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ABSTRACT

Bio-films have been produced that attract attention with their functional behavior among conven-
tional food packaging materials of bio-based polymer blends. The physical and morphological
properties of copolymeric biofilms have been extensively investigated. Biodegradable polymer
and copolymer films were produced by in situ polymerization technique and prepared as solution
casting. The strong water absorbency of polyvinyl alcohol and the antimicrobial property of poly-
vinylpyrrolidone are combined in a single material. Structural and morphological properties of the
films were characterized by Fourier-Transform Infrared Spectroscopy and Scanning Electron Mi-
croscope analysis. These results show that the films obtained can be used as an environmentally
friendly bio-based polymer blend packaging material to extend the shelf life of food products.

Keywords: Food packaging, Bio-film, Hydrogel, Polymer
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Introduction

Hydrogels can offer new opportunities for the design of effi-
cient packaging materials with desirable properties (i.e. dura-
bility, biodegradability, and mechanical strength). It is a
promising and emerging concept, as most biopolymer-based
hydrogels must be biodegradable so they can be considered
alternative eco-friendly packaging materials. In food packag-
ing systems, hydrogels have a great potential to be used as
covering and carrier materials. Nowadays, biopolymer-based
hydrogels have been preferred for food packaging. Hydrogels
that can adsorb more than 100% and up to thousands of times
their dry weight in water are called superabsorbent hydrogels
(Batista et al., 2019; Feng et al., 2014). The main role of hy-
drogels in the food packaging system is humidity control in-
side of a packaging container. The activity of hydrogels in
these systems can be given as mechanical resistance, swelling
behavior potential, and moisture-holding capacity (Chen et
al., 2016; Guilherme et al., 2015; Gulrez et al., 2021; Sro et
al., 2016). Because of these properties, hydrogels are inter-
esting for various industrial fields. They contribute to the de-
velopment of common applications such as cosmetics,
wastewater treatment, tissue engineering, drug release, bio-
sensing, agriculture, and biomedicine, generally, hydrogels
are produced from synthetic compounds and their polymer
matrices are linked predominantly by chemically crosslink-
ing. Compounds commonly used in the literature; polyacryla-
mide, poly (sodium acrylate), poly (acrylic acid), polyvi-
nylpyrrolidone (Kabiri et al., 2011; Ullah et al, 2015), and
bio-based and biodegradable polymers. In most of the studies
on food packaging, hydrogels have been prepared and used
in film-shaped forms. While producing hydrogel films, the
most important feature desired in food packaging applica-
tions is the absence of chemical crosslinkers (Kalia, 2016).
Chemical crosslinkers may show toxic properties in their nu-
tritional value. Generally, hydrogels obtained using PVP
(polyvinylpyrrolidone) and PV A are transparent, biodegrada-
ble, flexible, hydrophilic, and permeable. The most important
active application of hydrogels in food packaging systems is
to control the moisture generated by meat products, fresh
fruits, vegetables, and other food products with higher water
content (Bodbodak & Rafiee, 2016). Among various poly-
mers, Poly Vinyl Alcohol (PVA) is widely used as a film-
forming polymer with highly flexible, emulsive, and adhesive
properties. It has been reported in previous studies that PVA
improves its mechanical and antimicrobial properties to take
advantage of its wide applications (Jayakumar et al., 2019).
Polyvinyl alcohol (PVA) is a hydrophilic and non-toxic pol-
ymer with excellent film-forming, emulsifying, and adhesion
properties along with high tensile strength and flexibility
(Yuan et al., 2015). However, the major disadvantage of PVA

is the moisture-related mechanical property changes that
greatly limit its application (Jayakumar et al., 2019). Because
of'that, in this study, the physical properties of PVP were used
to eliminate the disadvantage. Due to the chemical nature of
each type of food, undesirable effects of ambient change re-
quire pH change indicators to be included in food packaging.
This also increases consumer trust as it ensures the safety of
the product (Park, 2016). At this point, hydrogels also act as
smart materials, due to their responses in different pH envi-
ronments. To examine the food packaging system in terms of
waste management, biodegradable food packaging provides
an advantage for existing packaging that cannot be recycled
and degraded (Dilkes-Hoffman et al., 2018). The biodegrada-
bility problem of common plastic food packaging is a global
environmental problem (Bergmann, 2015). This problem will
continue to increase as urbanization and dietary change in de-
veloping countries lead to an increasing global dependence
on packaged foods (Dilkes-Hoffman et al., 2018). Another
attractive aspect of biodegradable food packaging is that it
can expand waste management options for materials that can-
not be easily recycled (Brine & Thompson, 2010; Volova et
al., 2010). The desired improvement in food packaging sys-
tems is the replacement of non-biodegradable petroleum-
based polymers with environmentally friendly bio-based pol-
ymeric hydrogels materials that also have a longer food shelf
life (Haghighi et al., 2020; Kanatt et al., 2012). PVA is a syn-
thetic, low-cost, non-toxic, and water-soluble polymer with
the excellent film-forming ability, which has been commer-
cially obtained from the hydrolysis of polyvinyl acetate. Alt-
hough PVA is a synthetic material, it has been reported to be
biodegradable. This defines PVA as a biodegradable poly-
mer. High tensile strength, flexibility, gas barrier properties,
and good resistance to acid/alkali environments are among
the specific features of PVA (Aloui et al., 2021). PVA can
easily form mixtures with hydrophilic polymers. Since PVP
also has excellent physiological compatibility, when these
two polymers are mixed, the easy interaction between PVA
and PVP is expected to occur through intermolecular hydro-
gen bonding between the hydroxyl group of PVA and the car-
bonyl group of PVP (Mahdavinia et al., 2009; Sunitha &
Jeba, 2017). Copolymer films resulting from the high com-
patibility of PVP and PV A show a homogeneous structure. In
addition, with the PVA/PVP blend, the single film production
cost is reduced and the mechanical properties and stability of
the blend are improved (Haghighi et al., 2020). On the other
hand, in 2003, PV A has been evaluated for safety by the Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
(Haghighi et al., 2021; WHO, 2004) and it has also been con-
firmed for packaging of the meat and poultry products by the
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USDA (Bellelli et al., 2018; Kanatt et al., 2012). Polyvi-
nylpyrrolidone (PVP) as a hydrophilic synthetic polymer was
discovered in 1939 (Fischer, 2009; Gregorova et al., 2015).
PVP has been used as a binder and stabilizer in the cosmetic,
pharmaceutical, and food industries (Keipert & Voigt, 1979).
It is a water-soluble polymer with good biomedical properties
but exhibits poor mechanical properties (Saha, 2014;
Shkolnik, 1992). Due to its water solubility and film-forming
ability, PVP can be mixed with other polymeric or cellulosic
materials and form films with new improved mechanical
properties (Wang et al., 2007). However, the water-soluble
nature of PVP makes it impossible to use PVP directly as a
packaging material (Li et al., 2020). This study includes the
production of PVP/PVA blends as a bio-film with desired
properties in different ratios (0:100; 25:75; 50:50; 75:25 and
100:0) for food packaging applications. Among the study,
physicochemical, microstructural, physical, mechanical, and
water barrier properties for food packaging applications were
evaluated. PVP and PV A polymers have interacted with each
other through hydrogen bonding. This article reports the pro-
duction of synthetic biopolymer-based (polyvinylpyrrolidone
(PVP)) and PVA as a novel copolymeric hydrogel biofilm
and its physicochemical property under controlled environ-
mental conditions.

Materials and Methods
Method

The composite biofilms were produced by mixing PVA and
PVP solutions in different amounts by the solution casting
method. Dry hydrogel films were prepared by solution cast-
ing method and named "PVP/PVA composite biofilms".

Research Article

Materials

Polyvinylpyrrolidone (PVP) average molecular weight of
40,000 was purchased from Merck. Powder Poly (vinyl alco-
hol) PV A with an average molecular weight of 89,000-98,000
was purchased from Sigma-Aldrich. Both polymer solutions
produced in this study were prepared using distilled water.

Preparation of the PVP/PVA Composite Biofilms

10% PVA solution was stirred at 80°C for 4 hours. For the
10% PVP solution, the temperature was 60°C and the mixing
time was 2 hours. 10% polymer solutions were blended in
certain amounts (0:100; 25:75; 50:50; 75:25 and 100:0) and
stirred for more 1 hour at 60°C. PVP/PV A blend was poured
into 60x15 mm glass petri dishes in equal volumes. The solu-
tions were left to dry for a week under room conditions. After,
the film-formed polymers were separated from the glass petri
dishes with the help of a micro spatula and forceps without
any damage. The mechanism of these interactions is given in
Figure 1.

Characterization

Chemical bond properties of PVP/PVA composite biofilms
obtained at different ratios were elucidated by FTIR analysis.
Spectrums were taken in ATR mode with Perkin Elmer,
Spectrum 100 device in the range of 4000-400 cm™! wave-
number at 4cm™! resolution. The morphological properties of
the films were investigated in Carl Zeiss, Supra 40 VP
FESEM device at 15 kV voltage value at different magnifica-
tions. The conductivity of the films was achieved by platinum
coating with the Qourum DC Sputter device. The transpar-
ency properties of the films are demonstrated by photo-
graphing the text under the film.

HzC
d CHz
I
3 Blend S
+ T H-bonding
H4C 60°C i
n CHs; Rk
H4C n H4C
PVA PVP n CHa

Figure 1. Schematic illustration of the PVP/PVA mechanism
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Results and Discussion
FTIR Analysis

The Fourier transform infrared (FTIR) spectra were charac-
terized to confirm the presence or absence of the various vi-
brational bands in PVP/PVA blended biofilms. The results
obtained are given in Figure 2. In the samples with high PVA
content (75% and 50%), the hydroxyl groups (O-H) of PVA
were seen as wide and broadband in the 3270cm™ region
(Portillo-Rodriguez et al., 2021). Wide flat peaks were ob-
served in PVP/PVA (25:75%wt) (black line) and PVP/PVA
(50:50%wt) at 3267 cm! and 3278 c¢m’!, respectively, and
PVP/PVA (75:25%wt) (red line) was seen as a narrow peak
at 3356 cm’'. While the asymmetric stretch bands of the C-H
groups were observed at 2943 cm! in the black and blue lines
(Portillo-Rodriguez et al., 2021), they lost their intensity in

the region enclosed in the circle which the blend containing
75% PVP shown in the red line. When the amount of PVP in
the mixture increased to 75%, the strong peak at 2943 cm'!
disappeared. The short-intensity peak PVP/PVA (75:25 Y%wt)
observed at approximately 2158  c¢m! in the region between
1900 cm™ - 2250 cm™!, which is enclosed in the circle, is not
seen in the (red line). In the region marked with a rectangle
in the range of 863 cm™ — 1007 ¢cm’!, the moderate-intensity
920 cm™ band completely disappeared in PVP/PVA (75:25
% wt) (red line). In all three samples, plane bending of CH-
OH groups and CH» bending vibrations were observed at
1640 cm™! and 1420 cm!, respectively. The band at 1079
cm’! corresponds to the C-O stretching vibration at all 3 sam-
ples (Portillo-Rodriguez et al., 2021). In addition, character-
istic peaks of PVP, carbonyl, and -CN groups were observed
at 1650 cm™ and 1300 cm!, respectively (Bandatang et al.,
2021).

Vi
S
3
s
g /
S S~
IS
0
c
o
|_
N V\\n/
v
!
T T T T T T T T T I e 1 ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wave number (cm™)

Figure 2. FTIR spectrums of PVP/PVA (25:75 % wt) (black line); PVP/PVA (50:50
% wt) (blue line); PVP/PVA (75:25 % wt) (red line).
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SEM Results

As the PVP ratio in the blends increased, the surface mor-
phology of the films changed from homogeneous to hetero-
geneous. The porosity on the film surfaces was increased
through the PVP additive. With increasing porosity, the me-
chanical strength of the films decreased and the transparent
property of the films was lost. The film-forming ability of
PVA decreased with increasing PVP amount in composites.
Figure 3 shows SEM images of plain PVA and plain PVP was
n at 500x and 2000x magnification, respectively. As seen in

Research Article

Figure 3(a2 and b2), plain PVP which was obtained without
the use of crosslinkers did not show film properties. While
the homogeneous surface of PVA was evident in both mag-
nifications, the film features of plain PVP were not observed.

In Figure 4, the morphological differences were seen with the
amount of PVP in the blend increasing from left to right. In
Figure 4(c), heterogeneous pore distribution on the surface of
the film obtained by 75% PVP and 25% PV A blend is seen.

Figure 3.SEM images of plain PVA and PVP film at 500x magnification (al and bl, respec-

tively); at 2000x magnification (a2 and b2, respectively).

r
\

-
o

Figure 4. SEM images of (a) PVP/PVA (25:75 %wt); (b) PVP/PVA (50:50 %wt); (c)

PVP/PVA (75:25 %wt) at 500x magnification.
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Transparency Tests

As seen in Figure 5, the visibility of the text placed under the
obtained films was photographed to determine the transpar-
ency. It is seen in Figure 5(a) that the 100% PVA film is com-
pletely transparent. On the other hand, increased PVP addi-
tive in the blends engendered opacity in the films. Fig. 5(d)
showed that the PVP/PVA with 75% PVP additive has lost
its film form. As the amount of PVP increased in the films,
the surface morphology lost its elasticity due to the increased
heterogeneous porosity, as seen in the SEM images (Fig.4).

mr' i
g
i o

Conclusion

PVA / PVP hydrogel films are transparent, flexible, and ex-
hibit good mechanical properties. These biopolymer-based
hydrogel films were produced without the use of toxic cross-
linking agents. Significant differences of functional groups in
FTIR spectra, and morphological evaluations of films ob-
tained by SEM analysis. Composite biofilm with 25:75 ratios
of PVP and PVA shows the best mechanical properties
among all test specimens (i.e. 0:100; 25:75; 50:50; 75:25 and
100:0). Therefore, 25:75 %wt. PVP/PVA composite biofilm
has been recognized as a useful food packaging material and
further experiments with this particular composite biofilm are
targeted.

Figure 5. Photograph of (a) plaln PVA film (b) PVP/PVA (25:75 %wt.); (b) PVP/PVA (50 50 %wt.); (c) PVP/PVA (75:25

%wt.)
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oz

Bu caligmanin amaci, vakumlu emdirim yontemi ile patates dilimlerinin literatiir ¢aligmalarinca insan sagligi
iizerine olan faydali etkileri kanitlanmis olan C ve D vitaminlerince zenginlestirilmesidir. Bu amagla C ve D
vitamini igeren soliisyonlarla vakumlu emdirim yapilan patates 6rneklerinin, vitamin icerikleri ile antioksidan
kapasiteleri belirlenmistir. Ayrica 6rekler buharda ve derin yagda kizartilarak pisirilmis, pisirme kayiplari
belirlenmis ve pisirilen drneklere duyusal analizler yapilmistir. Vakumlu emdirim uygulanmamus patates di-
limlerinin C vitamini igerigi 14.134+0.08 mg/100g olarak belirlenirken, vakumlu emdirme iglemi ile bu miktar
%65 oraninda arttirtlarak 39.42+0.15 mg/100g olarak belirlenmistir. Patates dilimlerinin kontrol érneginde
tespit limit degerinin (LOD) altinda olan D vitamini igerikleri vakumlu emdirim islemi ile yaklasik 6 kat
arttirtlmigtir. Kontrol 6rnegine gore vakumlu emdirim uygulanan drneklerin antioksidan kapasite degerle-
rinde de artis (DPPH yonteminde yaklasik %23 oraninda ve ABTS yonteminde yaklasik %6.5 oraninda) goz-
lenmistir. Buharda pisirme yonteminde vitamin igeriginde oldukga diisiik kayiplar gozlenirken, kizartma is-
leminde D vitamini igerigi yar1 yariya azalmistir. Duyusal analizler sonucunda vakumlu emdirim uygulanan
orneklerle kontrol 6rnegi arasinda istatistiki agidan fark bulunamamustir. Genel begeni skorlari degerlendiril-
diginde panelistler tarafindan en ¢ok begenilen 6rnekler derin yagda kizartilan 6rnekler olmustur.

