment applications are widely used in food
production and affect allergenicity by causing
structural alterations in the protein structure.
Although there are some studies on evaluating the
stability of allergens after heat treatment for
different food matrices; it still constitutes a field of
study for researchers, as its effect on allergen
proteins will vary depending on the complexity of
the food matrix and heat treatment conditions
(Chassaigne et al., 2007; VVan Boxtel et al., 2008).

In this study, it was aimed to determine the peptide
sequences of allergen proteins in hazelnut, almond,
walnut, pistachio, and sesame using LC-QTOF/MS
and to investigate their stability subsequent to heat
treatment.

2. Material and method
2.1. Material

In the study almond (Prunus dulcis L.), hazelnut
((Corylus avellana L.), walnut (Juglans regia L.),
pistachio (Pistacia vera L.) and sesame (Sesamum
indicum L.) were used as materials. Hazelnut
samples were procured from Hazelnut Research
Institute in Giresun, and almond samples were
procured from Pistachio Research Institute in
Gaziantep. Walnut, pistachio, and sesame samples
were procured from the market. The studies on the
detection of allergens in the samples were first
performed on unroasted samples. In order to
investigate the heat stability of the peptide
sequences, the samples were roasted at different
temperatures (130°C, 150°C, 170°C) and times (15-
30 minutes).

Protein extraction

Food samples

Selection of
marker
peptides

—_—le
4 @ .ﬁ Enzymatic digestion * B}

Proteins Peptides

2.2. Chemicals

Acetonitrile  (99.9%), methanol  (99.9%),
ammonium bicarbonate (Bioultra, 99.5%), dibasic
sodium phosphate (99%), Tris (hydroxymethyl)
aminomethane (TRIS) (99.9%), phosphoric acid
(Bioultra, 85%), bovine serum albumin (analytical
purity), dithiothreitol (DTT) (98%), iodoacetamide
(IAA) (Bioultra), trypsin enzyme (bovine
pancreas), and Bradford marker (0.1-1.4 mg/ml
protein) were purchased from Sigma Aldrich (St.
Louis, USA). hydrochloric acid (HCI; 37%) and
formic acid (98-100%) were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). Ultra-pure water
was obtained using the Milli-Q System (USA).

2.3. Protein extraction

Protein analysis of the samples was performed in
accordance with the method of AOAC 990.03
(Anonymous, 2002). In order to determine the ideal
extraction solvent for protein extraction in the
samples, preliminary experiments were carried out
using 200 mM (pH 7.5) TRIS/HCI, 50 mM
ammonium carbonate, 50 mM dibasic sodium
phosphate and 0.01 M HCI buffers. After
homogenization procedure, 3 mL of extraction
solution was added to the samples weighing 90 mg
and mixed in vortex for 60 min. After
centrifugation at 1699 xg for 5 min, the extracts
were prepared by filtering through 0.22 um PVDF
(Millipore Millex-HV, Merck). The amount of
protein in the extracts was determined according to
the Bradford method (Kruger, 2009).

2.4. Optimization of incubation time

In order to obtain peptide from proteins, trypsin
enzyme was added to extracts and incubated at
37°C for 2-24 h. The tryptic digests were analyzed
by LC-QTOF/MS and the peak areas of peptides at
different times were compared to determine the
ideal incubation for peptide analysis.
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MSMS spectra

Figure 1. Workflow for selection of marker peptides
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2.5. Sample preparation

Sample preparation was carried out using the
procedure described by Sealey-Voyksner et al.
(2016) with slight modifications. Briefly, an
amount of 90 mg of matrix material was extracted
with 3 mL extraction buffer (200 mM TRIS/HCI,
pH 7.5), mixed in vortex at 20°C for 60 min.
Subsequently, DTT solution was added and held at
37°C for 20 min to facilitate the breaking of
disulfide bonds. After the sample cooled down to
room temperature, alkylation was carried out with
IAA. Then 25uL of a 1 mg/mL trypsin solution
prepared in 50 mM sodium phosphate was added
for enzymatic digestion and the samples were
incubated at 37°C for 18 h. The digested extracts
were centrifuged at 1699xg for 5 min and analyzed
in the LC-QTOF/MS equipment

2.6. LC-QTOF/MS analysis

LC-MS analysis of tryptic digests were performed
using an Agilent HPLC-1260 (USA) system and an
Agilent 6550 high-definition Q-TOF mass
spectrometer. Shematic diagram of the workflow
was given in Figure 1. Tryptic digests were injected
on a Poroshell 120 EC reverse phase C18 analytical
column (4.6 x 100 mm, particle size 2.7 pm)
(Agilent Technologies, USA). The sample injec-
tion volume was 5 pL, at a final flow rate of 0.6
mL/min. Ultra-pure water (0.1% formic acid) and
acetonitrile (0.1% formic acid) were used as mobile
phase. The applied gradient was as follows: 2 min,
5% B; 2—20 min, 5-60% B; 20—22 min, 60-95% B;
22-23 min, 5% B. The analysis was performed in
the positive ionization mode with the mass range
setting at m/z 100-2500. The optimized instrument
conditions were set as follows; drying gas 200°C at
14 L/min; nebulisation gas 30 psi; sheath gas
350°C at 11 L/min; capillary voltage of 3500 V;
nozzle 1000 V; fragmentor 300 V. The reference
masses 121.0509 (Purine) and 922.0098 (HP-0921)
were used for internal mass calibration. Each
sample was analysed in triplicate.

3. Discussion
3.1. Extraction of samples

Extraction solvents including 200 mM TRIS/HCI,
50 mM ammonium carbonate, 50 mM dibasic
sodium phosphate and 0.01 M HCI buffer were
evaluated for the extraction of proteins in hazelnut,
almond, pistachio, sesame and walnut samples.
The extraction yield of the different solvent was
assessed. Protein recovery was calculated by
comparing the experimental protein concentrations
(mg/mL) assayed in sample extracts by Bradford
assay with total protein content of samples assayed
by AOAC 990.03. The extraction yields in
percentage obtained for each solvent are given in
Table 1. The highest extraction yield in the samples
was obtained through 200 mM TRIS/HCI (pH 7.5),
while the lowest extraction yield was obtained
through 0.01 M HCI buffer.

There are studies conducted on the extraction yield
of proteins in foods by applying various extraction
solvents at different pH ranges. In a study
conducted by Sze-Tao and Sathe (2000), the
highest amount of protein in walnut extracts was
determined by applying 0.1M NaOH solution, and
it was declared that the solubility was minimum
when the pH was around 4, on the other hand, the
solubility increased when pH < 3 and pH > 6. De
Angelis et al. (2018) performed extraction
experiments with phosphate buffered saline (PBS),
TRIS/HCI, urea-TBS (Tris buffered saline) and
ammonium bicarbonate solvents for protein
extraction in peanuts and hazelnuts. As a result of
their study, the highest extraction yield (53%) in
the samples was obtained with TRIS/HCI, while
the lowest extraction yield (37%) was obtained by
applying phosphate buffered saline. Furthermore,
in the studies conducted on the extraction of
proteins in nuts by Sealey-Voyksner et al. (2016)
and Calinoiu et al. (2013); the highest extraction
yield was obtained by applying TRIS/HCI (pH 7.5)
solution in parallel with the results of our study.

Table 1. Comparison of extraction yields for samples provided by different buffer compositions

50 mM Ammonium 0,01 M HCI . ggiTmMpE(;SSE;e 200 mM TRIS/HCI
carbonate (pH 2.5-3) (pH 8) (pH 7.5)
Hazelnut 59.19+1.54°P 15.68+0.95 ¢ 49.49+1.57 ¢ 71.77+1.67 2
Almond 61.84+1.57° 14.78+1.35 ¢ 47.77£1.39 ¢ 72.19+0.84 @
Pistachio 72.32+2.11° 13.14+1.55¢ 63.54+1.93 ¢ 79.2840.86 2
Sesame 62.59+1.52°b 14.57+1.274¢ 55.47+0.76 ¢ 67.81+£1.66°2
Walnut 53.22+2.71° 12.46+1.22 ¢ 45.53+1.04 ¢ 62.08+1.52 2

Values are expressed as the mean + standard deviation of three replicates. Different letters in the same row indicate a statistically

significant difference at p<0.05.
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3.2. Optimization of trypsin digestion

Digestion of allergenic proteins to tryptic peptides
is required for reproducible LC-MS analysis. In
order to determine the ideal incubation time for
trypsin digestion, one peptide was selected for
hazelnut and almond. Extracts obtained from
hazelnut and almond were incubated with trypsin
at intervals from 2 to 24 h. Progress of the tryptic
digestion was determined via LC-QTOF/MS and
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peptide peak area was used as a measure of
digestion efficiency and compared for different
incubation time. Examining the data on the peak
areas of the peptides from prunin and Cor a 9
allergens, the optimum time for enzymatic
digestion was determined as 18 h to achive the best
sensitivity and formation of target peptides (Figure
2). After 18 h, the peak areas of the peptides started
to decrease.

—@— Pru du
6.02

Cora.9.1

20 25 30

Incubation time (hours)

Figure 2. Peak area of peptides belong to almond allergen Pru du 6.02 and hazelnut allergen Cor a 9.1 during
incubation.

In a study analyzing egg, milk and peanut allergens
in biscuits by LC-MS/MS, protein/trypsin ratio and
different incubation times in the range of 2-16 h
were investigated. The optimum incubation time
for all allergen peptides was determined as 4 h (Boo
et al.,, 2018). Korte and Brockmeyer (2016)
identified allergens in different food matrices such
as bread and chocolate through the proteomics
technique. In order to complete the enzymatic
digestion process after protein extraction, they
incubated the extracts for 14 h at 37°C, similar to
the time applied in our study. In a study conducted
by Nitride et al. (2019) investigating the effect of
extraction and enzymatic digestion processes on
the quantitative determination of egg and milk

allergens by mass spectrometry, it was revealed
that the peptide density increased after 16 h in the
enzymatic digestion of lysozyme and ovalbumin,
and after 4 h in the enzymatic digestion of casein.