Anahtar Kelimeler: Vakumlu emdirim, C vitamini, D vitamini, Patates dilimi

ABSTRACT

Enrichment of potato slices with vitamins C and D by vacuum impregnation

This study aims to enrich the potato slices with vitamins C and D, whose beneficial effects on human health
have been proven by literature studies, using the vacuum impregnation method. For this purpose, the vitamin
contents and antioxidant capacities of potato samples vacuum impregnated with solutions containing vitamins
C and D were determined. In addition, the samples were cooked by steaming and deep-fried, cooking losses
were determined, and sensory analyzes were carried out on the cooked samples. While the vitamin C content
of potato slices without vacuum impregnation was determined as 14.13+0.08 mg/100g, this amount was in-
creased by 65% with the vacuum impregnation process and determined as 39.42+0.15 mg/100g. The vitamin
D contents of the potato slices, which were below the limit of detection value (LOD) in the control sample,
were increased approximately six times by the vacuum impregnation process. The antioxidant capacity values
of the vacuum impregnated samples were also increased (approximately 23% in the DPPH method and ap-
proximately 6.5% in the ABTS method) compared to the control sample. While very low losses were ob-
served in the vitamin content in the steam cooking method, the vitamin D content was reduced by half in the
frying process. As a result of sensory analysis, no statistical difference was found between the vacuum-im-
pregnated samples and the control sample. When the general appreciation scores were evaluated, the most
liked samples by the panelists were deep-fried.

Keywords: Vacuum impregnation, Vitamin C, Vitamin D, Potato slices
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Giris

Son yillarda gidalarin saglik {izerine faydalar1 gida endiistri-
sinin ilgilendigi 6zel konulardan birisi haline gelmistir. Bu
nedenle gida sirketleri saglikli bir yasam tarzi i¢in tiiketici ta-
leplerini karsilayan fonksiyonel gidalara yonelmistir. Litera-
tirde fonksiyonel gidalar, hastaliklar1 onleyen veya insan
sagligini1 destekleyen, ek faydalar saglayan gidalar olarak ta-
nimlanmistir (Menrad, 2003; Hironaka ve ark., 2015). Gida-
larin mevcut vitamin ve mineral igerigini arttirmak, insan
sagligina daha faydali olabilecek yeni triinler, bir diger de-
yisle fonksiyonel gidalar gelistirmek amaciyla giiniimiizde
siklikla kullanilan tekniklerden biri vakumlu emdirim uygu-
lamasidir. Vakumlu emdirim yontemi gida materyalinin ge-
nellikle kapali bir sistemde emdirilmesi istenen soliisyon ice-
risine birakilip, sisteme vakum uygulanmasi, uygulanan va-
kum ile gida materyalinin porlarinda bulunan gazin disar1 ¢ik-
masi ve ¢ikan gazlardan bosalan gozeneklere atmosferik ba-
sing altinda emdirilmesi istenen sivinin doldurulmasi prensi-
bine gore ¢aligmaktadir (Ursachi ve ark., 2009; Bellary ve
ark., 2016; Yilmaz ve Ersus Bilek, 2017). Vakumlu emdirme
islemi uygulandig1 gida materyalinde 6nemli fizikokimyasal
degisikliklere yol agan bir yontem olup, giiniimiizde tuzlama
islemi (Chiralt vd., 2001), ozmotik dehidrasyon (Bellary vd.,
2011; Adsare vd., 2016), pH diisiirme (Derossi vd., 2010,
2013), probiyotik mikroorganizmalarca zenginlestirme (Be-
toret vd., 2003), farkli fonksiyonel bilesiklerce zenginles-
tirme (Barat vd., 2002; Park vd., 2005; Blanda vd., 2008; Hi-
ronaka vd., 2015;), C vitamini (Hironaka vd., 2011) ve D vi-
tamini (Cortés vd., 2015) ile zenginlestirme amaglariyla sik-
likla kullanilmaktadir. Nitekim son zamanlarda vakumlu em-
dirme yontemi ile yapilan ¢alismalar daha ¢gok meyve ve seb-
zelerin vitamin ve mineraller agisindan zenginlestirilmesine
yonelik olmakta, zenginlestirme amaciyla kullanilan vitamin-
lerin basinda da C ve D vitaminleri gelmektedir (Xie ve Zhao,
2003; Xie ve Zhao, 2004; Henriquez Arias vd., 2012; Duarte-
Correa vd., 2020).

Literatiir ¢aligmalarinda insan viicudunda bir enfeksiyon bas-
ladiginda serum ve l6kosit C vitamini diizeylerinin azaldig
rapor edilmis olup, enfeksiyon 6ncesi ve sirasinda C vitamini
takviyesinin hastaligin 6nlenmesi/hizl atlatilabilmesi igin el-
zem oldugu belirtilmistir (Bauer ve ark., 2020). Konu ile ala-
kal1 yapilmis klinik ¢alismalarda C vitamini takviyesinin so-
lunum yolu viral enfeksiyonlarinin siddetini ve siiresini azalt-
tig1 bildirilmistir (Abobaker ve ark., 2020; Bauer ve ark.,
2020). Ayrica yapilan ¢alismalar C vitamininin bobrek ve
meme kanseri iizerinde faydali etkileri bulundugunu, C vita-
mini takviyesinin s6z konusu kanser hiicrelerini énemli 6l-
¢lide inhibe edebilecegini rapor etmislerdir (Naidu, 2003). Bu
nedenle C vitamini yoniinden zengin gidalarla beslenmenin
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insan sagligina 6nemli olglide faydalar saglayacag: bildiril-
mistir (Bendich ve Langseth, 1995; Naidu, 2003). Bunun di-
sinda D vitaminin de literatiir ¢alismalarinca insan sagligi
tizerine pek ¢ok faydali etkisi oldugu bildirilmis olup, 6zel-
likle alzheimer gibi ndropatik hastaliklara kars1 koruyucu etki
sagladig1 rapor edilmistir (Holick, 2011). D vitamininin bak-
terisit etkisinin yani sira rinoviriis ve influenza gibi viriisler
tizerinde virisit etkisinin oldugu, zarli viriislere kars1 antivi-
ral etki gosterdigi bildirilmistir (Griffin ve ark., 2020). Tiim
bu sebeplerden dolayr hem C hem de D vitamini takviyesi
insan saglig1 icin oldukga 6nemli olup, giinliik beslenmede
bulunmalarinin pek ¢ok hastaliga kars1 koruyucu etki goste-
recegi bildirilmistir (Abobaker ve ark., 2020; Bauer ve ark.,
2020; Griffin ve ark., 2020). S6z konusu vitaminlerin giinliik
diyette alinabilmesi icin tiiketilmesi gereken gidalardan hem
diinyada hem de iilkemizde en ¢ok tiiketilen (Tarim ve Orman
Bakanligi, 2019) sebzelerden birisi olan patates 6ne ¢ikmak-
tadir. Ancak literatiir calismalarinda patatesin C ve D vita-
minleri agisindan zengin bir sebze olmadig: (Singh ve Brad-
bury, 1988; Aburjai vd., 1998; Boland vd., 2003) var olan vi-
taminlerinin de kavurma, kizartma, firinlama gibi 1s1l islem-
lerin etkisi ile neredeyse tamaminin kayboldugu bildirilmistir
(Burg ve Fraile, 1995).

Bu ¢alismanin amaci giinliik beslenmede hemen her hanede
siklikla tiiketilen patatesin vakumlu emdirim yontemi ile C
ve D vitaminlerince zenginlestirilmesidir. Bu baglamda lite-
ratiir ¢alismalarinca C ve D vitaminleri agisindan fakir oldugu
bildirilen patatesin hem vakumlu emdirme ile vitamin igeri-
ginin arttirtlmas1 hem de pisirme esnasinda olusan vitamin
kayiplarinin en aza indirilmesi amag edinilmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismada kullanilan patatesler Usak/Tiirkiye’de yer alan ye-
rel bir marketten ayni hasat doneminden olmasina dikkat edi-
lerek temin edilmistir. Kizartma islemi i¢in kullanilan aygi-
¢egi yagt (Yudum, Tiirkiye) yerel bir firmadan satin alinmig-
tir. Caligsma kapsaminda kullanilan kimyasallar ve vitaminler
(C vitamini 50-81-7 CAS numaras1 ve 200-066-2 EC numa-
ras1, D vitamini 67-97-0 CAS numaras1 ve 200-673-2 EC nu-
marasi) niteligine uygun olarak analitik ve kromatografik saf-
likta Merck (Darmstadt, Almanya) ve Sigma-Aldrich (St. Lo-
uis, ABD) firmalarindan alinmistir.

Vakum Impregnasyon Islemi

Vakumlu emdirim isleminde patates 6rneklerine emdirilecek
olan soliisyonun hazirlanmasi i¢in Duarte-Correa ve ark.
(2020) tarafindan uygulanan yéntem bazi modifikasyonlarla
uygulanmugtir. Buna gore, %2 C vitamini ve %2 D vitamini
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igeren emdirme soliisyonu hazirlanmistir. (Vitaminlerin em-
dirme soliisyonu igerisindeki oranlarina 6n denemeler ile ka-
rar verilmistir. %0.5 ile %5 arasinda farkli vitamin konsant-
rasyonlarina sahip on farkli soliisyon ile patates dilimlerine
vakumlu emdirme yapilmis, %2’lik vitamin konsantrasyo-
nundan sonra emilebilen vitamin miktarinin ayn1 oldugu goz-
lenmistir. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda hem C vitamini
hem de D vitamini i¢in %2’lik konsantrasyon belirlenmistir.)
S6z konusu vitaminler %0.8 NaCl i¢ceren izotonik bir sulu baz
lizerinde emiilsiyon haline getirilmistir. Emiilgator olarak
%0.05 oraninda Tween 80 ve Span 60 kullanilmigtir. Em-
dirme soliisyonu i¢in elde edilen karisim 20000 rpm hizda ve
3 dakika boyunca bir homojenizator (T-25, IKA, Staufen, Al-
manya) yardimiyla homojenize edilmistir. Homojenizasyon
islemi olas1 1sinmay1 engellemek amaciyla 3’er dakikalik din-
lenme ile ayn1 kosullarda 3 defa tekrar edilmistir. Ardindan
elde edilen emiilsiyon bekletilmeksizin detaylar1 Sekil 1’de
gosterilen vakumlu emdirim sistemi igerisine eklenmistir.
Impregnasyon soliisyonunun hazirlanmasini takiben patates
ornekleri soyulmus ve dilimleyici yardimiyla 5x1x1 cm ebat-
larinda dilimlenmigtir. Dilimlenen patates 6rnekleri olas1 es-
merlesmeyi 6nlemek amaciyla bekletilmeksizin vakumlu em-
dirim tankina ilave edilmistir. Vakumlu emdirim islemi igin
doner evaporatore (Heidolph, Laborota 4000, Schwabach,
Almanya) bir vakum pompast (Heidolph, Rotavac,
Schwabach, Almanya) baglanip, sistem ultrasonik bir banyo
(Bandelin Electronic, RK 100 H, Berlin, Almanya) ile des-
teklenmistir (Sekil 1). Sisteme 75 mmHg vakum basinci uy-
gulanmig ve her 5 dakikalik uygulama arasinda 2 dakikalik
atmosfer basinci déngiisii (restorasyon) tekrar edilmistir. Is-
lem siiresi toplam 30 dakika vakum basinc1 olacak sekilde 5
defa dinlenme (atmosferik basinca birakma) ile tamamlan-
mistir. (Vakumlu emdirim islemi boyunca vakuma maruz
kalma siiresinin etkisini dlgebilmek amaciyla her 5 dakikalik
vakum uygulamasi sonunda C ve D vitamin igerikleri belir-
lenmek iizere drnekler alinmistir. Ornekler alinmadan resto-
rasyon siirelerinin de dolmasi beklenmistir) Vakumlu emdi-
rim iglemi tamamlandiktan sonra analize tabi tutulacak oOr-
nekler agz1 kapali polietilen posetler icerisinde -18+2 °C s1-
caklikta saklanirken, pisirme iglemine tabi tutulacak 6rnekler
fazla ylizey sular kagit havlu yardimi ile alindiktan sonra pi-
sirmeye alinmigtir. Analizlerde kontrol 6rnegi olarak higbir
islem uygulanmamis patates dilimleri kullanilmistir.

Pisirme

Vakumlu emdirim islemine tabi tutulan patates dilimleri bu-
harda pisirme ve derin yagda kizartma olmak tizere 2 farkli
pisirme islemine tabi tutulmustur. Buharda pisirme islemi
icin 1000 W giiciinde paslanmaz ¢elik bir buharda pisirici
(Tolero, Fakir Hausgeréte, Stuttgart, Almanya) kullanilmis-
tir. Ornekler (20 adet patates dilimi) atmosferik basing altinda

25 dakika boyunca pisirilmis, pisirme isleminin akabinde
analize alinmistir (Hironaka ve ark., 2014). Derin yagda ki-
zartma islemi i¢in 1.2 litre {iriin kapasiteli, 1800 W giicte ¢a-
lisan ve doner kizartma haznesine sahip ticari bir fritdz (Ro-
toFry F28311.W1, De’Longhi, Treviso, italya) kullanilmustir.
Fritdz icerisine yaklasik 500 ml yag yerlestirilmis, yag sicak-
11§81 165£2 °C olunca 20 adet patates dilimi kizarmaya bira-
kilmigtir. Kizartma islemi boyunca homojen kizarmay1 sagla-
mak amaciyla frit6z haznesi 300 rpm hizda dondiiriilmiis ve
islem 5 dakika siirmiistiir (Moreira ve Almohaimeed, 2018).
Tiim pisirme islemleri iki tekerriir halinde gerceklestirilmig-
tir.

Doner Motor

4

[mpregnasyon Tank:
(Ornek Haznesi)

Sekil 1. Vakumlu emdirim diizenegi
Figure 1. Vacuum impregnation apparatus
C ve D Vitaminlerinin Belirlenmesi

Kontrol 6rnekleri ve vakumlu emdirim iglemi uygulanmis 6r-
neklerin C vitamini igeriklerini belirlemek amaciyla 2,4-di-
nitrofenilhidrazin kullanmilan spektroskopik yontem uygulan-
mistir (Ikanone ve Oyekan, 2014). C vitamini analizi i¢in 6n-
celikle %5 metafosforik asit-%10 asetik asit ¢ozeltisi hazir-
lanmis, 15 g metafosforik asit (MFA) 40 ml asetik asit (AA)
icerisinde ¢oziindiirtilmiistiir. Ardindan 450 ml distile su ka-
risima ilave edilmistir. Analiz edilecek 6rnekler bir ezici yar-
dimuyla piire haline getirilmis ve bu piireden 10 g 6rnek ali-
nip, 50 ml MFA-AA ile karistiritlmis ve homojen bir karigim
elde edilene kadar karigtirma islemi devam ettirilmistir. Elde
edilen karistm 100 ml hacme sahip balon joje igerisine akta-
rilmis ve hacim MFA-AA ile ¢izgisine kadar tamamlanmustir.
Elde edilen miks filtre edilmis ve berrak siiziintii C vitamini
analizi igin kullanilmistir (Rahman ve ark., 2007). Orneklerin
C vitamini igerikleri mg/100 g olarak ifade edilmistir.

D vitamini yagda ¢dziinen vitaminlerden biri oldugu (Barba
ve ark., 2012) i¢in 6rneklerin D vitamini igeriklerini belirle-
mek amaciyla 6ncelikle sabunlastirma islemi yapilmstir. Sa-
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bunlastirma islemi i¢in bir ezici yardimiyla piire haline geti-
rilmis 5 g patates 6rnegi 50 ml alkolik KOH (50 g KOH 50
ml distile su icgerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra hacim
%95’lik etanol ile 500 ml tamamlanmustir) ile karistirilmis ve
bir homojenizator yardimiyla 2 dakika boyunca homojenize
edilmistir. Elde edilen bulamag 80-85 °C sicaklikta 1 saat bo-
yunca 1sitilmig ve tizerine 50 ml saf su ilave edilerek sogutul-
mustur. Ardindan sogutulan bulamag¢ her biri 30 ml olmak
iizere 3 defa hekzanla yikanmistir. Karigim hekzanla yikama
isleminden sonra her biri 50 ml olmak {izere 3 defa da saf su
ile yikanmistir. Daha sonra susuz sodyum siilfatla siizme is-
lemi yapilip, elde edilen bulamag¢ doner buharlastiricida ku-
ruyana kadar buharlastirilmistir. Kuruyan tortu 5 ml hekzan
igerisinde ¢oziindiiriliip, filtreden gegirildikten sonra D vita-
mini analizi i¢in toplanmistir (Singh ve Bradbury, 1988).
Toplanan 6rneklerin D vitamini analizi i¢in kromatografik
yontem kullanilmistir (Barba ve ark., 2011; Barba ve ark.,
2012). Ornekler LiChro-Spher C18 kolonda (5 pm, 25 x 0.4
cm), 1 mL/dk akis hizina sahip hareketli faz (hekzan-kloro-
form, 50:50) yardimiyla HPLC’de (HP1100, Agilent, Waldb-
ronn, Almanya) analiz edilmis, bireysel pikler SPD-M20A
Diode Array dedektor ile tespit edilmistir. Analizde kolekal-
siferol internal standart (0-10 pg) olarak kullanilmis olup, 6r-
neklerin D vitamini igerikleri pg/kg cinsinden ifade edilmis-
tir. D vitamininin kromatografik yontemle analizinde gozle-
nebilme siir1 (LOD) 0.80 pg/kg olarak belirlenirken, tayin
siirt (LOQ) 1.00 pg/kg olarak hesaplanmstir.