3.3. Determination of allergen peptide
sequences in samples

Tryptic digests were analysed using LC-QTOF/MS
to obtain peak lists from acquired MS/MS data and
MASCOT database search tool was used to
determine characteristic marker peptides for each
sample. Firstly; MS and MS/MS spectra of tryptic
digests were obtained. The total ion chromatogram
and MS/MS spectra of hazelnut allergen are shown
in Figure 3 and Figure 4, respectively.
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Figure 3. Total ion chromatogram of hazelnut sample
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Figure 4. MS/MS spectra of hazelnut allergen Cora 9
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Raw mass spectra were converted to Mascot
Generic Format (.mgf) and searched using
MASCOT software (Matrix Science, Boston, MA,
USA) against the NCBI-Prot/Swiss-Prot database.
While making identification in MASCOT
software, trypsin enzyme was chosen as the
constant modification to ensure consistency among
databases and to obtain ease of comparison. In the
software, the section of taxonomy was selected as
green plants. 1.2 Da peptide mass tolerance, 0.5 Da
MS/MS tolerance, carboxymethyl as fixed
modification, and 2+, 3+ and 4+ peptide charge
states were also selected. For determining the

Table 2. List of the peptides discovered in the samples

allergen peptide sequences that are markers,
particular attention was paid to the selection of
peptide sequences that best match the proteins in
the SwissProt/NCBIprot libraries. In addition,
peptide sequences with less than 6 amino acids
were not selected as markers, as their specificity
was accepted low. Similarly, peptide sequences
with more than 25 amino acids were also
eliminated due to their large mass and
complications in identifying cleavage ions. The list
of potential marker peptides for hazelnut, almond,
pistachio, sesame, and walnut allergens is given in
Table 2.

Samples Sequences Accurate mass Charge Retention Allergen
(Latin name) q (m/z) state time protein name
INTVNSNTLPVLR 720.9121 +2 11.283 Cora9
Hazelnut ALPDDVLANAFQISR 815.4344 +2 9.567 Cora9
(Corylus avellana L.) VQVLENFTK 539.3021 +2 4,213 Corall
’ VQVVDDNGNTVFDDELR 967.9582 +2 12.127 Cora9
AFSWEVLEAALK 682.7123 +2 13.716 Corall
ALPDEVLQNAFR 686.8626 +2 13.524 Prunin
Almond TDENGFTNTLAGR 698.3254 +2 9.688 Prun!n
(Prunus dulcis L.) TEENAFINTLAGR 718.3596 +2 6.569 Prun!n
’ VQVVNENGDPILNDEVR 955.4829 +2 10.579 Prunin
QEGGQGQQQFQGEDQLDR 1024.4575 +2 8.517 Prunin
LVLVALADVGNSENQLDQYLR 1165.6205 +2 14.107 Pis v 2.0201
Pistachio MQIVSENGESVFDEEIR 991.4637 +2 11.633 Pis v 2.0201
(Pistacia vera L.) IQIVSENGESVFDEEIR 982.4853 +2 13.524 Pis v 2.0201
FVLGGSPQQEIQGSGQSR 937.9731 +2 9.215 Pis v 2.0201
ISTINSQTLPILSQLR 892.5181 +2 13.325 Sesi6
Sesame SPLAGYTSVIR 582.3124 +2 9.408 Sesi6
(Sesamum indicum L.) IPYVFEDQHFITGFR 623.6494 +2 14.512 Sesi3
IQSEGGTTELWDER 810.8792 +2 13.842 Sesi 6
DLPNECGISSQR 659.8064 +2 10.395 Jugrl
Walnut ATLTLVSQETR 609.8381 +2 8.842 Jugr2
(Juglans regia L.) LLGFGINGENNQR 716.3722 +2 12.962 Jugr2
GEEMEEMVQSAR 698.2989 +2 7.867 Jugrl
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In line with our study Ansari et al. (2012),
identified marker peptides in hazelnut samples by
LC-MS/MS after extraction and enzymatic
digestion with trypsin. ALPDDVLANAFQISR
and INTVNSNTLPVLR sequences are belong to
the Cor a 9 allergen that are found in both studies.
In our study, the VQVLENFTK sequence (Cor a
11.0101) from Cor a 11 allergen of hazelnut was
determined as marker, and Ansari et al. (2012)
identified the peptide sequences of
AFSWEVLEAALK and LLSGIENFR of the Cor a
11 allergen as markers. It is believed that the
difference in the marker sequences determined in
the hazelnut samples may be due to the differences
in the cultivars, extraction solvents and equipments
used in the studies. Korte et al. (2016) determined
marker peptides for almond and hazelnut allergens
in chocolate, ice cream and bread matrices using
proteomics technique.

In parallel with our results, INTVNSNTLPVLR
and VQVVDDNGNTVFDDELR peptide
sequences in hazelnut, and ALPDEVLQNAFR and
TDENGFTNTLAGR peptide sequences in
almonds are found as markers. The peptide
IQSEGGTTELWDER was identified also by other

researchers as significant peptide markers for
sesame (Ma et al., 2000).

3.4. Investigating the heat treatment
stability of allergen peptide sequences

Following the determination of the potential
marker peptides in the unroasted samples, the heat
stability of selected peptides was investigated by
applying roasting process at different temperatures
and time intervals. Peptide sequences that maintain
their stability after roasting process were identified
as marker peptide in order to detect allergens in
food samples.

The effects of different roasting temperatures on
the signals of the peptide sequence of
INTVNSNTLPVLR, a hazelnut allergen, and
VQVVVNENGDPILNDEVR, an almond allergen,
can be seen in Figure 5 and Figure 6, respectively.
Analyzing the ion chromatograms, it is seen that
although the peak areas decrease with temperature,
they still exist at 170°C. It is thought that the
decrease in the signals results from decline in the
protein content of the extracts and the denaturation
of the protein structure after roasting process
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Figure 5. Extracted ion chromatogram of INTVNSNTLPVLR peptide at different roasting temperatures
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Figure 6. Extracted ion chromatogram of VQVVNENGDPILNDEVR peptide at different roasting temperatures
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Figure 7. Extracted ion chromatogram of ALPDDVLANAFQISR peptide (A: Unroasted hazelnut, B: Roasted
hazelnut at 170°C)

Food processing techniques including
fermentation, hydrolysis, heat treatment, high
pressure applications and extrusion can cause
alterations in the allergic properties of proteins in
foods (Cucu et al., 2011; Mills and Mackie 2008;
Su et al., 2004; Verhoeckx et al., 2015). However,
each protein is affected differently by these
processes. Factors such as the type of heat
treatment applied, temperature, heat treatment
time, pH can lead to alterations in the
physiochemical properties of allergen proteins.
Ambiguities regarding the effects of heat treatment
on the physical and chemical properties of proteins
complicate establishing methods for the detection

of allergen proteins in particular (Parker et al.,
2015). Within the scope of study, two marker
peptides maintaining their stability and giving
higher intensity after roasting process were
selected as markers in order to determine the
almond, hazelnut, pistachio, walnut and sesame
allergens in food samples, and information on
marker peptides are shown in Table 3. Other
peptides which didn’t give reproducible responses
and had low intensities after roasting process were
removed from the marker peptide list. The MS/MS
spectrum of selected peptides is unique and shows
no cross reactivity with other samples according to
NCBI-Prot/Swiss-Prot database.
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Table 3. List of the marker peptides selected for each sample, including the retention time, parent ion mass and product ions

mass

Sample Sequence

Accurate Charge Retention Product
mass (m/z) state time ions

INTVNSNTLPVLR
Hazelnut
(Corylus avellana L.)

VQVVDDNGNTVFDDELR

175.1193
720.9121 +2 11.283 228.1349
484.3248
228.1342
967.9582 +2 12.127 327.2020
794.3662

ALPDEVLOQNAFR
Almond
(Prunus dulcis L.)

VQVVNENGDPILNDEVR

213.0872
686.8626 +2 13.524 342.1299
157.1337
228.1346
955.4829 +2 10.579 72.0806
327.2020

LVLVALADVGNSENQLDQYLR

Pistachio
(Pistacia vera L.)
MQIVSENGESVFDEEIR

86.0950
1165.6205 +2 14.107 213.1578
397.2762
260.1084
991.4637 +2 116.33 104.0535
373.1922

ISTINSQTLPILSQLR
Sesame
(Sesamum indicum L.)

SPLAGYTSVIR

183.1481
892.5181 +2 13.325 284.1600
413.1473
104.0534
582.3124 +2 9.408 258.0902
428.1689

DLPNECGISSQR
Walnut
(Juglans regia L.)

GEEMEEMVQSAR

461.2389
659.8064 +2 10.395 820.3981
270.1504
155.0791
698.2989 +2 7.867 291.1627
674.0930

There are several studies investigating the effects
of heat treatment applications on allergen proteins
conducted by different researchers. In the study
conducted by Lopez et al. (2012), it was reported
that autoclaving at 138°C for 15-30 min caused a
decrease in allergen-specific IgE levels in
hazelnuts and it was concluded that this decrease
may be related to the decline in the solubility of the
protein. Cabanillas et al. (2014) revealed that
pressure and temperature (256 kPa, 138°C) applied
to walnuts reduced the binding capacity of IgE for
Jug r 4 walnut allergen. On the other hand, in a
study carried out on walnuts, Sordet et al. (2009)
demonstrated that the allergen Jug r 1 was resistant
to heat treatment at 90°C. It was reported that dry
roasting had no effect on the IgE binding capacity
of pistachio allergenicity depending on
temperature, while steam roasting led to a decrease
in IgE binding capacity due to temperature-induced
protein aggregation (Noorbakhsh et al., 2010).
Sealey-Voyksner et al. (2016) stated that the
decrease occurring in the signals of allergen
peptide sequences in nuts after heat treatment may
be due to the alteration in protein structure due to
glycosylation. Allergens from lipid transfer
proteins or seed storage proteins are more stable to

heat treatments. There are present studies
indicating that the allergen peptides of Cor a 8, Cor
a 9, Cor a 11 in hazelnut maintain their stability
after heat treatment in the range of 140-185°C
(Dooper et al., 2008; Wigotzki et al., 2000). In
almonds, Pru du 1 loses its stability, while Pru du
6, which is an 11S globulin protein, maintains its
stability (De leon et al., 2003).

4. Conclusion

The development of reliable methods for the
detection of food allergens is very crucial in order
to control compliance with the legislation on food
labeling and to minimize the risks to allergic
consumers. In the study, peptide sequences of
allergen proteins in unroasted hazelnut, almond,
walnut, pistachio, and sesame were primarily
determined. Subsequently, the stability of the
peptide sequences against heat treatment was
investigated by applying the roasting process at
different times and temperatures. Two peptide
sequences that maintained stability after roasting
process at 170°C for 30 minutes were determined
as markers. During the development of allergen
detection method, peptides giving higher intensity
were preferred. Up to now, various methods have

Determination of allergens in several food matrix with proteomics approach and investigation of heat stability of allergen proteins
Nurcan Aysar Giizelsoy; Filiz Cavusg; Yasemin Sahan



Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 28:74-85 (2022/2) 83

been developed to detect some food allergens,
however, it is still important to develop a rapid
method for simultaneous detection of several food
allergens in a single analysis. The presented
method has a high potential for the further
development of additional methods for detection of
allergen proteins in complex food matrices.
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Amag¢: Bu calismada, dogal yogurtlardan izole edilmis Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus suslarmi antibiyotik direngliliklerinin fenotipik ve genotipik olarak
belirlenmesi amag¢lanmustir.

Materyal ve yontem: Calismada dogal yogurtlardan izole edilen ve tanimlamalar1 yapilan Kahramanmarag
Siit¢ii imam Universitesi, Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Biyoteknoloji
Laboratuvar: stoklarinda muhafaza edilen Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus suslarmin antibiyotik direnglilikleri fenotipik (disk diflizyon) ve genotipik (PCR ile) olarak
belirlenmigtir.

Tartisma ve sonug: Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarinda
en yiiksek diren¢ kanamisin (%51) antibiyotigine karsi bulunmustur. Bunu streptomisin (%11), kloramfenikol
(%10) ve vankomisin (%8) antibiyotikleri izlemektedir. Antibiyotik direng genlerini incelemek igin yapilan
PCR uygulamalar1 sonucunda, aph(3')-11la (%95), str (B) (%36), blaZ (%100) ve van (E) (%67) genleri
bulunmustur. Disk difiizyon yontemi ile kanamisine direng gosterdigi tespit edilen suslarin %60’inda aph(3')-
Illa bolgesi, streptomisine direng gosterdigi tespit edilen suslarin %36’sinda str(B) bolgesi, vankomisine
direng gosterdigi tespit edilen suslarin %44’tinde van (E) bolgesi, penisiline direng gésterdigi tespit edilen
suslarin tamaminda BlaZ bolgesi saptanmustir. Disk difiizyon yontemi ile direngli bulunan izolatlarin %51 inde
direng genleri tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile gida kaynakli baz1 bakterilerin antibiyotik direng genleri igin
rezervuar olabilecegi sonucuna varilabilir.

Anahtar kelimeler: antibiyotik direnglilik; disk difiizyon; laktik asit bakterisi; Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus; Streptococcus thermophilus; genotipik tanimlama

Abstract

Objective: In this study, the detection of phenotypic and genotypic antibiotic resistance for Streptococcus
thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains isolated from natural yogurts was aimed.

Materials and method: Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains
were isolated from natural yogurt and kept in the Kahramanmaras Sutcu Imam University, Faculty of
Engineering and Architecture, Food Engineering Department, Biotechnology laboratory stocks of which
characterizations were determined phenotypically (with disc diffusion) and genotypically (with PCR).

Discussion and conclusion: Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
isolates were found to have the highest resistance against kanamycin (51%), followed by streptomycin (11%),
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chloramphenicol (10%) and vancomycin (8%). As the result of PCR applications to examine antibiotic
resistance genes, aph(3')-llla (95%), str (B) (36%), blaZz (100%) and van (E) (67%) genes were found.
Utilizing the disc diffusion method, the aph(3’)-I1la region was found in 60% of kanamycin-resistant strains,
the str(B) region was found in 36% of streptomycin-resistant strains, the van(E) region was found in 44% of
vancomycin-resistant strains, and the BlaZ region was found in all penicillin-resistant strains. Resistance genes
were detected in 51% of the isolates examined to be resistant by disc diffusion. With this study, it can be
concluded that some foodborne bacteria may be reservoirs for antibiotic resistance genes.

Keywords: antibiotic resistance; disc diffusion; lactic acid bacteria; Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus; Streptococcus thermophilus; genotypic identification

1. Giris

Antibiyotik  direng, bir mikroorganizmanin
antimikrobiyal bir ajanin yok edici veya liremeyi
durdurucu etkisine kars1 koyabilme yetenegi olarak
tanimlanabilir (Durupinar, 2001). Bakterilerin
antibiyotiklere direng kazanmasi hayvansal ve
tarimsal silireglerde antibiyotik kullanimi agisindan
hem gida hem de klinik mikrobiyolojide dikkate
almmaktadir (Terkuran vd., 2019). Bakteriler,
yapisal veya islevsel Ozelliklere sahip olmasi
sonucu antibiyotiklere dogal olarak direncli
olabilmesinin yani sira kromozomal genlerin
mutasyonu veya ekzojen DNA edinimi yoluyla da
antibiyotik direng gelistirebilmektedir (Nawaz vd.,
2011). Yapisal direng ve kromozomal mutasyona

baghh direng, yatay yayilma icin diisik bir
potansiyel  gosterirken,  hareketli  genetik
elemanlarin (6rnegin plazmitler veya

transpozonlar)  edinilmesinden  kaynaklanan
direncin yayilmasi ¢ok daha kolay olabilmektedir
(Manaia, 2017). Antibiyotik direncine iliskin
onceki epidemiyolojik calismalar, temelde klinik
olarak ilgili patojenik bakterilere odaklanmisken
(Mathur ve Singh 2005), son ¢alismalarda, iyi bir
probiyotik olarak bilinen Lactobacillus ve
Bifidobacterium  gibi  patojenik  olmayan
bakterilerin de antibiyotik dirence sahip olabilecegi
ve  antibiyotik  diren¢  genlerinin  insan
patojenleriyle birlikte diger mikroorganizmalara
yayllmasina neden olabilecegini gostermektedir
(Sharma vd., 2014; Celik vd., 2016; Fatahi-Bafghi
vd., 2021). Biitin bunlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda gida iriinleri, patojenik
olmayan Dbakterilerden tiiketicilere antibiyotik
direncinin bulagsmasina yol acan kritik bir yayilma
etkeni olarak hizmet edebilmektedir. Ozellikle,
fermente gidalar, ¢ok sayida patojenik olmayan
antibiyotik  direngli ~ bakteriyi  yapilarinda
barindirarak, antibiyotik direncinin bir rezervuari
olarak hizmet edebilmektedir (Hereros vd., 2005;
Ammor vd., 2007; Gazzola vd., 2012; Morandi vd.,
2015; Wang vd., 2019; Zarzecka vd., 2022).

Bakteriyel antibiyotik direncinin kiiresel olarak
yayilmasi, yiiksek tibbi maliyet, hastaneye yatis

vakalarinin artmasi ve 6liim oranlarinin artmasiyla
tim diinyada biiylik bir sorun haline gelmistir.
Antibiyotige direngli bakterilerle enfekte olan ve
bunun sonucunda 6len kisilerin sayilar1 her gecen
giin artmaktadir. Bu nedenle, tarimsal gida gibi
cesitli sektorlerde yayillmayr kontrol etmek ve
antibiyotige direncli bakterilerin riskini azaltmak
icin diren¢ profillerinin arastirilmasi acil ve
zorunlu bir ihtiyagtir (Chai vd., 2014; Tavsanl vd.,
2021).

Glinlimiizde gida giivenliginin uluslararasi alanda
onem  kazanmasiyla  birlikte,  mikrobiyal
bozulmalara kars1 ekonomik kayiplarin 6nlenmesi,
gida kaynakli hastaliklarin azaltilmasi ve hizla
artan diinya niifusunun gida ihtiyaglarmin
kargilanmast i¢in; en uygun dogal gida
koruyucularinin belirlenmesi ve sektoérde yer
edinmesi ile ilgili calismalar hiz kazanmistir (Ross
vd., 2002; Soomro vd., 2002; Galvez vd., 2008).
Bu baglamda laktik asit bakterileri (LAB),
gidalarin muhafazasinda Onemli bir alternatif
olmus ve gida katkilar1 konusunda tiiketicilerin
endiselerini azaltmis olup, ilgilerini kimyasal
koruyucu eklenmeden iiretilen dogal ve geleneksel
gidalara yonlendirmistir (Settanni ve Corsetti,
2008; Yerlikaya vd., 2020).