Antioksidan Kapasite

Vakumlu emdirim islemi ile C ve D vitamini a¢isindan zen-
ginlestirilen patates dilimlerinin antioksidan kapasitelerin-
deki degisimi belirlemek amaciyla DPPH (2,2-difenil-1-pik-
rilhidrazil ve ABTS (3-etil-benzotiazolin-6-siilfonik asit) ol-
mak lizere 2 farkli metot kullanilmistir. Her iki metot i¢in de
Reddivari ve ark. (2007) tarafindan kullanilan yontem uygu-
lanmustir. Orneklerin antioksidan kapasiteleri pg Trolox es-
degeri/g cinsinden ifade edilmistir.

Duyusal Analiz

Vakumlu emdirim yontemi ile C ve D vitamini igerikleri art-
tirllmis olan patates Ornekleri buharda pisirilmis ve derin
yagda kizartilmig olarak duyusal analize tabi tutulmustur. Ay-
rica vakumlu emdirim uygulanmamig ancak buharda pisirme
ve derin yagda kizartma islemleri uygulanmis olan kontrol
ornekleri de duyusal analizlerde kullanilmistir. Duyusal ana-
lizlerde temel olarak C ve D vitamini i¢erigi vakumlu emdi-
rim ile arttirilan patates 6rneklerinin duyusal karakteristikle-
rinin kontrol 6rnegi ile benzer/ayni olmasi, vakumlu emdirim
ile s6z konusu karakteristiklerin degistirilmemesi amag edi-
nilmistir. Duyusal analiz, patatesin karakteristik 6zellikleri
konusunda 6nceden bilgilendirilmis 25-50 yas araliginda 7’si

erkek 5’1 kadin toplamda 12 panelist tarafindan gerceklesti-
rilmistir. Duyusal analizlerde panelistlerden 1 ile 9 (1-¢ok
kotii ve 9-¢cok iyi) arasinda puanlama sistemine sahip, patate-
sin duyusal ozelliklerini (goriiniis, tat, koku, renk, aroma, ge-
nel begeni) analiz eden bir formu doldurmalar1 istenmistir
(Bough ve ark., 2020). Duyusal analizler iki paralel seklinde
gerceklestirilmistir.

Istatistiksel Analiz

Vakumlu emdirim islemi li¢ tekerriirlii ve analizler ise iki pa-
ralelli olarak yiiriitiilmiistiir. Analiz sonuglar1 varyans analizi
(SPSS paket programi, Versiyon 23.0, IBM, New York,
ABD) ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi (SAS, Windows
V7, SAS Enstitiisii, Cary, NC, ABD) kullanilarak istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

Bulgular ve Tartisma
Patates dilimlerinin C ve D Vitamini I¢cerikleri

Vakumlu emdirim yontemi ile C vitamini agisindan zengin-
lestirilmis patates dilimlerine ait veriler Tablo 1’de yer al-
maktadir. Patates dilimlerine vakumlu emdirim uygulamasi-
nin patates dilimlerinin C vitamini igerigi iizerinde istatistiki
agidan 6nemli (p<<0.01) etkisi bulunmustur (Tablo 1). Benzer
sekilde vakum uygulama siiresinin de patates dilimlerinin C
vitamini i¢erikleri lizerinde istatistiki agidan 6nemli (p<0.01)
etki gosterdigi bulgulanmistir. Tabloda yer alan sonuglara
gore, kontrol drneginin C vitamini igerigi 14.13+0.08 mg/100
g olarak tespit edilmistir. Bu veri literatiirde daha 6nce patates
ile yapilmis ¢alismalarla da uyumlu bulunmustur (Burg ve
Fraile, 1995; Kiilen vd., 2013). Vakumlu emdirim uygula-
masi ile 30 dakikalik islem siiresi sonunda patates dilimleri-
nin C vitamini igerigi yaklasik %65 oraminda arttirilarak
39.42+0.15 mg/100 g seviyesine ulagmistir. Vakum uygu-
lama siiresindeki artigla birlikte 6rneklerin C vitamini igerik-
lerinin arttig1, 10. dakikadan itibaren ise daha keskin bir artis
gosterdigi saptanmistir. Literatlir caligmalarinda vakum uy-
gulamalar1 arasinda uygulanan restorasyonun da oldukca
onemli bir parametre oldugu, vakum uygulamasi ile gevse-
yen/deforme olan porlara asil kiitle transferinin restorasyon
stirasinda gerceklestigi bildirilmistir (Hironaka vd., 2011; Pa-
narese vd., 2013; Yilmaz ve Ersus Bilek, 2017). Nitekim
konu ile alakali yapilan ¢aligmalarda vakumlu emdirim yon-
teminde emdirilmesi istenen sivinin gida materyaline gegi-
sini, vakum uygulamasindan ¢ok restorasyon periyodunun et-
kiledigi rapor edilmistir (Panarese vd., 2013; Senturk Parreidt
vd., 2018). Bu verilere dayanarak, minimum 10 dakikalik bir
vakum uygulamasi ve bu vakum uygulamalar: arasinda veri-
len 4 dakikalik bir restorasyon siiresi ile patates porlarindaki
havanin bosaltilabilecegi, s6z konusu bu bosluklara 10. daki-
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kadan sonra vakumlu emdirim soliisyonunun emdirilebile-
cegi ongoriilmiistiir. Nitekim literatiirde yapilan benzer calis-
malarda da patates porlarindaki havanin bosaltilabilmesi ve
emdirim soliisyonunun porlara emdirilebilmesi igin gerekli
bir minimum basing ve restorasyon siiresi (patates c¢esidi ve
tiirline gore degismekle birlikte) oldugu bildirilmistir (Hiro-
naka vd., 2011; Hironaka vd., 2014; Hironaka vd., 2015).

Mevcut ¢aligmada patates dilimlerinin C vitamini igerigini
yaklasik %65 oraninda arttirabilmek icin gerekli olan va-
kumlu emdirim siiresi 30 dakika vakum ve 10 dakika resto-
rasyon olarak belirlenmis olup, bu siire literatiirde patates ile

yapilmig olan ¢aligmalarda belirtilen vakum uygulama siire-
lerinden neredeyse 2 kat daha diisiiktiir (Hironaka vd., 2014;
Hironaka vd., 2015). Bu durumun temel sebebinin patates di-
limlerinin boyutu oldugu diisiiniilmektedir. Zira Salvatori ve
ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada 2 cm kalinliga sahip meyve
ve sebze dilimlerinin, daha yliksek kalinliklara sahip meyve
ve sebze dilimlerine gére vakum uygulamasina daha hizli ya-
nit verdigini, emdirim soliisyonunun bosalmig porlara daha
hizli doldugunu rapor etmislerdir. Mevcut ¢aligmada kullani-
lan patates dilimleri 1 cm kalinliga sahip oldugu i¢in, baz1 li-
teratiir calismalarindan daha kisa siirede vakumlu emdirim is-
leminin tamamlandig1 diistintilmiistiir.

Tablo 1. Vakumlu emdirim uygulanan patates dilimlerinin C ve D vitamini igerikleri

Table 1. Vitamin C and D contents of vacuum impregnated potato slices

. C vitamini . .. Antioksidan Kapasite (ug Trolox esdegeri/g)
Uygulanan islem (mg/100 g) D vitamini (ng/kg) DPPH “BTS
Kontrol 14.13°+0.08 <LOD® 270.56°+10.45 931.55°+18.56
Vakumlu emdirim 39.42°40.15 6.30°+0.00 350.56%+22.51 996.58*+24.45
Onem Diizeyi o o o o
Vakum Siiresi (dk)
0 14.13£0.08 <LODf 270.56+10.45 931.55+18.56
5 14.18£0.06 <LOD¢ 275.46°+10.02 935.51°+12.51
10 14.59°+0.05 <LOD%* 282.58°+¢11.06 941.23°¢10.47
15 16.229+0.11 1.029+0.01 321.219£10.14 957.88%+14.75
20 20.26°+0.13 3.52°+0.04 333.57°¢10.05 971.01°+10.09
25 26.56°+£0.22 4.90°+0.02 341.86°+18.45 982.07°+17.06
30 39.42°4+0.18 6.30°+0.07 350.56°+22.45 996.58*+24.45
Onem Diizeyi % ok ok ok

**p<0.01; LOD: Tespit limiti; Aym siitundaki farkl harfler istatistiki acidan onemli etki ifade eder.

Tablo 1°de yer alan sonuglara gore vakumlu emdirim iglemi-
nin patates dilimlerinin D vitamini igerikleri iizerinde istatis-
tiki acidan 6nemli (p<0.01) etkisi oldugu goriilmiistiir. Va-
kumlu emdirim isleminde artan vakum uygulama siiresinin
de orneklerin D vitamini igeriklerine istatistiki agidan dnemli
(»<0.01) etki gosterdigi bulunmustur. Mevcut ¢alismada D
vitamini analizi i¢gin LOD degeri 0.80 pg/kg olarak belirlen-
mis olup, kontrol dérneginde D vitamini miktar1 LOD degeri-
nin altinda kaldig1 i¢in hesaplanamamustir. Patatesin, tiir ve
cinse gore degismekle birlikte, D vitamini agisindan fakir bir
sebze oldugu literatiir ¢alismalarinda da rapor edilmistir
(Singh ve Bradbury, 1988; Aburjai vd., 1998; Boland vd.,
2003). Mevcut ¢alismada D vitamini agisindan fakir bir sebze
olan patatesin vakumlu emdirim yontemi ile D vitamini ige-
rigi yaklasik 6 kat arttirilarak, 6.30 pg/kg seviyesine ulagmig-
tir. Vakum uygulama siiresindeki artis ile birlikte D vitamini
icerigi de artig gostermis, C vitamininin vakumlu emdiri-
minde karsilasilan durum ile benzer sekilde bu artis 10. daki-

kadan sonra daha keskin olmustur. Bu sonuglardan yola ¢iki-
larak patatesin vakumlu emdirim ile D vitamini i¢eriginin art-
tirllabilmesi i¢in uygulanmasi gereken minimum 10 dakika-
lik vakum ve bu vakumlar arasinda minimum 4 dakikalik bir
restorasyon siiresi olmasi gerektigi belirlenmistir. Literatiirde
patates dilimlerine D vitamini soliisyonunun vakumlu emdi-
rim ile emdirildigi bir ¢aligmaya rastlanmamasina ragmen,
patates orneklerine farkli vitamin ve mineral soliisyonlarinin
emdirildigi ¢alismalarda da asilmasi gereken minimum bir
vakum siiresi ve vakum siireleri arasinda uygulanmasi gere-
ken minimum restorasyon siiresi oldugu rapor edilmistir
(Joshi vd., 2016).

Vakumlu emdirim uygulamasi sirasinda negatif basing sebe-
biyle drneklerin porlarindaki dahili gazin genlestigi ve kilcal
penetrasyon ile kismen disar1 aktigi bilinmektedir. Her bir va-
kum uygulamasi arasinda uygulanan restorasyon (2 dakikalik
atmosferik basinca birakma) sirasinda da basing artisi nede-
niyle gaz sikismakta ve emdirim soliisyonu gézeneklere em-
dirilmektedir (Zhao ve Xie, 2014; Mashkour vd., 2018). S6z
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konusu bu mekanizma ile patates dilimlerine C ve D vitamin-
lerinin emdirildigi diisliniilmektedir. Ayrica mevcut calis-
mada vakumlu emdirim diizeneginin ultrasonik banyo ile
desteklenmesinin de vakumlu emdirim siirecini hizlandirdigi
diisiiniilmiistiir. Literatiir calismalarinda da belirtildigi {izere
ultrason uygulamasinin kavitasyon sebebiyle bitki dokusu-
nun gecirgenligini arttirdig1, gecirgenligi artan dokulardan da
emdirim soliisyonunun rahatlikla gecebildigi gozlenmistir
(Yilmaz ve Ersus Bilek, 2018; Mashkour vd., 2018).

Antioksidan Kapasite

Literatiirde konu ile ilgili yapilmis ¢alismalarda C ve D vita-
minlerinin oldukg¢a yiiksek antioksidan etki gosterdigi bildi-
rilmistir (Padayatty vd., 2003; Mokhtari vd., 2016). Mevcut
calismada vakumlu emdirim ile C ve D vitamini soliisyonu
emdirilen patates dilimlerinin antioksidan kapasitelerindeki
degisim incelenmis, analiz sonuglar1 Tablo 1’de verilmistir.
Sekilde yer alan sonuglara gore kontrol 6rneginin antioksidan
kapasite degerleri DPPH ve ABTS analizleri sonucunda sira-
styla 270.56 ve 931.55 pg Trolox esdegeri/g olarak hesaplan-
mistir. Vakumlu emdirim islemi sonucunda C ve D vitamin-
lerinin antioksidan kapasitesinin yiiksek olmasindan dolayi
patates dilimlerinin de antioksidan kapasite degerleri yakla-
sik olarak %23 oraninda artmistir. Vakumlu emdirim uygula-
nan patates dilimlerinin DPPH ve ABTS sonuglari ise sira-
styla 350.56 ve 996.58 ng Trolox esdegeri/g olarak belirlen-
mistir. Analiz sonuglarina gére vakumlu emdirim uygulama-
sinin patates dilimlerinin antioksidan kapasite degerleri {ize-
rinde istatistiki agidan énemli (p<0.01) etki gosterdigi bulgu-
lanmustir.

Literatiirde vakumlu emdirim ile dogrudan patatesin antiok-
sidan kapasitesinin gelistirildigi bir ¢alismaya rastlamamakla
birlikte, vakumlu emdirim ile farkli meyve ve sebzelerin an-
tioksidan kapasitesinin gelistirildigi ¢alismalar mevcuttur.
S6z konusu bu ¢aligmalardan birinde aronya (chokeberry) adi

Research Article

verilen bir meyvenin elma-armut suyu karisimi ile vakumlu
emdirimi yapilmis, ¢alisma sonunda meyvenin antioksidan
kapasitesinin yiikseldigi bildirilmistir (Nawirska-Olszanska
vd., 2020). Bir diger ¢aligmada ise farkli konsantrasyondaki
bal soliisyonlar1 ile impregne edilen elma dilimlerinin va-
kumlu emdirim iglemi ile konsantrasyona bagli olarak anti-
oksidan kapasitesinin arttig1 rapor edilmistir (R6Ble vd.,
2011).

Pisirme Isleminin C ve D Vitamini fgerigi Uzerine Etkisi

Vakumlu emdirim yontemi ile C ve D vitaminleri agisindan
zenginlestirilen patates dilimleri, C ve D vitamini igeriklerin-
deki degisimi belirleyebilmek amaciyla buharda pisirme ve
derin yagda kizartma yontemleri ile pisirilmistir. Pigirilmis
patates 6rneklerinin antioksidan kapasite, C vitamini ve D vi-
tamini igeriklerindeki degisim Tablo 2’de verilmistir. Tab-
loda yer alan sonuglara gore, pisirme isleminde vakumlu em-
dirim uygulanan patates dilimlerinin antioksidan kapasite, C
vitamini ve D vitamini degerlerindeki degisim ile kontrol 6r-
neginde meydana gelen degisimler arasinda istatistiki agidan
onemli (p<0.01) fark bulunmustur. Ayn1 zamanda buharda
pisirme ve derin yagda kizartma islemleri arasinda da istatis-
tiki agidan 6nemli (p<0.01) fark oldugu belirlenmistir.

Vakumlu emdirim uygulanan patates dilimlerinin antioksidan
kapasitesindeki en yiiksek kayip yaklagik %7°lik bir degerle
kizartma uygulanan 6rneklerde gézlenmistir. Kontrol drnek-
lerinde ise kizartma islemi yapilan Orneklerde yaklasik
%25°1ik bir kay1p gozlenmistir. Pisirme islemi sonrasinda va-
kumlu emdirim uygulanan orneklerin antioksidan kapasite
degerlerinde kontrol 6rnegine gore daha az kayiplar oldugu
belirlenmistir. Ayrica buharda pisirme yontemi ile pisirilen
orneklerin (hem kontrol hem de vakumlu emdirim uygulanan
ornekler) antioksidan kapasite degerlerinin kizartma yontemi
ile pisirilen 6rneklere gore daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Tablo 2. Pisirmenin patates dilimlerinin antioksidan kapasite, C vitamini ve D vitamini degerlerine etkisi

Table 2. The effect of cooking on antioxidant capacity, vitamin C and vitamin D values of potato slices

Antioksidan kapasite (ug Trolox esdegeri/g)

Pisirme Yontemi C vitamini (mg/100g) D vitamini (ug/kg) DPPH ABTS

Kontrol-B 14.06°+0.06 <LOD¢ 250.41°412.11 876.50°+9.59

Kontrol-K 13.759+0.07 <LOD¢ 201.03%+11.16 721.48%+10.00

VE-B 39.03°+0.02 6.04°+0.20 337.56*+12.52 961.77°+11.10

VE-K 38.21°+0.06 3.52°+0.08 325.45°+11.13 936.13+9.85

Onem Diizeyi *¥ * * *

On islem

Kontrol 14.09°+0.04 <LOD® 243.52°+10.03 903.78°+£10.04

VE 39.27*+0.09 6.18+0.10 341.13*+10.78 982.01°+11.13
*% *% *% *%

Onem Diizeyi

**p<0.01; LOD: Tespit limiti; VE: Vakumlu emdirim; B: Buharda pisirme, K: Derin yagda kizartma
Ay stitundaki farklr harfler istatistiki agidan 6nemli etki ifade eder.
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Kontrol 6rnegi ve vakumlu emdirim uygulanan érneklerin C
vitamini iceriklerinde istatistiki acidan 6nem arz etmekle bir-
likte oldukea kiiciik degisiklikler belirlenmistir. Antioksidan
kapasitede elde edilen verilere benzer sekilde vakumlu emdi-
rim uygulanan 6rneklerdeki kayip kontrol 6rnegine gore daha
diisiik kalmistir. Ayrica buharda pisirilen 6rneklerin C vita-
mini igeriklerindeki kaybin kizartma ile pisirilen 6rneklere
gore daha diisiik oldugu bulgulanmustir.

Kontrol 6rneginin D vitamini igerigi LOD degerinin altinda
kaldigi igin tespit edilememis olup, vakumlu emdirim uygu-
lanan 6rneklerin D vitamini igerikleri pisirme yontemine gore
degisen degerlerde hesaplanmistir. Buharda pisirme islemi
kizartma islemine gore patateslerin D vitamini i¢eriginde nis-
peten daha az degisime neden olurken, kizartilan 6rneklerin
D vitamini igerikleri yaklasik 2 kat azalmistir. Kizartma isle-
minde karsilagilan bu biiyiik kaybin temel sebebinin D vita-
mininin yagda ¢dziinen bir vitamin (Barba ve ark., 2012) ol-
masindan kaynaklandigi diigiiniilmiistiir.

Dogrudan konu ile alakal1 literatiirde yapilmig bir calismaya
rastlanilmasa da benzer ¢alismalarda buharda pisirme yonte-
minin derin yagda kizartma islemine gore vitamin ve mineral
kayiplarin1 6nlemede daha etkili bir yontem oldugu rapor
edilmistir (Moreira ve Almohaimeed, 2018). Ayrica vakumlu
emdirim yonteminde hiicreler arasi ve hiicre i¢i bosluklara
emdirim soliisyonunun doldurulmas: ile porlarda disart siza-
cak suyun azalmasi, vitamin ve mineral kayiplarinin pisirme
isleminde dahi minimize edilebilecegi de literatiir ¢aligmala-
rinda bildirilmistir (Hironaka vd., 2011; Hironaka vd., 2013;
Hironaka vd., 2014; Moreira ve Almohaimeed, 2018). Bu
baglamda mevcut calismada elde edilen veriler literatiir ¢alig-
malar1 ile uyumlu bulunmustur.

Duyusal Analiz,

Vakumlu emdirim ile C ve D vitamini agisindan zenginlesti-
rilen patates dilimleri ve herhangi bir islem uygulanmayan
kontrol 6rnekleri buharda pisirme ve derin yagda kizartma ol-
mak iizere iki farkli yontemle pisirilmis ve 10 kisilik bir pa-
nelist grubu tarafindan duyusal degerlendirmeleri gercekles-
tirilmistir. Orneklerin duyusal analiz sonuglarina iliskin veri-
len Sekil 2 ve Tablo 3’te yer almaktadir. Analiz sonuglarina
gore vakumlu emdirim uygulamasinin patates dilimlerinin
duyusal karakteristikleri iizerinde istatistiki agidan Onemli
(»>0.01) bir etkisi gbzlenmemistir. Bunun yani sira buharda
pisirme ve derin yagda kizartma islemleri arasinda istatistiki
acidan 6nemli (p<0.01) bir farklilik belirlenmistir. Vakumlu
emdirim uygulamasinda tiiketici begenisindeki temel amag
vakumlu emdirim islemi uygulanan 6rneklerin sayet emdirim
soliisyonu kokusuz ve/veya tatsiz ise 6rnegin duyusal karak-
teristiklerini degistirmemesidir (Park vd., 2005; Joshi vd.,
2010). Mevcut ¢alismada da duyusal analizlerde temel amag
kontrol ornekleri ile vakumlu emdirim iglemi uygulanmis 6r-
neklerin duyusal karakteristiklerinin farkli olmamasidir. Bu
baglamda duyusal analizler sonucunda panelistlerin verdigi
puanlara gore, kontrol 6rnegi ile vakumlu emdirim uygulanan
ornekler arasinda fark gézlenmemis olup, pisirme yontemleri
arasinda fark belirlenmistir. Tiim duyusal parametrelerde de-
rin yagda kizartilmig drneklere en yiiksek puanlar verilmis
olup, genel begenide de kizartilan 6rnekler buharda pisirilen
orneklerden yaklasik 2 kat fazla puan almistir. Tiiketicilerin
aliskin oldugu parlak sari/hafif kirmizi kizarmis patates rengi
buharda pigirme yontemi ile elde edilemedigi icin 6zellikle
renk ve aroma parametrelerinde buharda pisirilmis ornekler
diisiik puanlar almistir. Literatiirde konu ile alakali yapilmis
calismalarda kizartma islemi ile bazi fonksiyonel bilesiklerin
azalabildigi, ancak duyusal parametreler konusunda tiiketici-
ler tarafindan kizartilan 6rneklerin begenildigi rapor edilmis-
tir (Moreira ve Almohaimeed, 2018; Lopez ve Moreira,
2019).
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Sekil 2. Buharda (B) ve derin yagda kizartma (K) ile pisirilen kontrol ve vakumlu emdirim (VE) uygulanmis patates dilimlerinin
duyusal analiz sonuglari

Figure 2. Sensory analysis results of control and vacuum impregnated (VE) potato slices cooked by steaming (B) and deep frying (K)

Tablo 3. Pisirilmis patates drneklerine ait duyusal analiz sonuglari

Table 2. Sensory analysis results of cooked potato samples

Pisirme Yontemi Goriiniis Tat Koku Renk Aroma Genel Begeni
Kontrol-B 6.409£0.01  4.229£0.00  6.52°£0.04  3.02°£0.05  3.11°+0.08 4.01°+0.02
Kontrol-K 8.42°+0.03  7.41°£0.04  8.08°+0.05  9.00°+0.00  8.98°+0.02 8.88%+0.06
VI-B 6.63°£0.02  5.12°40.06  7.22°+0.04  3.52°+0.02  3.14°+0.00 4.06°+0.00
VI-K 8.62°+0.00  7.63°+0.02  8.11£0.03  9.00°£0.00  9.00°+0.00 8.824+0.00
Onem Diizeyi % % * * * *
Uygulanan Yontem

Kontrol 7.63*+0.02  7.03°+0.04  8.04°+0.00  6.07°+0.07  6.14°+0.04 6.22+0.02
VI 7.57°£0.03  7.09°+0.02 8.07°+0.04  6.04°+0.02  6.11°+0.08 6.27°+0.00

Onem Diizeyi - - - - - -
**p<0.01; VI: Vakumlu emdirim; B: Buharda pisirme, K: Derin yagda kizartma
Aynu siitundaki farkli harfler istatistiki agidan 6nemli etki ifade eder.
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Sonug¢

Vakumlu emdirim yontemi ile insan sagligina pek ¢ok fayda-
lar1 bulunan C ve D vitaminlerince, diinyada en ¢ok tiiketilen
sebzelerden birisi olan patatesin zenginlestirilmesinin amag-
landig1 bu ¢alismada, elde edilen son tiriinlerdeki baz1 degi-
simler incelenmistir. Caligsma sonucunda patates dilimlerinin
vakumlu emdirim yontemi ile C ve D vitaminleri agisindan
basarili bir sekilde zenginlestirilebilecegi, sdz konusu vita-
minlerin antioksidan etkilerinden dolay1 patates dilimlerinin
antioksidan etkilerinin de arttirilabilecegi gézlenmistir. Nite-
kim vakumlu emdirim uygulanan patates dilimlerinin C vita-
mini igerikleri %65 oraninda arttirilirken, D vitamini igerik-
lerinde yaklasik 6 katlik bir artis belirlenmistir. Ayrica bu-
harda pisirme ve yagda kizartma olmak iizere iki farkli tek-
nikle pisirilen patates dilimlerinin pisirme sonrasi da vitamin
iceriklerini belirli bir seviyede koruyabildigi belirlenmistir.
Buharda pisirme yonteminde daha yiiksek oranda vitamin ko-
runumu gozlenirken, kizartma isleminde vakumlu emdirim
uygulanan patates dilimlerinin D vitamini igeriklerinin yari
yartya azaldig1 gozlenmistir. Tiim bunlarin yani sira yapilan
duyusal analizler sonucunda vakumlu emdirim uygulanan pa-
tates dilimlerinin kontrol érnegine gore farklilik arz etmedigi,
tat ve koku gibi kalite karakteristiklerinin degismedigi goz-
lenmistir. Sonug olarak, giinliik diyette en ¢ok tiiketilen seb-
zelerden biri olan patatesin vakumlu emdirim yontemi ile C
ve D vitamini a¢isindan zengin bir besine basariyla doniistii-
riilebilecegi goriilmiistiir. Gelecek calismalarda vakumlu em-
dirim uygulamasini etkileyen en 6nemli parametrelerden olan
restorasyon siiresi ve farkli vakum giigleri {izerinde ¢aligma-
lar gerceklestirilebilir. Daha yiiksek vakum giicli ve daha
uzun restorasyon siiresi uygulamalari ile patates dilimlerinin
vakumlu emdirim siiresinin kisaltilmasi ¢aligilabilir. Ayrica
ultrasonik destekli sistemde farkli ultrasonik giigler galisila-
rak, kavitasyon giiciiniin patates dilimlerine emdirilen vita-
min miktar1 tizerindeki etkisi incelenebilir.

Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar catismasi: Yazarlar bu yazi i¢in gercek, potansiyel veya al-
gilanan ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan etmisglerdir.

Etik izin: Aragtirma niteligi bakimindan etik izne tabii degildir.

Finansal destek: -
Tesekkiir: -

Aciklama: -
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oz

Bu caligmanin amaci yiiksek basing homojenizasyonu araciligryla mikronize edilmis seker pancart lifi ilave-
sinin hamurun reolojik ve tekstiirel 6zellikleri ile ekmegin kalite parametreleri {izerine etkilerini belirlemektir.
Mikronize edilmemis (S) ve mikronize edilmis (Sm) seker pancari lifi 6rnekleri ekmek formiilasyonunda %2,
4, 6, 8 ve 10 oranlarinda kullanilmugtir. Lif ilavesi hamur 6rneklerinin elastisite modiilii (G") ve viskoz modiilii
(G") degerlerinde artiga yol agmis, daha elastik ve kat1 benzeri bir materyalin elde edilmesine neden olmustur.
Ayrica, hamurlarin sertlik degeri artarken sakizimsilik ve yapiskanlik degerlerinde onemli bir degisim mey-
dana gelmemistir. Ekmek 6rneklerine seker pancari lifi ilavesi, hacim degerlerinin 6nemli diizeyde azalma-
sina yol agmustir (P <0.05). Ekmek 6rneklerinin tekstiirel 6zellikleri iizerine lif ilavesinin etkileri saptanmus,
orneklerin sertlik ve ¢ignenebilirlik degerlerinde artis meydana gelirken koheziflik ve esneklik gibi paramet-
relerde dnemli bir degisim belirlenmemistir. Seker pancar lifi ilavesi, ekmek i¢i parlakligini (L) 6nemli dii-
zeyde azaltirken kirmizi renk (a) oraninda artis meydana getirmistir. Lif ilave edilmis biitiin ekmekler duyusal
degerlendirmede panelistler tarafindan kabul edilebilir olarak degerlendirilmistir. Mikronize edilmemis seker
pancart lifi 6rnekleri %4, mikronize edilmis seker pancart lifi 6rnekleri ise %2 ilave oranlarinda kontrol ek-
megine benzer puanlar almistir. Mikronizasyon araciligiyla fonksiyonel 6zellikleri gelistirilmis seker pancari
lifinin ¢esitli gidalarda kullanimi degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Seker pancar lifi, Mikronizasyon, Reoloji, Tekstiir, Ekmek kalitesi
ABSTRACT

Effects of micronized sugar beet dietary fiber addition on the properties of wheat dough and bread

The aim of this study is to determine the effect of sugar beet fiber, micronized by high pressure homogeniza-
tion, addition on the rheological and textural properties of wheat dough and the quality parameters of bread.
The micronized and unmicronized sugar beet fibers were used in the bread formulation and they were incor-
porated into flour at levels of 2, 4, 6, 8, and 10%. The addition of sugar beet fiber increased the storage
modulus (G’) and loss modulus (G") values and led to more solid-like and elastic bread dough. Also, the
hardness values of bread dough increased while the gumminess and adhesiveness values didn’t change sig-
nificantly. The addition of sugar beet fiber significantly decreased the volume of bread samples (P <0.05).
The effect of fiber addition on the textural properties of bread was determined and it was observed that the
hardness and chewiness of bread samples increased while the cohesiveness and springiness parameters didn’t
change. Sugar beet fiber addition significantly decreased the lightness (L) values and increased the redness
(a) values of the crumbs. According to the results of sensory analysis, all bread samples that contain sugar
beet fiber were evaluated as acceptable by the panelists. The bread samples that contain unmicronized sugar
beet fiber at a 4% level and micronized sugar beet fiber at a 2% level got similar scores to the control bread.
Micronization by high pressure homogenization has developed functional properties of sugar beet fiber and
it is understood that it could be used in various foods.

Keywords: Sugar beet fiber, Micronization, Rheology, Texture, Bread quality

193


https://orcid.org/0000-0002-4370-8039
https://orcid.org/0000-0002-9014-8863
https://orcid.org/0000-0003-4994-5788
https://doi.org/10.3153/FH22019
mailto:aylahancer@cumhuriyet.edu.tr
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
http://jfhs.scientificwebjournals.com/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.3153/FH22019

194

Food Health 8(3), 193-207 (2022) e https://doi.org/10.3153/FH22019

Giris

Giliniimiizde tiiketicilerde saglikli gidalara dogru bir yonelim
s6z konusudur ve saglik agisindan yararlar1 olan yiiksek lifli
gidalar talep edilmektedir (Felli vd., 2018). Besinsel lifler, in-
san sindirim sistemi enzimleri tarafindan hidrolize edileme-
yen, yenilebilir bitkisel materyallerdir. Besinsel lif tikketimi;
koroner kalp hastaliklar1, diyabet ve belirli gastrointestinal
hastaliklara dair riskin azaltilmas1 da dahil olmak iizere saglik
acisindan cesitli yararlar saglamakta (Wu ve Shiau, 2015),
dolayistyla besinsel lifler fonksiyonel gidalarin gelistirilme-
sinde siklikla kullanilmaktadir. Saglik acisindan meydana ge-
tirdikleri bu olumlu etkilerin yani sira lifler, ilave edildikleri
gida tiriinlerinin konsistensini, tekstiiriinii, reolojik 6zellikle-
rini ve duyusal 6zelliklerini de etkileyebilmektedir (Rosell
vd., 2009). Besinsel liflerin gidalarda kullanimi; kimyasal
kompozisyonlarina, su tutma kapasitesi, yag adsorpsiyonu,
viskozite, jel olusturma gibi teknofonksiyonel 6zelliklerine
ve kismen de renk ve aroma gibi organoleptik karakteristik-
lerine baghdir (Rabetafika vd., 2014).