Bircok LAB ve propiyonik asit bakterileri (PAB),
genel olarak giivenilir kabul edilen (GRAS) statiide

bulunmasina ve Uluslararasi Siiteiiliik
Federasyonu (IDF) tarafindan giivenli
mikroorganizmalar ~ arasinda  listelenmesine

(Bourdichon vd., 2012) ragmen; mikrobiyal genom
dizilim ¢aligmalari, birgok antibiyotik direng
geninin, ¢esitli LAB’larin kromozomlarina entegre
olduklarim ortaya koymustur (Makarova vd., 2006;
Ammor vd., 2008; Sharma vd., 2014; Campdelli
vd., 2019; Fatahi-Bafghi vd., 2021).

Giiniimiizde bakterilerin antibiyotik duyarlilik ve
direngliligini belirlemeye yonelik bir¢cok analiz
yontemi uygulanmakta olup, her yontemin kendine
0zgli bir degerlendirme sistemi bulunmaktadir
(Jorgensen vd., 2003; Richter ve Ferrano, 2007).
Disk diflizyon yontemi, temelde 1-2x10® kob/g
diizeyinde standardizasyonu yapilmis bakteri
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siispansiyonunun hazirlanan besiyerine
inokiilasyonunun yapilmasi ve belirli
konsantrasyonlarda antibiyotik tiirevi igeren
disklerin ~ belirli  prosediirler  gercevesinde
inkiibasyonun gerceklestirilmesi ve sonuglarin
degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir

(Anonim 2009; Jorgensen ve Turnidge, 2015).

Genotipik ve molekiiler yontemler, antibiyotik
direnclilik konusunda bakterinin sahip oldugu
DNA, RNA gibi genetik materyallerde var olan
tiire 6zgll direng genlerinin veya gen bolgelerinin
tespit edilmesi prensibine dayanmaktadir (Fluit ve
Schmitz, 2001; Ledeboer ve Hodinka, 2011).

Bu ¢aligma ile dogal yogurtlardan elde edilmis olan
S. thermophilus (Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus) ve Lb. bulgaricus (Lactobacillus
delbrueckii  ssp.  bulgaricus) bakterilerinin
antibiyotik direnclilik profilinin disk difiizyon
yontemi ve molekiiler olarak belirlenmesi
amaclanmigtir. Ayrica, toplum sagligi agisindan
tehdit olusturabilen ve ekonomik acgidan kayiplara
yol acabilen antibiyotik direnci bulunan baslangic
kiiltiirlerinin tespit edilerek, direngli kiiltiirlerin
baslangi¢ kiiltiirii olarak kullaniminin 6nlenmesi
hedeflenmistir.

2. Materyal ve metot
2.1. Bakteriyel suslar ve gelisme sartlari

Bu calismada dogal yogurtlardan izole edilerek
genetik tanimlamasi yapilan, starter kiiltiir olma

potansiyeli tasiyan 68 adet Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus, 5 adet Lb.
delbrueckii  subsp. bulgaricus olmak iizere

toplamda 73 LAB izolati Kahramanmaras Siitgli
fmam Universitesi Gida Miihendisligi
Laboratuvarinda mevcut stok kiiltiirlerden temin
edilmistir. Ornekler -80 °C’de %30’luk gliserol
¢Ozeltisinde saf kiiltiir olarak saklanmustir.

LAB’ lart  canlandirma ve  antibiyotik
direngliliklerini belirleme amaciyla Lb. bulgaricus
icin MRS Broth, MRS agar ve S. thermophilus i¢in
SM17 Broth, SM17 Agar (Merck, Germany)
besiyerleri kullanilmistir.

Antibiyotik direnglilik belirlemede kullanilan
antibiyogram diskleri (Bioanalyse,); vankomisin
(30 mcg), kloramfenikol (30 mcg), streptomisin
(10 mcg), rifampisin (5 mcg), tetrasiklin (30 mcg),
kanamisin (2 mcg), ampisilin (10 mcg), gentamisin
(10 mcg) ve penisilin (10 U)’dir.

Calismada kullanilacak LAB izolatlarinin genomik
DNA izolasyonlar1 i¢in Vivantis GF-1 Bacterial
DNA Extraction Kitleri (Sigma-Aldrich, ABD)
kullanilmustir.

2.2. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik
direncliliklerinin  fenotipik  olarak
belirlenmesi

Geleneksel siit iiriinlerinden izole edilen LAB’larin
antibiyotiklere kars1 direncini belirlemek i¢in disk
difiizyon yontemi kullanilmistir (Giilay, 2003;
Mayrhofer vd., 2008). LAB suslarinin, 24 saatlik
Lb. bulgaricus igin 37°C ve S. thermophilus
42°C’lerde inkiibasyonu sonrasinda antibiyotik
diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon caplari
elektronik kumpas yardimiyla ol¢iilmiistiir. (Cetin
ve Girler, 1989). Calismalar iki paralel olarak
yliriitiilmiis ve sonuglar ortalama degerler aliarak
hesaplanmustir.

2.3. Laktik asit
izolasyonu

Oncelikle LAB izolatlar1, Lb. bulgaricus igin MRS
agarda 37°C ve S. thermophilus i¢in SM17 agar
ortaminda 42°C’de 48 saatlik inkiibasyona tabi
tutulmus ve bu kiiltiirlerden saflastirma yapilmstir.
Saflagtirilmis bakteri izolatlarinin genomik DNA
izolasyonlari, Vivantis GF-1 Bacterial DNA
Extraction Kitleri kullanilarak yapilmis, izole
edilen genomik DNA’lar -20 °C’de steril
eppendorflarda saklannustir. izole edilen DNA’lar
daha sonra antibiyotik direng¢  genlerinin
taranmasinda kullanilmisgtir.

2.4. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik
diren¢ genlerinin genotipik olarak
belirlenmesi

bakterilerinden DNA

Caligmamizda, disk difiizyon yontemiyle LAB
izolatlarinin direng gosterdigi antibiyotik tiirleri
saptanmis ve antibiyotik direng genlerin PCR
teknigiyle arastirilmistir.  PCR’de kullanilan
antibiyotik direng primerleri, amplikon uzunluklar
ve yapigma sicakliklar1 Cizelge 1°de verilmistir.

PCR o6rnekleri 0,2 mL’lik tiiplerde hazirlanarak her
bir direng genine 6zgii PCR kosullarinda muamele
edilmistir. PCR isleminde, 94°C DNA’nmn
denatiirasyonu, degisken yapisma, 72°C’de uzama
sicakligr olarak ayarlanmistir ve PCR 30 doéngii
olarak yapilmistir.

Izole edilen genomik DNA ve PCR iiriinleri %1°lik
Agaroz jelde 120 volt, 60 miliamperde 45 — 60
dakika yuritilmiigtir. DNA 100 baz ¢iftlik ya da
1000 baz ¢iftlik DNA markorleri (Vivantis)
kullanilmistir. Agaroz jel EtBr (0,5ug/mL) ile 30
dakika boyanarak UV 1s1ginda goriintiilenmistir.
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Cizelge 1. PCR isleminde kullanilan antibiyotik diren¢ primerleri, amplikon uzunluklari ve yapisma sicakliklari

Gen

S . s, , Yapisma s
Antibiyotik Primer Dizisi (5’— 3) Sicaklig (°C) Amp|l(fl!) Igsyonu Referans
Vankomisin F.TGTGGTATCGGAGCTGCAG .
van () R:GTCGATTCTCGCTAATCC 52 513 Fines vd., 1999
Streptomisin F:ATCGTCAAGGGATTGAAACC
str(B) R:GGATCGTAGAACATATTGGC 56 509 Ouoba vd., 2008
Penisilin F:CAGTTCACATGCCAAAGAG 53 772 Schnellmann vd.,
blaz R:TACACTCTTGGCGGTTTC 2006
Kanamisin F:GCCGATGTGGATTGCGAAAA 60 292 Rojo-berares vd.,
aph(3")-llla R:GCTTGATCCCCAGTAAGTCA 2006

3. Bulgular ve tartisma

Gida kaynakli dogal baslangi¢ izolatlarindan elde
edilmis olan S. thermophilus ve Lb. bulgaricus
bakterilerinin  antibiyotik diren¢ profillerinin
fenotipik ve genotipik olarak belirlenmesi, toplum
saglig1 acisindan tehdit olusturan ve ekonomik
acidan kayiplara yol acan antibiyotik direncliligi
bulunan basglangi¢ kiiltiirlerinin tespit edilmesi bu
caligsma kapsaminda incelenmistir.

3.1. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik
duyarhhklarimn disk difiizyon yontemi
ile belirlenmesi

Cizelge 2 ve 3’te incelenen 73 LAB’nin 9 farkli
antibiyotige kars1 % duyarlilik oranlar verilmistir.
Aragtirilan izolatlardan S. thermophilus’a ait
olanlarin tamaminin tiim antibiyotiklere %43 ile

%97 oraninda yiiksek duyarlilik gosterdikleri tespit
edilmistir (Sekil 1). Rifampisin (%97), tetrasiklin
(%97) ve penisilin (%97) antibiyotikleri en yiiksek
duyarlilik  gosteren  antibiyotikler  olarak
belirlenmistir. Suslarin kullanilan
antibiyotiklerden kanamisin antibiyotiklerine genel
olarak direngli (%57) oldugu gorilmistiir. S.
thermophilus’ un niikleik asit sentezini inhibe eden
rifampisin (%3), hiicre duvar1 sentezini inhibe eden
penisilin (%3), vankomisin (%7) ve ampisilin (%6)
ve protein sentezini inhibe eden tetrasiklin (%3),

streptomisin (%10), gentamisin (%18),
kloramfenikol  (%6) antibiyotiklerine  disiik
seviyede direngli olduklar1 bulunmustur. En

yiiksek direnglilik, protein sentezini inhibe eden
kanamisin (%57) antibiyotigine kars1 tespit
edilmistir (Cizelge 2).