Ekmek, giinliik beslenmenin 6nemli bir pargasidir. Ekmekte
besinsel lif mevcudiyeti, ekmegin besleyici degerini arttir-
makta ve enerji degerini azaltmaktadir. Lif ilavesi hamurun
reolojik 6zellikleri ve ekmegin kalite parametrelerinde de de-
gisime neden olmaktadir (Soronja-Simovic vd., 2016). Genel
olarak, lif ilavesi ekmek hacmini azaltmakta, daha az hava-
landirilmis daha yogun bir yapt meydana getirmekte, daha
sert ve daha koyu renkli bir ekmek i¢i olusturmaktadir. Lifin
ekmek kalitesi tizerine etkisi ¢ogunlukla lifin tiirii ve bilesen-
leri, partikiil boyutu ve miktarina baglhdir. Besinsel lifler, su
tutma ve tekstiirel 6zelliklerinden yararlanilarak ekmekte
Ozellikle muhafaza {izerine olan etkileri (bayatlamay1 onle-
yici etki) nedeniyle kullanilmaktadirlar (Ktenioudaki ve Gal-
lagher, 2012). Ancak, pek ¢ok gida iiriinii i¢erisine ¢éziinmez
besinsel lifin dahil edilmesi, 6zellikle renk ve tekstiir agisin-
dan istenmeyen duyusal degisikliklere neden olmaktadir. Do-
layisiyla, ¢oziinmez besinsel lifin kalitesini gelistirmeye yo-
nelik alternatif uygulamalar belirlemek amaciyla aragtirmalar
iistlenilmistir ve bu sayede tiiketici albenisinden 6diin ver-
meksizin ¢6ziinmez lif gida materyalleri icine dahil edilebil-
mektedir. (Hu vd., 2015). Cesitli ¢dziinmez besinsel liflerin
fizikokimyasal 6zelliklerini modifiye etmek icin kullanilan
farkli teknikler arasinda mikronizasyon teknikleri muhteme-
len en dikkate deger olanlardir (Wang vd., 2012).

Geleneksel parcalama metotlar1 ile kiyaslandiginda, mikron-
ve nanoteknolojiler pek cok avantaja sahiptir. Ilk olarak, daha
kii¢tik bir boyut daha biiyiik bir yiizey alan1 anlamina gelmek-
tedir ki bu durum da su absorpsiyonunun gelismesi, yiiksek
¢Oziiniirliik, aroma salinimi ve hafif bir agiz hissine neden ol-
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maktadir. Bununla birlikte, ¢ok ince 6glitme araciligiyla bo-
yut azalmasia bagli olarak besleyici bilesenlerin ¢oziintir-
liigh artmakta ve bu bilesenler ayni zamanda insan viicudu
tarafindan kolaylikla absorbe edilmektedir. Ince partikiillerin
biiyiik spesifik ylizey alanina bagl olarak, biyolojik ve kim-
yasal reaksiyonlarda iirliniin reaksiyon hiz1 etkili bir sekilde
artmaktadir. Yiiksek miktarda lif igeren materyallerde, gele-
neksel pargalama yontemleri iiriinii tam olarak Ogtliteme-
mekte ve ¢ok miktarda atik olusumuna yol agmaktadir. Mik-
ron- ve nanoteknoloji, materyallerin aktif bilesenlerini zarar
gormeden muhafaza etmek suretiyle gidalarin diisiik sicak-
likta ve kisa siirede dgiitlilmesi amaciyla kullanilabilmekte ve
yiiksek kaliteli iiriinlerin iiretimine olanak saglamaktadir
(Chen vd., 2018). Mikronizasyon teknikleri arasinda en etkili
yontemlerden biri yiiksek basing homojenizasyonudur.

Yiiksek basing homojenizasyonu (YBH), gida iirlinlerinin is-
lenmesi amaciyla son zamanlarda arastirilan bir teknolojidir,
ancak yalnizca siv1 gida {iriinleri ile birlikte kullanilabilmek-
tedir (Espejo vd., 2014). Geleneksel homojenizasyon metot-
larinda goriilen ayn1 prensibe dayanmakta, fakat daha yiiksek
basing seviyeleri kullanmaktadir. Gida endiistrisinde kullani-
lan geleneksel homojenizasyon prosesleri 20 ile 50 MPa ara-
sinda basing uygularken, yiiksek basing homojenizasyonu
100-400 MPa araliginda basing uygulamaktadir (Lopes vd.,
2018). Yiiksek basing homojenizasyon teknolojisi kimya, ec-
zacilik, 6zel gidalar ve biyoteknoloji gibi cesitli endiistriyel
sektorlerdeki farkli tirtinleri disperslemek, karistirmak, emiil-
sifiye etmek ve iglemek amaciyla kullanilmaktadir (Floury
vd., 2002). Homojenizasyon teknolojisi, homojenize edici bir
valfin bagli oldugu karsit hareketli bir pompadan olugmakta-
dir. Pompa, basing altinda akigskanlar1 homojenize edici valf
boyunca hareket etmeye zorlamakta ve ardindan sivi, valf bo-
yunca yiiksek hizda akmaktadir. Akiskanin hiz1 arttik¢a, ba-
sin¢ ani bir diisiis meydana getirerek azalmakta ve énem si-
rasina gore siralanmasi ve Olciilmesi olduk¢a zor olan fakat
materyal yapisini parcalamak icin yeterli enerjiye sahip olan
kavitasyon, kesme, tiirbiilans ve sicaklik artig1 gibi olaylarin
es zamanli olarak ger¢ceklesmesine neden olmaktadir (Jacquet
vd., 2013).

Bitkisel gidalarin islenmesi sirasinda elde edilen yan iiriinle-
rin degerli fonksiyonel bilesenlere doniistiiriilmesi gidalar-
daki atik problemini azaltmaktadir. Seker pancar1 posasi, se-
ker pancarindan serbest sekerin ekstrakte edilmesinden sonra
kalan bir yan iirlindiir. Seker endiistrisi araciligiyla 1 ton se-
ker pancarinin islenmesinin ardindan, %70-80 oraninda su
iceren yaklasik 250 kg preslenmis seker pancari posasi arta-
kalmaktadir (Misan vd., 2016; Bogdanovi¢ vd., 2013). Kuru
madde bazinda seker pancari posasi kabaca %401 seliiloz,
%30’u hemiseliiloz ve %30’u pektinden olusmak iizere %65-


https://doi.org/10.3153/FH22019

Research Article

Food Health 8(3), 193-207 (2022) e https://doi.org/10.3153/FH22019

80 oraninda polisakkarit igermektedir. (Misan vd., 2016). Uy-
gun mikrobiyolojik 6zelliklerine ilaveten olumlu duyusal, fi-
ziksel ve kimyasal 6zellikleri bu materyalin degerli bir lif
kaynagi olmasini saglamaktadir. Hububat kepegine kiyasla
seker pancar lifi, diistik fitat icerigine ve daha iyi su baglama
ve su tutma kapasitesine sahiptir. Yiiksek fitat icerigi mineral
absorpsiyonunu olumsuz yonde etkilemesi nedeniyle bes-
lenme uzmanlarinin 6zel ilgi alanina girmektedir (Filipovic
vd., 2007).

Farkl1 partikiil bityiikliigiine sahip seker pancar lifi drnekle-
rinin ekmek ve diger unlu mamullerde kullanildig1 ¢esitli ¢a-
lismalar incelendiginde, genellikle bu lif 6rneklerinin gele-
neksel 6giitme metotlart sonucu elde edildigi goriilmektedir
(Ozboy ve Koksel, 1999; Filipovic vd., 2007; Oztiirk vd.,
2008; Sakac vd., 2011; goronja Simovi¢ vd., 2017). Gelenek-
sel ogiitme metotlar ile elde edilen besinsel lif 6rneklerine
kiyasla fonksiyonel 6zellikleri gelistirilmis besinsel lif 6rnek-
leri elde etmek amactyla yapilan ¢calismada, seker pancari po-
sas1 farkli ekstraksiyon uygulamalarina (su, etanol, alkali ile)
tabi tutulmus, ardindan yiiksek basing homojenizasyonu ara-
ciligtyla mikronize edilmis ve bu oOrneklerin fonksiyonel
ozellikleri tespit edilmistir (Hanger ve Karabulut, 2019). Or-
nekler arasinda, su ile muamele edilerek mikronize edilmis
seker pancari besinsel lifinin, su tutma ve yag tutma kapasi-
tesi acisindan en iyi fonksiyonel 6zelliklere ve en yiiksek ¢o-
ziinmez besinsel lif icerigine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
caligmada, su ile muamele edilmis seker pancari besinsel lifi
ekmek iiretiminde kullanilmigtir. Bu ¢aligmanin amaci, yiik-
sek basing homojenizasyonu ile mikronize edilmis seker pan-
car1 besinsel lifinin ekmek formiilasyonuna farkli oranlarda
ilave edilmesinin hamurun reolojik ve tekstiirel 6zellikleri ile
ekmegin kalite parametreleri iizerine etkilerini incelemektir.

Materyal ve Metot

Seker ekstraksiyonundan sonra atik olarak elde edilen seker
pancar1 posasi Malatya Seker Fabrikasi’ndan temin edilmis-
tir. Igerisinde bulunan koyu renkli par¢aciklarin ayrilmasinin
ardindan seker pancari posasi serilerek oda sicakliginda ku-
rutulmus ve kullanilincaya kadar plastik posetler i¢inde derin
dondurucuda muhafaza edilmistir. Ticari bugday unu (Soke
Geleneksel Un; kuru maddede maksimum %10 protein, mak-
simum %0.59 kiil), pres maya (Pak Maya) ve tuz yerel bir
marketten temin edilmistir. Ekmek {iretiminde ayrica gida
safliginda L-askorbik asit ve un islem maddesi (Puratos; bug-
day unu, alfa amilaz, hemiseliilaz, lipaz) kullanilmistir.

Seker Pancart Lifinin Elde Edilmesi

Seker pancari posasindan besinsel lif igeren 6rneklerin hazir-
lanmas1 amaciyla suyla yikama yontemi kullanilmigtir. Bu
amacla, uygun miktarda posa yaklasik iki kat1 kadar distile su

igerisinde mutfak tipi pargalayici ile 1 dakika siireyle parga-
lanmis ve karisim filtre edilmistir. Parcalama ve filtrasyon is-
lemi art arda {i¢ kez tekrarlanmustir. Elde edilen lifli yap1 don-
durarak kurutucuda kurutulup kullanilincaya kadar -18°C’de
polietilen posetler iginde muhafaza edilmistir.

Mikronize Edilmemis Seker Pancari Lifinin Hazirlanmasi

Suyla yikama yontemi ile elde edilen lifli materyalin mutfak
tipi kahve 6giitiiciistinde 6giitiiliip 250 pm’lik elekten gegiril-
mesi sonucu mikronize edilmemis lif 6rnegi (S) elde edilmis-
tir ve kullanilincaya kadar -18°C’de polietilen posetler iginde
muhafaza edilmistir.

Mikronize Edilmis Seker Pancari Lifinin Hazirlanmast

Seker pancar1 posasindan elde edilen lifli materyal, yiiksek
basing homojenizatdriinden (SUFLUX, ISA-NLM 100 Nano
Disperser) gecirilerek boyut kiigiiltme (mikronize etme) is-
lemi uygulanmistir. Bu amagla, belirli miktarda 6rnek iizerine
distile su ilave edilip 6rnek siispanse edilmis ve ardindan yiik-
sek devirli parcalayicidan (Ultra Turrax T25, IKA-WERKE,
Germany) 5 dakika siireyle gecirmek suretiyle bir 6n boyut
kiigiiltme islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen 6rnek yiik-
sek basing homojenizatoriinden ortalama 100 MPa basingta 5
kez gecirilerek boyut kiiciiltme islemi uygulanmis ve elde
edilen yap1 dondurarak kurutucuda kurutulmustur. Kahve
ogiitiiciisiinde 2 dakika siireyle ogiitiilerek toz haline getiril-
mis ve bdylece mikronize edilmis seker pancari lifi 6rnegi
(Sm) elde edilmistir. Bu 6rnek kullanilincaya kadar -18°C’de
polietilen posetler iginde muhafaza edilmistir.

Ekmek Uretiminde Kullanilacak Formiilasyon

Ekmek iiretiminde Wang vd. (2002) tarafindan uygulanan
prosediir modifiye edilerek kullanilmistir. Kullanilan su mik-
tar1 100 gram un i¢in 60 mililitre olarak sabit kabul edilmistir.
Temel hamur formiilasyonu 100 gram un esasina gore; 2
gram tuz, 3 gram pres maya, 3 gram un islem maddesi, 50
mg/kg L-askorbik asit ve 60 mililitre su seklindedir. Formii-
lasyona lif ilavesi %2, 4, 6, 8 ve 10 olacak sekilde ilave edilen
lif miktarina karsilik gelen un miktarim eksiltmek suretiyle
yapilmstir.

Hamur Reolojisi

Hamurun reolojik 6zelliklerini belirlemek i¢in Upadhyay vd.
(2012) tarafindan uygulanan yontem modifiye edilerek kulla-
nilmigtir. Dinamik testler igin paralel plaka geometrisi (25
mm ¢ap, 1 mm agiklik) kullanilmis ve tiim Sl¢iimler 25°C s1-
caklikta yapilmistir. Hamur merkezinden alinan 6rnek plaka
tizerine yerlestirilerek reometrede (Anton Paar, PHYSICA
MCR 301) ol¢limler gerceklestirilmistir. Deneysel prosediir,
zaman ve salimim frekansinin bir fonksiyonu olarak elastisite
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modiilii (G) ve viskoz modiiliinden (G") olusan kesme mo-
diiliiniin gelisim ve sonlanmasinin belirlenmesine olanak sag-
lamaktadir. Dolayisiyla, frekans salinim testi esnasinda, G’ ve
G" degerleri 1 ve 100 rad/s arasinda degisen frekansin bir
fonksiyonu olarak dl¢iiliirken gerilme orani sabit tutulmustur.

Hamurun Tekstiirel Ozellikleri

Hamur 6rneklerinin tekstiir profil analiz bir Texture Analyzer
cihazi (Lloyd Instruments) kullanilarak Ayadi vd. (2009) ta-
rafindan belirtilen prosediire uygun olarak yapilmistir. Silin-
dirik bir prob kullanmak suretiyle hamur 6rnegi 10 mm/s
hizda orijinal yiiksekliginin %50’si oraninda sikistirilmig ve
orneklere ait sertlik, sakizimsilik, yapiskanlik ve koheziflik
gibi parametreler belirlenmistir.

Ekmek Uretimi

Ekmek o6rnekleri direkt hamur metoduna gore hazirlanmustir.
Biitlin kuru bilesenler karistirildiktan sonra pres maya katil-
mis, ardindan su yavas yavas ilave edilmek suretiyle homojen
bir karisim elde edilmistir. Elde edilen hamur 10 dakika sii-
reyle el ile yogurma islemine tabi tutulmus, sonrasinda
30°C’de 60 dakika boyunca fermantasyona birakilmigtir. Fer-
mantasyon sonrasinda hamur Ornekleri elektrikli bir firinda
290°C’de pisirilmistir. Pigirme siiresi kontrol ekmegi ile %2
ve %4 oranlarinda lif iceren ekmeklerde 11-12 dakika iken
%6, %8 ve %10 oranlarinda lif igeren ekmek 6rnekleri igin
18-19 dakika olmustur. Oda sicakliginda 1 saat siireyle sogut-
manin ardindan ekmegin kalite parametreleri degerlendiril-
mistir. %10 oraninda lif igeren ekmek 6rnekleri asir1 sertles-
tigi i¢in degerlendirmeye alinmamustir.

Ekmegin Fizikokimyasal Ozellikleri

Oda sicakliginda sogutmanin ardindan ekmek orneklerinin
agirliklar kaydedilmistir. Ekmek hacmi bugday tagirma me-
toduna gore belirlenmis ve spesifik hacim, ekmek hacmini
ekmek agirligina oranlamak suretiyle hesaplanmistir. Ek-
meklerin nem igerigi Tirk Gida Kodeksi Ekmek ve Ekmek
Cesitleri Tebligi’ne (Anonim, 2012) uygun olarak belirlen-
mistir. Ekmek Orneklerinde renk analizi Minolta Color Rea-
der CR-10 renk dlglim cihazi kullanilarak ger¢eklestirilmis ve
ekmek kabugu ile ekmek i¢ine ait L* (parlaklik), a* (kirmizi-
lik) ve b* (sarilik) degerleri belirlenmistir.

Ekmek I¢i Tekstiir Ozellikleri

Ekmek 6rneklerinin tekstiir profil analizi, bir Texture Analy-
zer cihazi (Lloyd Instruments) kullanilarak Wang vd. (2002)
tarafindan belirtilen prosediire uygun olarak yapilmistir. Ek-
megin merkezinden alinan 2 cm’lik iki farkli dilim 25 mm
capa sahip bir prob kullanmak suretiyle %50 oraninda pres-
lenmistir. ki farkli ekmekten alinan dort dilim 6rnek analiz
edilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir. Ekmek icine ait
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sertlik, koheziflik, esneklik ve ¢ignenebilirlik gibi parametre-
ler belirlenmistir.