Sekil 1. Antibiyotik direng 6zelliklerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi sonucu elde edilen zon
goriintiileri
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izelge 2. S. thermophilus izolatlariin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlar:
g p y g g y

e Direncli Orta Derece Duyarh Toplam
Antibiyotikler ) Duyarh (+) (L_) (E/o )
Tetrasiklin 3 4 93 100
Gentamisin 18 - 82 100
Streptomisin 10 31 59 100
Ampisilin 6 - 94 100
Kloramfenikol 6 3 91 100
Vankomisin 7 - 93 100
Rifampisin 3 1 96 100
Kanamisin 57 6 37 100
Penisilin G 3 7 90 100

(-): Tespit edilemedi.

Temmerman vd. (2003) tarafindan Avrupa’da elde
edilen 55 probiyotik liriinden izole edilen bazi
bakterilerin antibiyotik direnci arastirilmis, disk
difiizyon metodu kullanilarak 187 izolattan %79
kanamisine, %65 vankomisine, %26 tetrasikline
%23 penisilin G’ye, %16 eritrosmisine ve %11
kloramfenikole = direnci  tespit  edilmistir.
Calisgmamizdaki toplam suslarin (Lb. bulgaricus ve
S. thermophilus) kanamisine %60 oraninda direng
gostermesi Temmerman vd. (2003)’nin ¢aligmasi
ile paralellik gostermektedir. Buna karsin,
kloramfenikole %90, vankomisine %86,
tetrasikline %93 penisiline %93 oranlarinda
duyarli olduklar1 tespit edilmistir.

Aslim ve Beyatli (2004), yogurtlardan izole edilen
S. thermophilus tiirlerinde plazmit tasiyiciligi ve bu
tiirlerin antibiyotik direngliliklerini
arastirmiglardir. S. thermophilus suslarinin biyiik
bir cogunlugunun gentamisine (%79) penisiline G
(%64) direngli, kloramfenikole (%94) ve
tetrasikline  (%88) ise hassas olduklarin
bulunmuslardir. Benzer sekilde, ¢alismamizda da

tetrasiklin ve kloramfenikol’iin S. thermophilus
suslarina en etkili antibiyotiklerden oldugu
sOylenebilir ve arastirmacilarin  sonuglart ile
uyumlu bulunmustur. Aslim ve Beyatli (2004)
calismasiyla bizim g¢alismamizda elde ettigimiz
sonuglar arasinda, gentamisin ve penisilin direnci
onemli diizeyde farkliliklar icermekte olup,
kloramfenikol ve tetrasiklin duyarlilig1 paralellik
gostermektedir.

Bu aragtirmadaki Lb. bulgaricus izolatlarinin tiimi
vankomisine,  streptomisine,  penisiline  ve
kanamisine diren¢li  bulunmustur.  Suslarin
tamaminin tim antibiyotiklere %40 ile %100
oraninda direncgli olduklart saptanmistir. Suslarin
kullanilan antibiyotiklerden ampisiline genel
olarak duyarli (%60) oldugu, gentamisine (%20)
ise diisiik seviyede duyarli oldugu goriilmistiir. En
yiksek  direncliligin =~ vankomisin  (%100),
streptomisin ~ (%100), penisilin ~ (%100) ve
kanamisin (%100) antibiyotiklerine kars1 oldugu
belirlenmis, en diisiik direnglilik %40 oraninda
ampisilin antibiyotiginde gozlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Lb.. bulgaricus izolatlarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlar

e Direncli Orta Derece Duyarh Toplam
Antibiyotikler ) Duyarh (+) (L_) (f,)/o )
Tetrasiklin 60 20 20 100
Gentamisin 80 - 20 100
Streptomisin 100 - - 100
Ampisilin 40 - 60 100
Kloramfenikol 60 - 40 100
Vankomisin 100 - - 100
Rifampisin 60 - 40 100
Kanamisin 100 - - 100
Penisilin G 100 - - 100

(-): Tespit edilemedi

Hummel vd. (2007), endiistriyel starter kiiltiirlerin
antibiyotik  direnglerini  belirlemek amaciyla
yapmis olduklar1 aragtirmada  Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus spp., Pediococcus spp.

ve Leuconastoc spp. ait 45 adet LAB susunun
antibiyotik direncini incelemislerdir. Calismada,
eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin ya da -
laktam direngleri %7 gibi ¢ok diisiik bulunmasina
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karsin, aminglikosid (gentamisin ve streptomisin)
ve siprofloksasin direngleri %70°den daha fazla
olarak saptanmistir.

Calismamizda elde edilen bulgular neticesinde
Lactobacillus, Streptococcus suslarinin
kloramfenikol,  tetrasiklin =~ duyarliligt  ile
Lactobacillus suglarinin ~ gentamisin ~ ve
streptomisin direnci bu caligma ile paralellik
gostermekte olup, Streptococcus suslarinin
gentamisin ve streptomisin direngleri degiskenlik
gostermektedir.

Tath (2009), tarafindan yapilan ¢aligmada, izole
edilen tiim geleneksel siit iriinlerinde bulunan
Lactobacillus  spp.’lerin  %59’u  vankomisine
%27°si siprofloksasine, %27’si gentamisine, %111
eritromisine ve %4’ tetrasikline direng gosterdigi
saptanmistir.  Izole  edilen  Lactobacillus
spp.’lerinin higbirinde kloramfenikol, ampisilin,
nitrofurantoin ve rifampisin direncine
rastlanmanugtir. Izole edilen Streptococcus spp.
suslarinm  %40’min  vankomisine, %30’unun
siprofloksasine, %?20’sinin  gentamisine  ve
%10’unun eritromisin ve kloramfenikole karsi
direncli oldugu saptanmistir. izolatlarda tetrasiklin,
ampisilin, rifampisin ve nitrofurantoine karsi
direng saptanmamuistir. Benzer sekilde
calismamizda da  Lactobacillus  spp.’lerin
vankomisin, gentamisin ve tetrasiklin direncleri
arastirmacilarin sonuglari ile uyumlu bulunmakla
beraber, kloramfenikol ve ampisilin direncinde
farkliliklar gozlenmektedir. Calismamizda
Streptococcus  spp.  suslarinin  vankomisin,
gentamisin direnglilik orani yapilan ¢alisma ile
paralel olup, kloramfenikol direnci ise Onemli
diizeyde farklilik gostermektedir.

St 34
St3 s

oo ~ o o © oo
M b o S 2y oW 8
“w S S S5 S5 5

1000 P

500 P
292 }

St 54

Kirtzalidou vd. (2011) tarafindan yapilan bir
calismada izole edilen laktobasillerin biiyiik
cogunlugunun, ampisilin, amoksisilin / klavulanik
asit, tetrasiklin, eritromisin, sefalotin,
kloramfenikol ve rifampisin antibiyotiklerine kars1
duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Suslarin
%?34’iiniin ise vankomisine direngli oldugu tespit
edilmistir. Bu c¢alismada ise Lactobacillus
tirlerinde 6nemli oranda ampisilin, tetrasiklin,
rifampisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine kars1
duyarlilik goézlenmigstir. Lb. bulgaricus suslarmin
vankomisin antibiyotigine direncliligi ise %100
olarak bulunmustur.

3.2. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik
direncliliklerinin  genotipik  olarak
belirlenmesi

Bakterilerin antibiyotik direnclilik 6zelliklerinin
genotipik olarak belirlenmesi, kromozomlar
tizerinde direng saglayan ozellikleri tagiyabilmesi
bakimindan 6nem tagimaktadir. Bu genleri diger
bakterilere transfer etmesi de gidalarda ve insan
sagligi lizerinde risk olusturabilmektedir.

aph(3)-Illa  primerleri  kullanilarak  yapilan
taramada, disk difiizyon yonteminde kanamisine
diren¢li oldugu saptanan 44 adet izolatin DNA
izolasyonu yapilmis olup, izole DNA’larin 35’inde
(32 adet S. thermophilus, 3 adet Lb. bulgaricus)
aph(3')-1lla bolgesi saptanmistir. Kanamisine
fenotipik  direng¢ gosteren S. thermophilus
izolatlarindan St70 ve Lb. bulgaricus izolatlarindan
Lb86’da istenen gen bdlgesi bulunamamustir.
aph(3)-Illa  fragman1  yaklasik 292  bg
uzunlugundadir. Cizelge 1°de verilen primerler
kullanilarak yapilan taramada PCR sonucu
izolatlarda saptanabilen direng¢ genlerine ait jel
gorintiileri Sekil 2 ve Sekil 3’de verilmistir.