Ekmegin Duyusal Degerlendirmesi

Ekmek orneklerinin duyusal degerlendirmesi Wang vd.
(2002) tarafindan belirtilen prosediire uygun olarak yapilmis-
tir. Panelistlere kodlanmis (kontrol ekmegi ile farkli oranda
lif igeren ekmekler) ekmek dilimleri verilerek koku, ekmek
kabugu rengi, ekmek ici rengi, ekmek i¢i gdzenek yapisi, es-
neklik, piitiirliiliik (agizda biraktigi his), tat/aroma ve genel
kabul edilebilirlik 6zellikleri bakimindan 1 (en diisiik) ile 10
(en yliksek) puanlar arasinda degerlendirmeleri istenmistir.
Ortalama puanlarin 5’ten biiyiik olmasi iiriiniin kabul edilebi-
lir olarak degerlendirilmesini saglamistir.

Istatistiksel Analiz

Her deney en az iki paralelli olarak gerceklestirilmis ve so-
nuglar ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.
Uygulamalar i¢inde ve arasindaki farkliliklar SPSS 22.0 kul-
lanilarak One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) ile
incelenmis ve ¢coklu karsilastirma amaciyla Tukey testi uygu-
lanmistir. Sonuglar (P <0.05) 6nem seviyesinde degerlendi-
rilmistir.

Bulgular ve Tartisma
Hamur Reolojisi

Kontrol 6rnegi (K) ile un esasina gore farkli oranlarda S lifi
(yiikksek basing homojenizatériinden ge¢memis lif 6rnegi)
iceren hamur 6rneklerine ait G’ ve G” degerleri Sekil 1’de, Sm
lifi (yiiksek basing homojenizatoriinden ge¢mis lif drnegi)
iceren hamur o6rneklerine ait G’ ve G” degerleri ise Sekil 2°de
sunulmustur.

Lif iceren hamurlarin kontrol hamuruna gore 6nemli dere-
cede yiiksek G’ ve G” degerlerine sahip oldugu belirlenmistir.
Benzer bir sonug, seliiloz, bugday lifi ve yulaf lifi ilave edil-
mis hamurlarda da gézlenmis, daha yiiksek G’ ve G” degerle-
rinin, daha yliksek konsistens ve daha diigiik akma egilimine
sahip olan daha kat1 bir hamurun gdstergesi oldugu ifade edil-
mistir (Gomez vd., 2010). Viskoelastik hamur matriksi iginde
fibroz kepegin bir dolgu maddesi olarak faaliyet gosterdigi ve
kepek ile gluten arasindaki su rekabetinden dolay1 sudan kay-
naklanan yaglama etkisini azalttig1, sonug olarak da G’ dege-
rini arttirdigr belirtilmistir (Ishwarya vd., 2017). Her iki lif
grubunu igeren hamur drneklerinde G’ degerlerinin G” deger-
lerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. S lifi kullanil-
masi1 durumunda, ilave oranindaki artisla birlikte hamur daha
kuvvetli hale gelmistir (S lifine gore daha biiyiik G’ deger-
leri). Bu durum, S lifinin Sy, lifine kiyasla olusturdugu daha
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yiiksek viskoziteden kaynaklanmaktadir. Bu sonuglar, su ve
maya miktarinin bir fonksiyonu olarak ve hidrokolloidlerin
ilavesi ile bugday unu hamurunun reolojik ve mikroyapisal
Ozelliklerindeki  degisimi tanmimlayan Upadhyay vd.
(2012)’nin elde ettigi sonuglara benzemektedir. Bu arastirma-
cilar hamur formiilasyonunda %0.5, 1.5 ve 3.0 oranlarinda
sodyum aljinat ve ksantan gam kullanmis ve hidrokolloid kul-
lanildiginda su miktarini sabit %60, maya miktarin sabit %2
olarak belirlemislerdir. Hidrokolloid ilavesi ile birlikte G ve
G" degerleri artmis ve hamurda daha fazla sertlik meydana
gelmistir. Ksantan gam kullanilmasi durumunda, hidrokol-
loid ilavesi arttik¢a sodyum aljinata kiyasla daha biiyiik G’
degerleri elde edilmesi nedeniyle hamurun daha kuvvetli hale
geldigi bildirilmis, bu durum ksantan gamin sodyum aljinata
kiyasla olusturdugu daha yiiksek viskoziteye dayandirilmig-
tir. Benzer sekilde, bira posasi, elma posasi (Ktenioudaki vd.,
2013), iniilin (Peressini ve Sensidoni, 2009) ve suda ¢6ziin-
meyen hurma lifi (Ahmed vd., 2013) ilavesinin hamurun re-
olojik o6zellikleri {izerine etkilerini inceleyen c¢esitli ¢aligma-
larda lif ilavesi ile birlikte G’ ve G” degerlerinde artis gozlen-
mistir. Lifle zenginlestirilmis hamurun kontrol 6rnegine gore
daha yiiksek mekanik kuvvet gdsterdigi, bunun da daha sert
bir hamurun gostergesi oldugu belirtilmistir. Hamur 6rnekle-
rine ait G’ degerlerinin G” degerlerinden yiiksek olmasi ise
hamurlarin elastik benzeri bir davranis gostermesine baglan-
mis ve bu durumun (G’ > G") viskoelastik ag yapinin gercek
bir gostergesi oldugu ifade edilmistir.

Hamurun Tekstiirel Ozellikleri

Kontrol 6rnegi (K) ile un esasina gore farkli oranlarda lif (S
ve Sm lifi) igeren hamur 6rneklerine ait tekstiirel parametreler
Tablo 1°de sunulmustur.

Kontrol hamuru ile %2 ve %4 oranlarinda lif iceren hamurla-
rin benzer sertlik degerlerine sahip oldugu ve bu hamurlarin
sertlik degerleri arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
olmadig1 goriilmektedir (P >0.05). Ancak, daha yiiksek

oranda lif ilavesi, hamurlarin sertlik degerlerinde 6nemli dii-
zeyde artisa neden olmustur. Yiiksek basing homojenizasyo-
nuna tabi tutulmus lif 6rneklerinin hamur sertligi agisindan
ayni ilave diizeyinde diger lif grubuna kiyasla 6énemli bir de-
gisime yol agmadigi belirlenmigtir. S lifi, hamurlarin kohe-
ziflik degerlerinde kontrol hamuruna gore istatistiksel olarak
onemli diizeyde artiga neden olurken (P <0.05), Sy, lifi igeren
hamurlarin genellikle kontrol hamuruna benzer koheziflik
degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Her iki lif grubunun
da hamur 6rneklerinin sakizimsilik ve yapiskanlik degerlerini
onemli diizeyde etkilemedigi belirlenmistir. Bu sonuglar, kek
formiilasyonunda kladod tozu (Ayadi vd., 2009) ve elma po-
sasi (Sudha vd., 2007) kullanilan ¢aligmalarda elde edilen so-
nuglarla benzerlik gdstermektedir. Bu arastirmacilar, kari-
stimda bulunan lif fraksiyonundaki artisla birlikte hamurun
daha sert bir hal almasinin ya gluten proteinlerinin seyrelme-
sine ya da bugday unundaki proteinler ile polisakkaritler ara-
sindaki etkilesime bagli olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica,
hamur kohezyonu {iizerine kladod tozu ilavesinin hemen he-
men 6nemsiz bir etkiye sahip oldugu ifade edilmistir. Ekmek
kalitesi iizerine lif ilavesinin etkilerini inceleyen bagka bir ca-
lismada ise bezelye ve bakla kabugu lifi ilavesinin hamurun
tekstiirel 6zelliklerini 6nemli 6lgiide gelistirdigi belirtilmistir.
Ilave edilen lif konsantrasyonu arttikca kohezyon, yapiskan-
lik ve esneklik parametreleri artis gostermistir. Diisiik kon-
santrasyondaki (0.25 ve 0.5 g/100g) lif ilavesinde hamur sert-
ligi azalirken yiiksek konsantrasyondaki (0.75 ve 1 g/100g)
lif ilavesinde sertlik kismen artmustir (Fendri vd., 2016). Ar-
mero ve Collar (1997), bugday unu hamuruna ait baz1 tekstiir
parametrelerinin primer 6neme sahip oldugunu belirtmisler-
dir. Yapiskanligin, hamurun islenebilirligini son derece etki-
leyen bir parametre oldugu, diger tekstiir parametrelerinin ise
hamurun islenebilirligi lizerinde bir avantaj ya da dezavantaja
sahip olmadig1 ancak ekmek kalitesini tahmin etme agisindan
onemli oldugu ifade edilmistir. I¢ yapilar1 yiiksek gerilim ve
deformasyona diren¢li daha kohezif hamurlarin, spesifik
hacmi daha yiiksek ve daha yumusak ekmeklere yol agtig1
bildirilmistir.
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Sekil 1. Farkli oranlarda (%2, 4, 6, 8, 10) S lifi iceren hamur 6rneklerine ait
elastisite modiilii (G") ve viskoz modiilii (G”) degerleri

Figure 1. The storage modulus (G') and loss modulus (G") values of wheat dough con-
taining unmicronized sugar beet dietary fiber at different levels (2, 4, 6, 8,
10%)
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Sekil 2. Farkli oranlarda (%2, 4, 6, 8, 10) Sy, lifi igeren hamur 6rneklerine ait
elastisite modiilii (G") ve viskoz modiilii (G”) degerleri

Figure 2. The storage modulus (G') and loss modulus (G") values of wheat dough con-
taining micronized sugar beet dietary fiber at different levels (2, 4, 6, 8, 10%)
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Tablo 1. Seker pancar lifi ilavesinin hamurun tekstiirel 6zellikleri tizerine etkisi

Table 1. The effect of sugar beet dictary fiber addition on textural properties of wheat dough

Sertlik (N) Koheziflik Sakizimsilik (N) Yapiskanlik (N.s)

K 1.46 +0.08? 0.14 +£0.01° 0.20 + 0.05° 0.57 £ 0.022
S

%2 1.42 +0.06° 0.57 £0.04° 0.64 £0.16° 0.68 + 0.022
%4 2.10 + 0.09% 0.70 £0.11b¢ 0.84 +0.22° 0.66 + 0.04
%6 4.42 +0.13 0.97 £ 0.04¢ 1.00 + 0.06? 0.53 +0.04
%8 5.28 + (.33« 0.67 £ 0.05% 1.78 £2.13¢ 0.46 + 0.05%
%10 5.28 £ 1.54< 0.55+0.01° 1.86 £ 0.07? 0.38 £ 0.07%
Sm

%2 1.61 £0.19? 0.34 +0.22% 0.55 +£0.26° 0.78 £ 0.10°
%4 3.26 + 0.06%° 0.35 £0.14% 0.77 £ 0.05% 0.44 + 0.20%
%6 3.96 £ 0.30bd 0.38 £ 0.05% 1.25 +£0.25° 0.23 +0.25?
%8 441 +£1.03d 0.67 £ 0.04b 1.15+1.012 0.56 + 0.07%
%10 5.75 +0.104 0.42 +0.08% 0.59 + 0.08? 0.65£0.11

Aynt siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik vardir (P< 0.05)
Different small letters in the same column show the statistical difference between the values (P< 0.05)

K: Kontrol

K: Control

S: Yiiksek basing homojenizatoriinden gecirilmemis lif 6rnegi

S: Unmicronized sugar beet dietary fiber

Sm: Yiiksek basing homojenizatériinden gecirilmis lif 6rnegi

Sm: Micronized sugar beet dietary fiber

Tablo 2. Seker pancar lifi ilavesinin ekmegin fizikokimyasal 6zellikleri iizerine etkisi

Table 2. The effect of sugar beet dictary fiber addition on physicochemical properties of wheat bread

Nem (%) Agirhk (g) Hacim (mL) Spesifik Hacim (mL/g)
K 37.02 £ (0.64bcde 141.69 + 0.84% 440.00 + 16.43f 3.11+0.12F
S
%?2 38.47 £ 1.98¢ 146.86 + 0.48¢ 420.00 + 7.75¢" 2.86 £ 0.05¢
%4 38.29 £ 0.58% 147.83 + 0.96¢ 309.17 £11.58¢ 2.09 £0.09¢
%6 33.86 +2.15%¢ 140.18 £ 0.10% 236.67 £+ 6.06% 1.69 + 0.04%
%8 31.67£2.76* 136.31 +5.86* 237.50 £ 9.87% 1.74 + 0.08%
Sm
%?2 37.28 £0.16%% 141.98 + 0.08% 401.67 £20.17¢ 2.83+£0.14°
%4 37.63 +£0.74% 144.90 + 0.42¢ 331.67 +9.83¢ 2.29+0.06¢
%6 34.81 £ 0.84%0d 138.08 + 1.30% 246.67 + 4.08° 1.79 + 0.04°
%8 33.60+1.12% 140.19 + 0.99% 225.00 £ 4.47° 1.61 £0.032

Aynt siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik vardir (P< 0.05)
Different small letters in the same column show the statistical difference between the values (P< 0.05)

K: Kontrol

K: Control

S: Yiiksek basing homojenizatoriinden gecirilmemis lif 6rnegi

S: Unmicronized sugar beet dietary fiber

Sm: Yiiksek basing homojenizatoriinden gegirilmis lif 6rnegi

Sm: Micronized sugar beet dietary fiber
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Ekmegin Fizikokimyasal Ozellikleri

Ekmek orneklerine ait nem, agirlik, hacim ve spesifik hacim
degerleri Tablo 2’de sunulmustur.

Kontrol ekmegine ait nem degeri %37.02 iken S lifi iceren
ekmeklerin nemi %31.67-38.47 degerleri arasinda, Sy, lifi ige-
ren ekmeklerin nemi ise %33.60- 37.63 degerleri arasinda de-
gismistir. %2, 4 ve 6 oranlarinda S lifi iceren ekmeklerin nem
degerleri ile kontrol ekmeginin nem degeri arasinda istatistik-
sel olarak onemli bir fark olmadigi, %8 ilave oraninda ise ek-
mege ait nem degerinin kontrole gére dnemli dlgiide diisiik
oldugu goriilmektedir. Sy, lifi ilavesi ise ekmek drneklerinin
nem miktar1 {izerinde kontrol ekmegine kiyasla istatistiksel
olarak 6nemli bir farka yol agmamuistir (P >0.05). Ekmeklerin
agirliklarinin da nem degerleri ile paralel bir egilim i¢inde ol-
dugu goriilmektedir.

Ekmeklere seker pancari lifi ilavesi, ekmek 6rneklerinin ha-
cimlerinin kontrol ekmegine gore istatistiksel olarak 6nemli
ol¢iide azalmasina neden olmustur (P <0.05). ilave edilen lif
orani arttikca hacim degerleri de asamal1 olarak azalmistir.
Aynt durum, her iki lif 6rnegi ile zenginlestirilmis ekmeklerin
spesifik hacim degerlerinde de gozlenmistir. Kontrol ekme-
ginin hacmi 440 mL iken %2, 4, 6 ve 8 oranlarinda S lifi ige-
ren ekmeklerin hacmi sirasiyla 420, 309.17, 236.67 ve 237.50
mL olarak belirlenmistir. Ayni1 ilave oranlarinda Sy, lifi igeren
ekmeklerin hacim degerleri ise sirasiyla 401.67, 331.67,
246.67 ve 225 mL’dir. Ekmek hacmine dair elde edilen bu
sonuglar, ekmek tliretiminde seker pancari katkisi kullanan Fi-
lipovi¢ vd. (2004) nin sonuglar1 ile uyumludur. Bu arastirma-
cilar, katk: ilavesindeki artisla birlikte ekmek hacminin azal-
digimi ve %0, 2, 5 ve 10 oranlarindaki katki ilavesi i¢in ekmek
hacminin sirasiyla 337, 309, 268 ve 194 mL olarak belirlen-
digini bildirmislerdir. Bununla birlikte, ekmek i¢i yapisinin
oldukga kaba ve ekmek i¢i renginin kabul edilemez sekilde
koyu bir hal aldigi ifade edilmistir. Fendri vd. (2016), lif ila-
vesinin ekmek hacmi iizerinde meydana getirdigi bu olumsuz
etkinin glutenin diliisyonuna veya gluten ve lif arasindaki et-
kilesime bagh olabilecegini, ayn1 zamanda lifin hamur yapi-
sin1 zayiflatmasi ya da bozmasi ve dolayisiyla CO; gazi tutul-
masini azaltmasinin bir sonucu olabilecegini bildirmislerdir.
Ekmek yapiminda bugday kepeginin etkilerini inceleyen bir
caligmada, kepegin su igin gluten ve nisasta ile rekabete gir-
mesinin glutenin yeterli bir sekilde hidrasyonunu engelleye-
bilecegi, bu durumun da ekmek hacminin azalmasina yol aga-
bilecegi belirtilmistir (Lai vd., 1989). Bagka bir ¢aligmada ise,
ortalama partikiil boyutlar1 75 um ve 150 um olan yulaf lifi

tozlar1 ekmek iiretiminde farkli oranlarda (%4, 8, 12, 16, 20)
kullanilmistir. Bugday ekmeginde bulunan daha kiigtik parti-
kiil boyutuna sahip besinsel lif, son {iriiniin spesifik hacmini
arttirmig fakat bu hacmin kontrole gore daha diigiik oldugu
belirlenmistir (Kurek vd., 2016).