St 59
St6p
Stg |
Ste3
St 64
St 66
St 68

St 56
Stsg

Sekil 2. Izolatlarda belirlenen aph (3')-111a geninin (292 bg’de) jel goriintiisii
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Sekil 3. Izolatlarda belirlenen aph (3')-111a geninin (292 bg’de) jel goriintiisii

Zhou vd. (2012) tarafindan yapilan g¢alismada
Cin’de farkli bolgelerden alinan yogurtlardan,
antibiyotik direncliligi test edilen bakterilerden 35
susta ampisilin, kloramfenikol, tetrasiklin,
klortetrasiklin, linkomisin, streptomisin,
gentamisin ve neomisin direnci fenotipik ve
genotipik yontemlerle tespit edilmeye caligilmus,
PCR yontemi ile tespit edilmeye ¢alisilan direng
genleri sonucunda, 5 Lb. bulgaricus ve 2 S.
thermophilus izolatinda aph (3)-Illa genleri

Str(B) primerleri kullanilarak yapilan taramada,
streptomisine direncli 11 izolatin DNA izolasyonu
yapilmis olup izole DNA’larin 4 adedinde str(B)
bolgesi saptanmustir. Streptomisine fenotipik
diren¢ gosteren 5 Lb. bulgaricus izolatindan Lb79
ve Lb86 hari¢ digerlerinde str (B) gen bdlgesine
rastlanmamustir. 3 S. thermophilus izolatindan St22
hari¢ diger iki izolatta istenen gen bolgesi tespit
edilmistir (Sekil 4). Ozteber (2013) yaptig
calismada elde ettigi bulgulara paralel olarak,

saptanmustir. calismamizda PCR uygulamalari sonucunda str (B)
(%36) genleri bulunmustur.
= -y & 5
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Sekil 4. izolatlarda belirlenen Str(B) genlerinin (509 bg’de) jel goriintiileri
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Ozteber (2013)’in, farkli kaynaklardan aldig1
fermente siit iirlinlerinden izole edilmis LAB’nin
antibiyotik direngliliklerini fenotipik ve genotipik
yontemlerle  arastirmug,  eritromisin - (erm),
tetrasiklin  (tet) ve aminoglikozid direncini
kodlayan aac (6)-aph (2") primerleri ile yaptigi
PCR uygulamalar1 sonucunda tet (M) (%7,14), aac
(6")-aph (2") (%5,95), erm (B) (%4,76), tet (L)
(%2,38), van (C) (%1,19), erm (C) (%0,59) ve tet
(K) (%0,59) genleri bulmustur. Caligmamizda ise
PCR denemeleri sonucunda aph(3')-llla (%95)
genleri bulunmustur. Bizim buldugumuz sonuglar,
Ozteber (2013) tarafindan yapilan calisma ile
paralellik gostermektedir.

s
o~
)
~

1000 P>

513
o B

Van (E) primerleri kullanilarak yapilan taramada
vankomisine direngli 9 izolatin 6 tanesinin DNA
izolasyonu yapilmis olup, izole DNA’larm 4
tanesinde van (E) Dbolgesi saptanmistir.
Vankomisine direngli 1 S. thermophilus izolat
(St8) bulunmasina ragmen ilgili direng geni
gozlenememistir. Fenotipik direng gdsteren 5 L.
bulgaricus izolatlarindan Lb87 hari¢ digerlerinde
ilgili gen bolgesi bulunmustur. Van (E) fragmani
yaklasik 513 b¢ uzunlugundadir (Sekil 5).

Caligmamizdaki PCR denemeleri sonucunda
izolatlarda van (E) (%67) genleri tespit edilmistir.
Bu durum Ozteber (2013) tarafindan yapilan
caligmada elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir.
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Sekil 5. Izolatlarda belirlenen van (E) genlerinin (513 bg’de) jel goriintiileri

M =
&

1000 P
e e
soo P

r~ oy
So (>
-

=
~J ~

Sekil 6. izolatlarda belirlenen BlaZ genlerinin (772 bg’de) jel goriintiileri
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BlaZ primerleri kullanilarak yapilan taramada ise
penisiline direngli 4 izolatin DNA izolasyonu
yapilmis olup izole DNA’larin tiimiinde BlaZ
bolgesine rastlanmustir. BlaZ fragmani yaklasik
772 b¢ uzunlugundadir(Sekil 6).

Disk diflizyon yontemi ile kanamisine direng
gosterdigi  tespit edilen suslardan %60’inda
aph(3)-Illa  bolgesi, streptomisine  direng
gosterdigi tespit edilen suslardan %36’sinda str(B)
bdlgesi, vankomisine direng gosterdigi tespit edilen
suslardan %44’tinde van (E) bolgesi, penisiline
direng gosterdigi tespit edilen suslardan tamaminda
BlaZ bolgesi saptanmustir.

Elde edilen bulgular dikkate alinarak fenotipik
direng gosteren izolatlarin bir kismi degisken
olarak test antibiyotiklerinin bazilarinin direnglilik
genlerini [str(B), van (E), blaZz ve aph (3)-llla]
tagidig1 tespit edilmistir (Cizelge 4). Bu durum
mutasyon gibi evrimsel olaylarla agiklanabilir ve
izolatlar direnglilik geni kazanmis olabilir ya da
uygulanan  metotlarla  direngli gen tespit
edilememis olabilir (Liu vd., 2009).

4. Sonugc ve oneriler

Yapilan bu calismada dogal yogurt 6rneklerinden
izole edilmis ve genetik tanimlamasi yapilmis
bakteri stoklarindan Lb. bulgaricus ve S.
thermophilus bakterilerine ait izolatlar
canlandirilarak  antibiyotik direng 6zellikleri
belirlemek amaciyla kullanilmstir.

Disk difiizyon yontemi ile antibiyotik direngliligi
saptanan izolatlarin en fazla direng gosterdikleri

antibiyotiklere ait primerler kullanilarak genotipik
tarama yapilmig; disk difiizyon yontemi ile
kanamisine diren¢ gosterdigi tespit edilen
suslardan %60’inda aph(3)-1lla  bolgesi,
streptomisine direng gosterdigi tespit edilen
suslardan %36’sinda str(B) bolgesi, vankomisine
direng gosterdigi tespit edilen suslardan %44 tinde
van (E) bolgesi, penisiline direng gosterdigi tespit
edilen suslardan tamaminda BlaZ bolgesi
saptanmistir. Disk difiizyon yontemi ile direngli
bulunan izolatlardan %51’inde direng genleri tespit
edilmistir.

Sonu¢ olarak hem insanlar1 hem de hayvanlan

kapsayan  saglik  problemlerinin  ¢6ziime
ulasmasinda  pratik  olarak  antibiyotiklere
bagvurulmasi, antibiyotiklerin LAB’nin

araciligiyla direng¢ kazanmasi sonucu Onemli
sorunlar meydana getirebilme riski tasimaktadir.
Fermente gida iiretiminde tercih edilen LAB’nin
genellikle giivenli mikroorganizmalar olduklari
diistiniilmekte, bagirsak sistemindeki patojenleri
baskilayarak florada hakim olmalari istenmektedir.
Ancak, sahip olduklar1 antibiyotik diren¢ genini
patojenlere aktarma ihtimalinin énemli bir tehdit
oldugu diisiiniilmektedir. Hem yapilan mevcut
caligmadan elde edinilen hem de farkli
caligmalardan elde edilen bulgular, gida zincirinde
onemli bir yeri olan fermente siit liriinlerinin, insan
ve hayvan populasyonu arasindaki antibiyotik
direnclilik gosteren bakterilerin tasinmasinin bir
aract ve gida kaynakli bakterilerin antibiyotik
diren¢ genlerinin kaynaklarindan biri oldugu
konusunda yapilan tahminleri desteklemektedir.

Cizelge 4. Caligsmada tespit edilen gida kaynakli Lb. bulgaricus ve S. thermophilus izolatlarinin fenotipik ve

genotipik antibiyotik direng profilleri

LAB izolati (sayt: yiizde)

Fenotipik antibiyotik direng profili / resistant ~ Genotipik direng profili (str(B), van (E), blaZ ve

aph (3)-113)/(+)

bVankomisin / (5; %2100)
Kloramfenikol / (3; %60)

Ampisilin / (2; %40)
Gentamisin / (4; %80)
Kanamisin / (5; %100)

Penisilin / (3; %60)
Rifampisin / (3; %60)
Streptomisin / (5; %100)
Tetrasiklin / ( 3; %60)

Lb. bulgaricus

van (E)/(4; %80)

aph (3")-111a/(4; %80)
blaz/(3; %100)

str (B)/(-2; %40)

Vankomisin / (5; %7)
Kloramfenikol / (4; %6)
Ampisilin / (4; %6)
Gentamisin / (12; %18)
Kanamisin / (39; %57)
Penisilin / (2; %3)
Rifampisin / (2; %3)
Streptomisin / (7; %10)
Tetrasiklin / (2; %3)

S. thermophilus

aph (3')-111a/(31; %79)
blaz/(1; %50)

str (B)/(-2; %29)
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Bu calismada elde edilen bulgular sonucunda,
fermente gidalarda tercih edilen LAB’nin
kullanimina izin verilmeden Once antibiyotik
direng profillerinin fenotipik ve genotipik olarak
belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

5. Tesekkiir
Bu calisma; Tirkiye Bilimsel Arastirma Kurumu
(TUBITAK) tarafindan 2014/3 donemi

1649B021412580 no’lu ve Kahramanmaras Siitgii
Imam Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri
Baskanligi tarafindan 2014/3-3 YLS no’lu projeleri
ile desteklenmistir.
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4-Hakemler, inceleme siirecinde elde etmis oldugu ayricalikli bilgi ve fikirleri gizli tutmali ve kisisel ¢ikari i¢in
kullanmamalidir.

5-Hakemler, elestiri ve onerilerini nazik bir dille objektif ve yapici bir sekilde yapmalidir.
6-Yazara kars: iftira ve hakaret iceren asagilayici yorum ve elestiri kullanilmamalidir.
7-Hakemler, fikirlerini acik bicimde destekleyen belgelerle desteklemelidir.

8-Hakemler, degerlendirilen ¢aligmanin daha 6nce yayinlanmig baska bir ¢aligma ile arasinda esasli bir benzerlik tespit
etmeleri halinde, durumu editore iletmelidirler.
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GIDA VE YEM BIiLiMi-TEKNOLOJIiSi DERGISi
GENEL iLKELER ve YAZIM KURALLARI

Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitlisii Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi, yilda iki defa (Ocak ve
Temmuz) yayimlanan hakemli bir dergidir.