Ekmek 6rneklerinin kabuk ve i¢ kisimlarina ait renk paramet-
releri Tablo 3’te sunulmustur.

Her iki lif grubu igin, %2 ve %4 oranlarinda lif ilavesi ekmek
kabugunda parlakligin 6nemli diizeyde azalmasma neden
olurken, yiiksek basing homojenizatoriinden gegirilmis lif 6r-
negi %6 ve %38 ilave oranlarinda ekmek kabugu parlakliginin
kontrole kiyasla istatistiksel olarak énemli Glgiide artmasina
neden olmustur (P <0.05). Lif ilavesi ekmek i¢inin daha koyu
bir renk almasina yol agmis ve ilave edilen lif miktar arttikga
ekmek ici parlaklig1 giderek azalmistir. Unlu mamullerin par-
lakligindaki azalmanin, sekerler ve aminoasitler arasindaki
reaksiyonlar i¢in ortam yaratan suyun life baglanmasi olayi-
nin bir sonucu olabilecegine dikkat edilmesi gerektigi bildi-
rilmistir (Kurek vd., 2016). Ekmegin teknolojik kalitesi iize-
rine farkl1 besinsel lif kaynaklarinin (bugday kepegi, direngli
nisasta ve keci boynuzu gami) etkilerini inceleyen bir ¢alig-
mada ise ke¢i boynuzu gaminin ekmek i¢i parlakliginda mey-
dana getirdigi azalma, bu lif kaynaginin ekmek i¢i nem mik-
tar1 lizerindeki etkisi ile iligkilendirilmistir (daha fazla nem,
daha diisiik parlaklik) (Almeida vd., 2013). S lifi ekmek ka-
bugu ve ekmek i¢ine ait kirmiz1 renk oraninda kontrole gore
o6nemli bir degisim meydana getirirken, Sp, lifi yalnizca ek-
mek i¢ine ait kirmizilik degerlerinde artisa neden olmustur.
Genel olarak, lif igeren ekmek 6rneklerinin sar1 renk oraninin
benzer oldugu ve bu 6rneklere ait b degerlerinde kontrol ek-
megine kiyasla istatistiksel olarak bir fark olmadig goriil-
mektedir (P >0.05). Farkl1 besinsel lifler ile zenginlestirilmis
ekmeklerin kalite Ozelliklerini arastiran ¢esitli calismalarda
da ekmek rengine dair benzer sonuglar elde edilmis, genel
olarak lif ilavesi ile birlikte ekmek kabugu ve ekmek icine ait
parlaklik (L) ve sarilik (b) degerlerinin azaldigi, kirmizi renk
oraninin (a) arttig1 bildirilmistir (Filipovi¢ vd., 2004; Roman-
kiewicz vd., 2017; Fendri vd. 2016). Yiiksek sicakliklara dog-
rudan maruz birakilmis unlu mamullerin ylizey renginin, ka-
ramelizasyon ve maillard reaksiyonlari sonucu degistigi be-
lirtilmistir. Pisirme prosesi sirasinda ekmek i¢inin sicakligi
100°C’ye ulagmazken, ekmek kabugunda sicaklik 100°C’nin
tizerindedir. Uriiniin rengini etkileyen maillard reaksiyonu-
nun yalnizca ekmek kabugunda meydana geldigi, ekmek ici
renginin ise yalnizca hamur {iretiminde kullanilan bilesen-
lerle dogrudan iligkili oldugu ifade edilmistir (Romankiewicz

201


https://doi.org/10.3153/FH22019

202

Food Health 8(3), 193-207 (2022) e https://doi.org/10.3153/FH22019

vd., 2017). Ekmek iiretiminde iki farkli boyutta (ortalama 75
pm ve 150 um) yulaf lifi tozu kullanilan bir ¢alismada ise
unlu mamullere ilave edilen daha kiigiik boyuttaki besinsel
lifin kontrol 6rnegi ile karsilagtirildiginda renk bakimindan
daha az farkliliga neden oldugu belirtilmistir (Kurek vd.,
2016). Bu durum, bu ¢alismada elde edilen sonuglarla ben-
zerlik gostermektedir.

Ekmek I¢i Tekstiir Ozellikleri

Ekmek i¢ine ait sertlik, koheziflik, esneklik ve ¢ignenebilirlik
gibi tekstiirel parametreler Tablo 4’te sunulmustur.

Kontrol ekmeginin sertlik degeri 6.42 N iken, S lifi iceren ek-
meklerin 9.00-46.56 N arasinda, Sy, lifi igeren ekmeklerin ise
9.47-44.02 N arasinda sertlik degerlerine sahip oldugu goriil-
mektedir. Her iki lif grubunu igeren ekmek 6rneklerinin sert-
lik ve ¢ignenebilirlik degerleri, %2 ilave orani hari¢ kontrol
ekmegine kiyasla istatistiksel olarak énemli bir artis goster-
mistir (P <0.05). Lif oranindaki artis, bu parametrelere ait de-
gerlerin gittikge artmasina neden olmustur. Bu durum, formii-
lasyondaki su miktariin sabit olmasi ile iligkilendirilebilir.
Cappa vd. (2013), hidrokolloidler ve yiiksek lifli bilegsenlerin
kullaniminin, genellikle ekmek ve iligkili tirtinlerin tekstiirii
iizerinde olumlu etkilere neden oldugunu, bu maddelerin ila-
vesinin, Ozellikle de glutensiz ekmeklerde, liflerin su bag-
lama ve pisirme prosesi boyunca bu suyu tutma kabiliyetleri
nedeniyle ekmek i¢i yumusakligini gelistirebildigini bildir-
mislerdir. Ozellikle ¢dziiniir 1if orani yiiksek liflerin (psyl-
lium ve seker pancar lifi gibi), nemin tutulmasina yardim et-
mek ve ekmek i¢i nemliliginin algilanmasini arttirmak sure-
tiyle ekmek i¢i yumusakligini pozitif bir sekilde etkileyebile-
cegi belirtilmistir. Ancak, eger orijinal kiitledeki su miktar1
sinirl1 ve bircok madde bu su i¢in rekabet etmek zorunda ise
hem hidrokolloidler hem de yiiksek lifli bilesenlerin fonksi-
yonlarini en iyi sekilde yerine getiremeyecegi ifade edilmis-
tir. Bu calismada, ekmek 6rneklerinin sertlik ve ¢ignenebilir-
lik parametrelerine dair elde edilen sonuglar, Giil ve Sen
(2017)’in sonuglari ile uyumludur. Ekmek iiretiminde nar ce-
kirdegi unu kullanan bu aragtirmacilar, formiilasyondaki lif
orani arttikca ekmek i¢i sertligi ve ¢ignenebilirliginin arttigini
belirtmiglerdir. Tiiketicilerin ekmek tazeligi ile ilgili algilari-
nin kuvvetli bir sekilde iligkili olmasi nedeniyle, unlu mamul-
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ler icin 6zellikle ekmek ici sertliginin yaygin bir kalite 6zel-
ligi oldugu bildirilmistir. Genel olarak ekmek hacmi ne kadar
biiyiikse sertlik degerinin o kadar diisiik olacagi yani ekmegin
daha yumusak olacag ifade edilmistir. Baska bir ¢caligmada
ise, fitik asitten arindirilmig ve konsantre edilmis bugday ke-
pegi ile piring kepegi ekmek tiretiminde kullanilmis, kepek
ilavesinin ekmek i¢i sertligini dnemli diizeyde arttirdig: bil-
dirilmistir. Sertligin istenen bir 6zellik olmadig1 ¢linkii aym
zamanda ekmegin bayatlamasi ile iliskili oldugu belirtilmig
ve yiiksek hacim ile Uistiin ekmek i¢i tekstiirli arasinda pozitif
bir iliski oldugu ifade edilmistir. Ekmek sertliginin; ekmek
ici tekstiirii, nisasta retrogradasyonu, ekmek ici gbzenegi ve
suyun ekmek i¢inden yiizeye gog¢ etmesi gibi pek ¢ok faktore
dayandig1 bildirilmistir (Ozkaya vd., 2018). Farkli kaynaklar-
dan (portakal, bezelye, kakao, kahve, bugday ve mikrokrista-
lin seliiloz) elde edilen saflastirilmis bazi besinsel liflerin ek-
mek formiilasyonunda %2 ve %S5 oranlarinda kullanildig: bir
calismada, ekmek sertliginin gluten ve lifli materyaller ara-
sindaki etkilesimin bir sonucu oldugu belirtilmistir. Genel
olarak, %2 lif ilave edilmis taze ekmegin kontrol ekmegine
gore Onemli 6l¢iide daha sert bir ekmek ici tekstiiriine sahip
oldugu ifade edilmistir. Ortalama lif boyutu 35 pm olan bug-
day-S lifi ile ortalama lif boyutu 250 pum olan bugday-L lifi
olmak {iizere iki bugday lifi kullanilmistir. %2 oraninda bug-
day-S lifi iceren ekmek 6rneklerinin sertlikteki en biiyiik ar-
tis1 meydana getirdigi, bu etkinin muhtemelen ekmek igin-
deki hava kabarciklarini gevreleyen duvarlarin lif etkisiyle
kalinlagmasina bagli oldugu bildirilmistir. Yalmzca, %2 ora-
ninda bugday-L lifi iceren ekmekler sertlikte ¢ok az bir
azalma gostermistir (Gomez vd., 2003).

Genel olarak, lif ilavesi ile birlikte (%4 S lifi ve %4 Sy lifi
ilavesi haricinde) ekmek 6rneklerinin koheziflik ve esneklik
degerlerinde kontrol ekmegine kiyasla istatistiksel olarak
onemli bir fark gézlenmemistir (P >0.05). Ekmek iiretiminde
farkli besinsel liflerin kullanildig1 ¢esitli ¢aligmalarda da ben-
zer sonuclar elde edilmistir (Rodriguez-Sandoval vd., 2017;
Gl ve Sen, 2017; Romankiewicz vd., 2017). Kirillganligin
azalmasinin gdstergesi olan yiiksek bir koheziflik degerinin,
ekmek i¢in istenen bir 6zellik oldugu belirtilmistir. Ayrica,
ekmege ait diislik esneklik degerlerinin elastisite kayb ile,
yiiksek esneklik degerlerinin ise tazelikle iliskili oldugu ifade
edilmistir (Ozkaya vd., 2018).
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Tablo 3. Seker pancart lifi ilavesinin ekmegin renk 6zellikleri iizerine etkisi

Table 3. The effect of sugar beet dietary fiber addition on colour properties of wheat bread

Ekmek kabugu rengi Ekmek i¢i rengi
L a b L a b
K 61.8 £2.51°¢ 9.3 +£0.78® 27.8 £1.26° 71.9 £1.67¢ -1.9 £0.36* 19.0 +£0.80%
S
%2 529 +2.23° 11.5 +£2.23% 25.9 £ 1.61° 69.3 +0.85° 0.2+091¢ 18.7+1.01°
%4  51.8+1.24° 15.7 £1.69¢ 27.0 £2.55° 66.4 +£0.37% 5.0 +143¢ 17.3 £0.65°
%6  61.7+4.27° 16.8 +£12.41° 20.6 £9.79° 62.4 £1.15% 8.2 £0.48" 16.1 £ 0.16%
%8  62.6 £1.76° 6.7 +1.71% 27.6 +2.88° 63.9 +£0.41°¢ 0.8 +£0.10¢ 18.9 +£0.40¢
Sm
%2  53.0+£2.32° 9.5 +£0.72%® 25.8 +1.00° 67.2 £0.63¢ -1.3+£0.17®  18.6 £0.20°
%4 56.5 +£2.94° 9.0 +0.80%° 26.7 +1.30° 65.4 +0.42¢ -0.5+0.12°  19.0£0.21°¢
%6  66.6 +0.84¢ 4.1 £0.52* 26.0 £0.97° 63.3 £0.43 0.5+0.11¢ 19.7 £0.234
%8  66.6 +0.32¢ 39+1.13% 27.0 £ 1.63° 61.7 + 0.34° 0.7 £0.29¢ 18.7 +£0.38¢
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik vardir (P<0.05)
Different small letters in the same column show the statistical difference between the values (P< 0.05)
K: Kontrol
K: Control
S: Yiiksek basing homojenizatoriinden gecirilmemis lif 6rnegi
S: Unmicronized sugar beet dietary fiber
Sm: Yiiksek basing homojenizatoriinden gegirilmis lif 6rnegi
Sm: Micronized sugar beet dietary fiber
Tablo 4. Seker pancar lifi ilavesinin ekmegin tekstiirel 6zellikleri {izerine etkisi
Table 4. The effect of sugar beet dietary fiber addition on textural properties of wheat bread
Sertlik (N) Koheziflik Esneklik Cignenebilirlik (N)
K 6.42 + 0.897 0.36 £ 0.015 6.52 £0.11%° 17.28 +1.92%
S
%?2 9.00 + 0.52¢ 0.38 £ (.03 6.18 £0.53¢ 20.51 +4.75°
%4 26.03 +0.96° 0.29 £ 0.00? 6.43 +0.24% 48.75 +1.03°
%6 32.49 +1.49° 0.31 £0.01% 7.02 £0.25% 79.29 +£9.04°
%8 46.56 +2.554 0.35 +0.03% 6.26 +0.28® 92.17 + 12.99¢
SlTl
%?2 9.47 +£2.29* 0.39 £0.01% 6.97 +0.15%4 26.08 + 3.55%
%4 21.41 £0.78° 0.41 +£0.05¢ 7.44 £0.25¢ 59.37 £ 6.73°
%6 44.02 +3.37¢ 0.37 +0.03¢% 6.95 + 0.66" 90.61 + 11.00°
%38 42.64 +5.444 0.33 £ 0.05%° 6.83 £0.61% 96.56 + 16.86¢

Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik vardir (P<0.05)
Different small letters in the same column show the statistical difference between the values (P< 0.05)

K: Kontrol

K: Control

S: Yiiksek basing homojenizatoriinden gecirilmemis lif 6rnegi

S: Unmicronized sugar beet dietary fiber

Sm: Yiiksek basing homojenizatoriinden gegirilmis lif 6rnegi

Sm: Micronized sugar beet dietary fiber

203


https://doi.org/10.3153/FH22019

Food Health 8(3), 193-207 (2022) e https://doi.org/10.3153/FH22019

Research Article

Tablo 5. Seker pancarn lifi ilavesinin ekmegin duyusal 6zellikleri tizerine etkisi

Table 5. The effect of sugar beet dietary fiber addition on sensorial properties of wheat bread

Koku Kabuk Rengi  Ekmek I¢i Rengi Gélzzé(;réikYIinnsl Esneklik Piitiirlilik Tat/Aroma %Zﬁi{tﬁiﬁj
K 8.00 £0.56*  8.00 +£0.53° 8.79 £0.73° 8.75 £0.50° 8.33 £0.76° 8.08 £1.122 8.13 £0.71° 8.54 +£0.43¢
S
%2 7.50 +£1.41*  7.88 +0.83¢ 7.75 +0.89% 8.13 £0.83® 7.38 £1.51*  7.88 +1.13% 7.75 £1.16® 8.13 +0.83
%4 6.63 £1.41*  7.38 £0.92" 6.88 +1.64% 7.50 £ 1.51%® 6.25 £1.58%  7.00 +1.41° 6.63 £1.51% 6.75 £ 1.04%
%6 6.25 £1.75*  7.00 +1.07%* 6.00 =1.31* 6.38 £1.19* 4.88 £1.55° 6.38 £1.51* 5.75 £1.58* 575 +£1.58%®
%8 5.75 £1.39*  4.88 £1.25° 5.75 £2.12* 6.38 +1.60* 4.75 £ 1.16* 6.13 £2.10° 5.63 £1.92* 5.50 +1.60°
S
%2 7.50 £1.69*°  7.75 £0.71% 7.38 £1.19% 7.63 +£0.92%® 8.00 £1.07% 738 +£1.92° 7.38 £1.41%® 7.63 £1.41%4
%4 6.38 £1.19*°  6.38 +1.41% 6.25 £1.67° 6.13 £0.99* 6.00 +1.85®  6.63 +0.92° 6.00 = 1.20® 5.88 +1.25%®
%6 6.13 £1.64*  6.13 £0.83% 6.00 £1.31° 6.50 +1.60* 6.13 £1.55%  6.13 £1.96° 6.00 £ 1.85® 6.13 +1.55%°
%8 6.25 £1.58*  6.50 +1.41% 6.25 +£1.98° 6.50 £2.07* 5.88 £1.81°  5.88 +1.25° 6.13 £1.25® 6.00 +1.41%®

204

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklilik vardir (P< 0.05)
Different small letters in the same column show the statistical difference between the values (P< 0.05)

K: Kontrol

K: Control

S: Yiiksek basing homojenizatoriinden gecirilmemis lif 6rnegi
S: Unmicronized sugar beet dietary fiber

Sm: Yiiksek basing homojenizatoriinden gegirilmis lif 6rnegi
Sm: Micronized sugar beet dietary fiber

Ekmegin Duyusal Degerlendirmesi

Seker pancari lifi ilavesinin ekmegin duyusal 6zellikleri tize-
rine etkisi Tablo 5’te sunulmustur.