Dergide, 6zgiin aragtirma tiriinii makaleler ile belirli bir konuyu yeterli sayida kaynaktan arastirarak hazirlanmis derleme
makaleleri yayimlanir. Onemli bir potansiyeli ya da bulgusu olmayan ve sadece yerel ilgi ¢ekecek makaleler basima
kabul edilmez. Dergide basilacak Ingilizce makale sayisi toplam makale sayisinin ii¢te birini gegemez.

Derleme makalelerde, en az %75’i son 10 yila ait olmak iizere en az 25-30 kaynak olmalidir.

Dergide yayimlanacak makaleler; gida, yem, bunlara ait katki maddeleri ve hammaddeler, su-atiksu, su iiriinleri, gida
ile temas eden madde ve malzemelerde;

Givenilirlilik ve kalite

Isleme teknolojileri

Analiz yontemleri
Biyogiivenlik ve biyoteknoloji
Sosyo-ekonomik arastirmalar
Mevzuatlar

Diger konular (geleneksel gidalar, organik gida ve yem, beslenme, gida kimlik belirleme, gida ve yem
sanayi atiklarinin degerlendirilmesi vb.) ile ilgili olmalidir.

YV VY VY VY VYV

"Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi" dergisine gonderilmis ve makalenin tamami ya da bir boliimiiniin herhangi bir dilde
daha 6nceden yaymlanmamis (tezler ve kongre sunu 6zetleri harig) baska bir dergiye basim i¢in gonderilmemis olmast
gerekir. “Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi” dergisinde yaymlanmis olan bir makale baska bir yerde yayinlanamaz.
“Etik Kurul Izin Belgesi’nin kullanildig1 arastirmalarda bu belgelerin makaleye eklenmesi gerekir.

Yaymlanmas: i¢in "Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi" dergisine gonderilen makalede herhangi bir kurum ya da
kurulustan dogrudan ya da dolayli alinan desteg§in makale i¢inde ilk sayfa dipnot veya tesekkiir basgligi altinda
belirtilmesi tiimiiyle yazarlarin sorumlulugundadir.

Tiim asamalardan ge¢mis dergimizde yayinlanmasi uygun olarak degerlendirilmis makaleler sisteme yiiklenis tarihine
gore yayinlanmak {izere siraya konulur. Hangi sayida yayinlanacagi ile ilgili bilgi sorumlu yazara iletilir.

Asagida verilen yazim kurallarma uymadan hazirlanmig ve/veya dergi yayin ilkeleri ile uyusmayan makaleler, hakeme
gonderilmeden yazara iade edilir.

MAKALE GONDERIMI

Makaleler, basili kopyaya gerek olmaksizin bursagida@tarimorman.gov.tr ve dergi.bursagida@gmail.com adresine e-
posta yolu ile gonderilmelidir.

Makaledeki bilgilerin dogrulugunun sorumlulugu yazar(lar)a aittir.

Yazisma Adresi: e-posta: bursagida@tarimorman.gov.tr; dergi.bursagida@gmail.com

Yazar isterse, makaleyi degerlendirmek iizere “Son Kontrol Listesi Formu (BGA-FR-103)"nda ilgili boliime li¢ isme
kadar hakem oOnerebilir. Editér ve Yayim Kurulu, hakemleri segme hakkini korur.

Gonderilen yazilar, 6nce yayim kurulunca dergi ilkelerine uygunluk agisindan incelenir. Yayin kurulu tiyeleri tarafindan
incelenen makaleler i¢in “Yayin Kurulu Degerlendirme Formu (BGA-FR-105)” doldurulur. Uygun bulunmayanlar i¢in
kabul edilmeme sebebi yazara bildirilir.

Uygun bulunanlar, “Hakemlik Gorev Yazis1 Formu (BGA-FR-107)” doldurmus olan o alandaki {i¢ hakeme ‘“Hakem
Makale inceleme Yazis1 Formu (BGA-FR-106)” ile birlikte gonderilir (Oncelikle iki hakeme génderilir. Hakemlerden
birinden olumsuz sonug gelmesi halinde ti¢iincii hakeme gonderilir). Dergi, COPE hiikiimleri dogrultusunda, hakemlerin
ve yazarlarin kimliklerinin birbirinden gizlendigi double blind peer review (Cift Kor) hakem degerlendirmesi sistemini
kullanmaktadir.

Hakemler “Hakem Degerlendirme Formu (BGA-FR-102)"nu doldurarak makale ile ilgili degerlendirmelerini editdre
iletirler. Hakemlerin ve yazarlarin isimleri gizli tutulur ve raporlar bes yil siireyle saklanir. Hakem raporlarindan ikisi
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olumlu, digeri olumsuz oldugu takdirde, yazi yayimlanir. Olumsuz goriis bildiren hakeme durum hakkinda bilgi verilir.
Yazarlar, hakemlerin goriis ve Onerileri dogrultusunda diizeltmeleri yaparlar. Editér ve Yaym Kurulu gerektigi
durumlarda yazilarin yazim sekli {izerinde degisiklik yapabilir. Makalesi kabul edilen yazarlara “Makale Kabul Yazisi
(BGA-FR-110)” bu makalede degerlendirme yapan hakemlere de “Hakem Makale Tesekkiir Yazisi (BGA-FR-115)
gonderilir.

Biitiin makaleler ile birlikte "Telif Devir Hakki Formu (BGA-FR-104)” ile "Son Kontrol Listesi (BGA-FR-103)" de
gonderilmelidir.

http://arastirma.tarimorman.gov.tr/bursagida adresindeki “Telif Devir Hakki Formu (BGA-FR-104)” doldurulup
sorumlu yazar tarafindan imzalandiktan sonra tarayicidan gegirilmeli ve elektronik dosya olarak
bursagida@tarimorman.gov.tr ve dergi.bursagida@gmail.com adresine mail ile gonderilmelidir. Makale basim igin
kabul edilmezse, “Telif Devir Hakki Formu (BGA-FR-104)"nun yasal bir dnemi kalmaz ve hiikiimsiiz olarak kabul
edilir.

“Telif Devir Hakki Formu (BGA-FR-104)"nun imzalanmasi ile yazar, makalenin "Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi"
dergisinde basilmasi ve web sayfasinda yayinlamasina ilaveten makalenin tamami ya da bir kisminin yasal olarak
cogaltilmasi, yeniden basilmasi ve dagitilmasi hakkini Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii'ne
devrederek, kendi haklarindan feragat etmektedir.

MAKALENIN HAZIRLANMASI

Dergiye bagvuru sirasinda gonderilecek makale, Microsoft Word yazilimiyla, A4 boyutundaki kagidin tek yiiziine Times
New Roman yazi tipi, 12 punto ve 2 satir aralikla iki yana yaslanmis olarak yazilmali; kenar bosluklari, her bir kenardan
2,5 cm olmalidir. Sayfada golgelendirme ve gergeve vb. uygulamalar yapilmamalidir. Makale icerigi dil bilgisi
kurallarina 6zen gosterilerek akici ve anlasilir bir sekilde yazilmalhidir. Arastirma ve derleme makaleleri, ¢izelge ve
sekiller dahil toplam 22 sayfay1 gegmemelidir. Editér ve yayin kurulu, makalenin kisaltilmasini isteyebilir. Ayr1 kapak
sayfasi digindaki tiim sayfalar numaralandirilmali, ancak metin i¢inde belirli bir sayfa numarasina atif olmamalidir.

Makale; Baslik, 1ngilizce Baslik, Yazar Isimleri ve Adresleri ve ORCID ID, Ozet, Tiirkce Anahtar Kelimeler, Abstract,
KeyWords, Ana Metin (Girig, Materyal ve Yontem, Tartisma ve Sonug), Tesekkiir (gerekiyorsa) ve Kaynaklar ana
bagliklar1 altinda hazirlanmalidir. Kisaltmalar metin igerisinde tanimlanmalidir. Calisma icerisinde gegen
mikroorganizma isimleri ile Latince ifade ve isimler italik olarak yazilmali ve kisaltmalarda uluslararasi yazim kurallari
g6z niinde bulundurulmalidir. ingilizce hazirlanacak makalelerde ana metin kisimlari ayni baghklardan olusmalidir.

Bashk: Makale baslig1 metne uygun kisa ve agik, Ingilizce ve Tiirkge, sadece ilk harfi biiyiik, 12 punto, koyu ve sayfaya
ortalanmig olmalidir. Diger basliklarda sola dayali olarak yazilmali ve sadece ilk kelimenin ilk harfi bilyiik yazilmalidir.

Yazar Isimleri: Eserin yazar ya da yazarlarmin adi ve soyadi bagligin hemen altinda bir satir bosluktan sonra, unvan
belirtilmeden, 10 punto, yazarin isim ve soyadi bag harfleri biiyiik ve kelime koyu yazilmalidir. Unvan ve bagli olduklari
kurumlar yazar isimlerinin altinda italik ve 8 punto olarak yazilmalidir.

Ozet ve Abstract: Tiirkgede 250 Ingilizcede 300 kelimeyi gegmeyecek sekilde yazilmalidir. Boliinmiis 6zet (Giris,
Materyal ve Yontem, Tartisma ve Sonug) olarak diizenleme yapilmalidir

Anahtar Kelimeler / Keywords: Ozetlerin altina eser metnini ifade edebilecek en az 3 en ¢ok 7 adet anahtar kelime
belirtilmelidir.

Metin: Giris, Materyal ve Yontem, Tartisma ve Sonug¢ kisimlarindan olusur. Derlemelerde ise konuya uygun olarak
boliimlendirme yapilabilir.

Cizelgeler ve Sekiller: Yazi icinde gecen tablolar, “cizelge”; grafik, resim, fotograf, harita ve akim semalari ise “sekil”
olarak isimlendirilmeli ve 11 puntodan diigiik punto kullanilmasindan olabildigince kaginilmalidir.

Cizelge basliklar cizelgenin istiine, sekil basliklar1 ise seklin altina yazilmali ve sirayla numaralandirilmalidir.
Kullanilan ¢izelge ve sekillere metin i¢inde atif mutlaka yapilmalidir. Metin iginde gegen veriler gizelge ve sekillerin
tekrar1 olmamalidir. Cizelge ve sekillerin bagliklari i¢erikleriyle uyumlu ve anlasilabilir olmalidir. Sekiller ve resimlerin
yiiksek ¢oziiniirliikte olmasina dikkat edilmelidir. Resimler (ve gerekiyorsa sekiller) *.jpg formatinda metin igerisinde
yer almalidir. Cizelge ve sekillerde verilecek dipnotlar ¢izelge ve sekillerin altina 8 punto ve italik olarak yazilmalidir.
Tercihe bagli olarak Tiirkge arastirma makalelerinde ¢izelge/sekil baslig1 ve varsa tiim dipnotlar ¢gizelgede/sekilde yer
alan Tiirkge kelimelerin Ingilizcesi de italik olarak yazilmalidir.

Metin i¢inde gecen kaynak bildirimleri ve Kaynaklar kismi APA yazim stili kullanilarak hazirlanmalidir. Kaynaklarin
yaziminda asagidaki O6rnek yazim bicimleri kullanilmali ve makalelerin yayinlandigr dergi isimleri kisaltma
kullanilmadan ve italik olarak yazilmalidir. Web adreslerine atif yapilacaginda (miimkiin oldugunca Resmi web
sayfalarina atif yapilmalidir) mutlaka ilgili web adresine erisim tarihi verilmelidir.

BGA-TL-23 Rev.No/Tar: 04/02.12.2022



mailto:dergi.bursagida@gmail.com

KAYNAKLAR:

Metin icinde yazar veya yazarlara yapilan atif

Tek yazar:

Vurarak (2021) ’a gore

(Vurarak, 2021).

iki yazarh:

Ciniviz ve Yilmaz Ersan (2021)’a gore

(Ciniviz ve Yilmaz Ersan, 2021)

Uc ve daha fazla yazarh metinlerde, sadece ilk yazarin adi kullamlip sonrasinda “vd.” ifadesi kullamlir:
Harris vd. (2001) ifade ettigi lizere (...)

Harris vd. (2001)’ne gore (...)

(Harris vd., 2001)

Yazar bir organizasyon veya hiikiimet kurumu ise,

ilk atifta oldugu gibi atif yapilir; eger cok bilinen bir kurum ise, sonraki kullammlarda kisaltmasi tercih edilir:
Ik atif: Association of Official Analytical Collaboration International’a (2021) gore

Ikinci atif: AOAC’a (2021) gore

ik atif: (Association of Official Analytical Collaboration International [AOAC], 2021)

ikinci atif: (AOAC, 2021)

Ayni parantezde birden fazla esere atifta bulunuldugunda, bunlar harf sirasina gore dizilmeli ve iki eser noktal
virgiil ile ayrilmahdir:

(Ciniviz ve Yilmaz Ersan, 2021; Hamzaoglu vd., 2021; Vurarak, 2021).
Aym soyisme sahip yazarlarda, karisikhigi 6nlemek icin ismin ilk harfi de kullanilir:
(E. Kural, 2010; L. Kural, 1999)

Aym yazarm aym yll yayimlanan iki veya daha fazla eserine atif yapihiyorsa; yildan sonra (a, b, ¢) harfleri
kullanilir:

Rice (2017a)’nin ¢aligmasina gore
Rice (2017b)’nin ¢aligmasina gore
Dipnotlar ve sonnotlar

APA yazim stilinde, dipnot ve sonnot kullanimi pek tercih edilmemektedir. Bundan dolayr miimkiin oldugu kadar az
dipnot kullanilmalidir. Yalnizca ¢ok elzem bir agiklayici not gerektiginde dipnot kullanilmalidir.

Onemli not:

APA atif ve kaynakcada “and” yerine “&” kullanilmasin1 énermektedir. Ancak Tiirk¢ede “&” sembolii “ve” yerine
kullanilmadigindan, Tiirkge olarak yazilan metinlerde atif yaparken ve kaynakca yazarken “&” semboli
kullanilmamalidir. Ayrica, {i¢ kisiden ¢ok yazarli metinlere atif yaparken APA “et al.” (Hamzaoglu et al., 2021)
kullanilmasini 6nermektedir. Ancak Tiirk¢e’de “et al.” yerine “vd.” (Hamzaoglu vd., 2021) kullanilmalidir. Makale
Ingilizce ise yerine gore*“&” sembolii ve “et al.” Kullanilmalidir.

Kaynak listesi:

Yararlanilan kaynaklar sira numarasi verilmeksizin yazarin soyadi dikkate alinarak alfabetik siraya gore yazilmalidir.
Ayni yazara ait fazla sayidaki eserler kronolojik olarak siralanmalidir.

Tek yazar:

Vurarak, Y. (2021). Semi-Mechanical Harvesting Method Effect on Oil Content and Fat Composition of Sesame. Gida
ve Yem Bilimi Teknolojisi Dergisi, (25), 39-47. Retrieved from https://dergipark.org.tr/tr/pub/bursagida/
iSsue/60450/886028

iki yazar:

Ciniviz, M. ve Yilmaz Ersan, L. (2021). Siit Uriinleri Tiiketiminin Kolorektal Kanser Uzerine Etkisi. Gida ve Yem
Bilimi Teknolojisi Dergisi, (25), 1-14. Retrieved from https://dergipark.org.tr/tr/pub/bursagida/issue/60450/885980
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Ug ile yedi yazar arasi:

Hamzaoglu, M., Demir, S., Tosunoglu, H., Zengingoniil Gék¢ay, R. ve Deniz, A. (2021). QUEChERS -LC MS/MS
yonteminin ballarda baz1 pestisit kalintilari i¢in metot validasyonu. Gida ve Yem Bilimi Teknolojisi Dergisi, (25), 48-
56. Retrieved from https://dergipark.org.tr/tr/pub/bursagida/issue/60450/886069

Yedi yazardan fazla ise; ilk alt1 yazarin adi listelendikten sonra ii¢ nokta koyup son yazarin adi eklenir. Yedi
isimden fazlas1 yer almamahdir:

Miller, F. H., Choi, M. J., Angeli, L. L., Harland, A. A., Stamos, J. A., Thomas, S. T., .. .and Rubin, L. H. (2009). Web
site usability for the blind and low-vision user. Technical Communication, 57, 323-335.

Organizasyonun yazar oldugu durumlarda:

AOAC. (2021).

Ayni yazarn iki ve daha fazla cahsmasi kullanilmigsa; kaynaklar tarih sirasia gore dizilmelidir:

Cetin, T. (2019).

Cetin, T. (2020).

Eger yazar bir calismada tek yazar ve baska calismada ortak yazar ise, dnce tek yazarh olan ¢alisma
listelenmelidir:

I¢, E. (2000). Hiyar tursusu salamurasinda kalsiyum kloriir kullanarak tuz konsantrasyonunun azaltilma olanag: iizerine
arastirma. Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi-117 s. Ankara.

I¢, E. ve Ozgelik, F. (1999). Hiyar tursularinin disiik tuzlu salamurada fermantasyonu tizerine bir arastirma. Gida: 24
(2): 77-87.Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi.

I¢, E., Ozgelik, F. ve Denli, Y. (1999). Hiyar Tursularinin Depolanmas1 Uzerine Kalsiyum Asetat ve Pastorizasyonun
Etkisi. Gida 24 (4): 243-250.

Eger bir yazarin farkh yazarla yayimladid eserler varsa, siralama alfabetik olarak ikinci veya sonraki isme bagh
olarak yapilir:

Wegener, D. T. Kerr, N. L., Fleming, M. A. and Petty, R. E. (2000). Flexible corrections of juror judgments: Implications
for jury instructions. Psychology, Public Policy, and Law, 6, 629-654.

Wegener, D. T., Petty, R. E. and Klein, D. J. (1994). Effects of mood on high elaboration attitude change: The mediating
role of likelihood judgments. European Journal of Social Psychology, 24, 25-43.4

Bir yazari aym yil yayimlanmus iki veya daha fazla calismasi varsa, (a, b, c¢) gibi harfler kullanilir:

Rice, W.E. (2017a). Alkalinity 2320 B, Standard methods for the examination of water and wastewater, 23rd Edition,
ISBN: 9780875532875.

Rice, W.E. (2017b). Chloride 4500 CL, Standard methods for the examination of water and wastewater, 23rd edition,
ISBN: 9780875532875.

Kitap: yazar birden fazla olan ya da bilinmeyen durumlarda

Anonim (1983). Gida maddeleri muayene ve analiz yontemleri. TOKB Koy Hiz. Gen. Miid. Yayinlari, Genel Yaymn
No: 65, 796 s, Ankara.

Kongre bildiri veya poster:

Parsons, C.M. (1994). Amino acid availability for poultry. 9th European Poultry Conference, World's Poultry Science
Association, Book of proceedings, Glasgow, UK, Vol: 2, 356-359.

Makale:

Karakaya, M., Sarigoban, C. ve Aksogan, M. (2003). Tavsan etinin prerigor ve postrigor asamalarinda baz1 teknolojik
ozelliklerinin tespiti. Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi, 3, 15-19.

internet Kaynag:

Warrence, N.J., Bauder J.W. and Pearson K.E. (2004). Basics of salinity and sodicity effects on soil physical properties.
Land Resources and Environmental Sciences Department, Montana State University,
http://waterquality.montana.edu/docs/methane/basics.pdf (Accessed 15.12.2004).
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