Kontrol ekmegine kiyasla, lifle zenginlestirilmis ekmeklere
panelistler tarafindan her bir parametre igin daha diistik pu-
anlar verilmistir. Formiilasyondaki lif oraninin artmas1 genel-
likle puanlarin diismesine neden olmustur ancak birgok ilave
oraninda kontrol ekmegi ile lifli ekmekler arasinda puanlar
acisindan istatistiksel olarak dnemli bir fark gézlenmemistir
(P >0.05). Yiiksek basing homojenizatoriinden gegirilmig lif
igeren ekmek drnekleri, esneklik bakimindan S lifi igeren ek-
meklere gore daha yiiksek puanlar almistir ve daha fazla ter-
cih edilmistir. Sy, lifi iceren ekmekler koku, agizda biraktig
his, tat/aroma gibi parametreler bakimindan biitiin ilave oran-
larinda kontrol ekmegine benzer sonuglar vermislerdir. Genel
kabul edilebilirlik a¢isindan bakildiginda, panelistlerin biitiin
ekmekleri kabul edilebilir olarak degerlendirdigi goriilmekte-
dir (ortalama puanlar 5’ten biiyiiktiir). %4 oraninda S lifi ve

%2 oraninda Sy, lifi iceren ekmek 6rneklerinin, kontrol ekme-
gine benzer puanlar aldig1 ve tiiketici begenilerini karsilaya-
bilecegi soylenebilir.

Sonuc¢

Seker pancari posasindan elde edilen seker pancari ¢oziinmez
lifi yiiksek basing homojenizasyonu ile mikronize edilmis ve
bu lif ekmek formiilasyonunda farkli oranlarda kullanilarak
hamur 6zellikleri ve ekmek kalitesi lizerine etkileri degerlen-
dirilmistir. Ayn1 zamanda, mikronize edilmemis seker pan-
car1 lifi de ekmek iiretiminde ayni oranlarda kullanilarak bu
ekmek ornekleri degerlendirilen kalite 6zellikleri bakimindan
mikronize edilmis lif iceren ekmek 6rnekleri ile kiyaslanmig-
tir. Lif ilavesi hamur 6rneklerinin G’ ve G” degerlerinde artisa
yol agmig ve daha kati benzeri hamurlarin elde edilmesine ne-
den olmustur. Ayrica biitiin hamur 6rneklerinde, viskoelastik
bir davranisin gostergesi olan G’ degerlerinin G” degerlerin-
den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Lif ilavesi, hamurla-
rin sertlik degerlerinde artisa yol agarken sakizimsilik ve ya-
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piskanlik gibi parametreler lizerine 6nemli diizeyde etki et-
memistir. Mikronize edilmis seker pancari lifi iceren ekmek
ornekleri agirlik ve nem igerigi bakimidan kontrol ekmegine
benzer sonuglar vermistir. Ekmek 6rneklerine ilave edilen lif
orami arttik¢a Orneklerin hacim degerleri azalmistir. Lif ila-
vesi ekmek Orneklerinin sertlik ve ¢ignenebilirlik 6zellikle-
rinde artisa neden olurken koheziflik degerlerinde 6nemli bir
degisim meydana getirmemistir. %4 oraninda mikronize edil-
mis seker pancar lifi iceren ekmek 6rnegi kontrol drnegine
kiyasla 6nemli diizeyde yiiksek bir esneklik degerine sahiptir
ve bu da ekmek tazeligi agisindan 6nemli bir kriterdir. Lif ila-
vesi ile birlikte, ekmek i¢i parlakligi 6nemli 6l¢lide azalirken
genel olarak ekmeklerin kirmizi renk orani artmis, sar1 renk
oraninda ise Onemli bir degisim gozlenmemistir. Lif ilave
edilmis biitiin ekmekler duyusal degerlendirmede panelistler
tarafindan kabul edilebilir olarak degerlendirilmistir. Yiiksek
basing homojenizatoriinden gegirilmis lif 6rnegini igeren ek-
mekler esneklik bakimindan diger ekmeklere gore daha yiik-
sek puanlar almis ve koku, agizda biraktig1 his, tat ve aroma
gibi parametreler bakimindan kontrol ekmegine benzer so-
nuglar vermistir. Yiiksek basing homojenizasyonu aracili-
giyla mikronize edilerek fonksiyonel 6zellikleri gelistirilmis
olan seker pancari lifinin, ekmegin yan sira farkli gidalarin
bilesiminde kullanilarak bu gidalarda tekstiir ve stabilite aci-
sindan meydana getirebilecegi etkiler degerlendirilebilir.

Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar ¢atismasi: Yazarlar bu yazi igin gergek, potansiyel veya al-
gilanan ¢ikar ¢atigmasi olmadigini beyan etmiglerdir.

Etik izin: Aragtirma niteligi bakimindan etik izne tabii degildir.

Finansal destek: Bu calisma In6nii Universitesi Bilimsel Aragtir-
malar Koordinasyon Birimi (Proje No: 2015/35) tarafindan destek-
lenmistir.

Tesekkiir: -
Aciklama: Bu c¢aligma 13/01/2020 tarihinde tamamlanan “Mikro-

nize edilmis seker pancari lifinin hamur ve ekmek 6zellikleri iize-
rine etkileri” basliklt Doktora tezi esas alinarak hazirlanmistir.
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oz

Bu c¢alismada, Gaziantep piyasasinda satiga sunulan nar eksili ve limon soslarmin bazi kimyasal
ozellikleri incelenmistir. Bu amag igin alt1 adet limon sosu ve alt1 adet nar eksili sos 6rnegi alin-
mustir. Orneklerin, toplam fenolik igerik, toplam antosiyanin icerik, briks, titrasyon asitligi, pH,
organik asit ve seker igerikleri belirlenmistir. Arastirma sonuglarina gore, nar eksili sos 6rnekleri-
nin kimyasal analiz sonuglari; toplam fenolik icerik 0.27-1.41 mg GAE/g nar eksili sosu (NS);
toplam antosiyanin igerik 0.37-4.77 ug/g NS; briks % 68.45-73.20; titrasyon asitligi % 4.3-8.7 ve
pH 1.32-1.71 araliginda degistigi belirlenmistir. Limon sos 6rnekleri i¢in gerceklestirilen kimyasal
analiz sonuglarma gore ise toplam fenolik madde 0.07-0.66 mg GAE/mL limon sosu; titrasyon
asitligi % 5.1-7.6 ve pH 1.23-1.49 araliginda tespit edilmistir. Ayrica, nar eksili ve limon sosla-
rinda bulunan ana organik asitin sitrik asit oldugu tespit edilmistir ve miktarlarinin sirasiyla 5.19-
9.95 g/100g ve 52.26-84.59 g/L arasinda degistigi bulunmustur. Orneklerde bulunan ana sekerin
limon soslari i¢in glikoz ve fruktoz, nar eksili soslari i¢in ise sadece glikoz oldugu belirlenmistir.
Arastirmada kullanilan limon sosu ve nar eksili sos 6rneklerinin bazi kimyasal 6zellikler agisindan
birinden farkli oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nar eksili sos, Limon sos, Organik asit, Seker, pH, Toplam fenolik

ABSTRACT

Determination of some chemical properties of pomegranate and lemon juice sauces in
Gaziantep

In this study, some chemical properties of pomegranate and lemon juice sauces sold in the Gaziantep
market were investigated. For this purpose, six samples of lemon sauce and pomegranate sauce samples
were taken. The total phenolic content, total anthocyanin content, brix, titration acidity, pH, organic
acid, and sugar contents of the samples were determined. According to the results of the study, the
chemical analysis results of the pomegranate sauce samples were determined as follows; total phenolic
content of 0.27-1.41 mg GAE/g pomegranate sauce (PS); total anthocyanin content of 0.37-4.77 pg/g
PS; brix of 68.45-73.20 %; the titration acidity of 4.3-8.7 % and the pH of 1.32 -1.71. For the lemon
sauces, the total phenolic content, titration acidity, and pH were found in a range of 0.07-0.66 mg
GAE/mL lemon sauce, 5.1-7.6 %, and 1.23-1.49, respectively. In addition, the main organic acid in
pomegranate and lemon sauces was detected as citric acid and the quantity varied between 5.19-9.95
g/100g and 52.26-84.59 g/L, respectively. The main sugar in the samples was determined as glucose
and fructose for lemon sauces and only glucose for pomegranate sauces. It was concluded that the sam-
ples of lemon and pomegranate sauce used in the study were different from each other in terms of some
chemical properties.

Keywords: Pomegranate sauce, Lemon sauce, Organic acid, Sugar, pH, Total phenolic
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Giris

Limon (Citrus limonia (L.) Burm.), iliman iklime sahip iilke-
lerde yetistirilen 6nemli turunggil ¢esitlerinden biridir. Diinya
turunggil tiretiminin 2019/20 sezonunda %8’ini limon olus-
turmaktadir. Uretimde 6nde gelen ilk 4 iilke olan Meksika,
Arjantin, AB ve Tiirkiye diinya limon iiretiminin %82’sini
karsilamaktadir. Ulkemizde ise iiretimin %93’ii Akdeniz,
%7’si Ege Bolgesi’'nden karsilanirken, iller agisindan bakil-
diginda Mersin, Adana ve Mugla illeri tiretimin %90’1n1 kar-
silamaktadir (Anonim, 2021). Limon meyvesi, flavonoidler,
sitrik asit, C vitamini ve mineraller dahil olmak {izere ¢ok sa-
yida bileseni ile saglik tizerinde olumlu etkileri olan zengin
bir besin kaynagidir (Lorento vd., 2014). Ulkemizde limon
cesitli yemek, corba ve salatalara eksilik ve lezzet vermek
i¢in taze ve sikmalik olarak tiiketilmektedir. Bunun disinda
limon gida sanayinde limon suyu ve limonata bagta olmak
tizere gazli ve gazsiz igeceklerde, dondurma gibi ¢esitli gida-
larda ve limon sosu iiretiminde kullanilmaktadir (Barlak,
2019). TS 13551°¢ gore limon sosu “Limon suyu konsantre-
sine teknigine uygun olarak belirli oranda su ve mevzuatinda
katilmasina miisaade edilen katki maddeleri katilarak hazir-
lanan mamul” olarak tanimlanmaktadir. Limon sosunun
meyve orani en az %20 ve pH degeri ise 1.5-3.0 arasinda ol-
malidir (Anonim, 2013).

Nar (Punica granatum L.), Punicaceae familyasinin Punica
cinsine ait 1liman iklimlerde yetisen bir meyvedir. Asya, Ku-
zey Afrika, Akdeniz ve Ortadogu iilkelerinde 6nemli bir ticari
tiriin olan nar, Tiirkiye'de en cok Akdeniz Bolgesi'nde yetis-
tirilmektedir (Ergin, 2020). Nar i¢erdigi polifoneller (punika-
lin, elajik asit, gallik asit, elajitanenler, vb.), antosiyaninler,
vitamin ve mineraller gibi ¢ok sayida biyoaktif bilesen ile an-
tioksidan, antiviral, antikanser, antibakteriyel, antidiyabetik
gibi fonksiyonel ve tedavi edici 6zellikler sergilemekte ve
birgok hastaligin 6nlenmesinde rol oynamaktadir (incedayi,
2021; Incedayi vd., 2010). Nar, taze olarak tiiketilmesinin ya-
ninda nar suyu ve konsantresi, nar eksisi, nar regeli, nar sa-
rabi, nar ekstrakti ve nar ¢ekirdegi yagi iiretiminde kullanil-
maktadir. Ayrica, tatlilarda, pastalarda ve meyve salatala-
rinda hem lezzet vermesi hem de gorsellik agisindan kullani-
labilmektedir (Baysal ve Tastan, 2018; Ozdogan, 2014). TS
12720’ye gore nar eksisi “Nar meyvesinin iki veya dort par-
caya boliiniip preslenmesi, elde edilen nar suyunun durultul-
mas1 ve teknigine uygun olarak agikta veya vakum altinda
koyulagtirilmasi ile elde edilen ve gidalara ¢esni vermek ama-
cryla iiretilen eksi bir gida maddesi” olarak tanimlanmaktadir
(Anonim, 2016). Nar eksisi gibi ¢esitli yiyeceklere lezzet ver-
mek amaciyla kullanilan soslardan biri de nar eksili sosudur.
Nar eksili sos, nar eksisinden farkli olarak igeriginde glikoz
surubu, su, nar aromast, asitligi diizenleyici (sitrik asit), renk-

lendirici ve koruyucu madde icermektedir (Metin, 2014). An-
cak, nar eksili soslar1 i¢in yasal bir diizenleme bulunmamak-
tadur.

Barlak (2019) farkli marka limon soslarina koruyucu katki
maddesi olarak katilan sorbik asit ve benzoik asit miktarlarini
belirlemistir. On adet limon sosu Orneginden bir tanesinde
sorbik ve benzoik asit tespit edilememis olup, bes tanesinde
yalnizca sorbik asit, iki tanesinde ise yalnizca benzoik asit ve
iki tanesinde sorbik ve benzoik asidin birlikte kullanildig1 be-
lirtilmistir. Orneklerdeki sorbik asit miktar1 ortalama 221.62
+9.94 ppm ve benzoik asit miktar1 ortalama 54.87 +4.054
ppm olarak bulunmustur. Vatansever (2018) iki farkli nar ek-
sili sosun hidroksimetilfurfural, toplam fenolik madde, anti-
oksidan kapasite, biyoerisilebilirlik ve baz1 fizikokimyasal
ozelliklerini incelemistir. Tki nar eksili sos igin sirasiyla pH
1.71 ve 2.01, asitlik (sitrik asit cinsinden) 3.29 ve 3.73
g/100g, briks 72.3° ve 70.6°, askorbik asit 1.42 ve 1.06
mg/100g ile HMF miktarlari ise 117.15 ve 387.32 mg/kg ola-
rak bildirilmistir. Nar eksili soslarin toplam fenolik madde
miktarlar1 31.40 ve 133.10 mg gallik asit esdegeri/100 g suda
¢Oziinlir kuru madde, CUPRAC yontemi ile belirlenen anti-
oksidan kapasiteleri ise 18.90 ve 179.60 mg troloks esde-
geri/100g suda ¢oziiniir kuru madde olarak bulunmustur. Me-
tin (2014) Ankara piyasasinda satisa sunulan dokuz adet nar
eksili sosun HMF degerlerini incelemis ve 41 ile 151.9 mg/kg
arasinda degistigini gostermistir. Hoca (2019) tarafindan ya-
pilan bir diger ¢calismada ise Bursa ilinde satiga sunulan 4 adet
nar eksili sosun sorbik asit ve benzoik asit miktarlari sirasiyla
68.50 ile 528.83 mg/kg ve 155.23 ile 754.96 mg/kg araliginda
belirlenmistir. Limon ve nar eksili soslar ile ilgili yapilan
caligmalarin sinirlt oldugu géz o6niinde bulundurularak bu ¢a-
lismanin amaci, Gaziantep ilindeki marketlerden temin edilen
alt1 farkli marka limon sosu ve alt1 farkli marka nar eksili so-
sun pH, titrasyon asitligi, briks, toplam fenolik icerik, toplam
antosiyanin igerik, organik asit ve seker igeriginin incelen-
mesi ve karsilastirilmasidir.

Materyal ve Metot
Kimyasallar

Sitrik, malik, oksalik, askorbik, siiksinik ve laktik asit stan-
dartlar1 Fluka (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Gli-
koz, fruktoz ve sakaroz standartlar1 Sigma-Aldrich (Amerika)
firmasindan saglanmistir. Diger kullanilan biitiin kimyasal ve
cOzgenler analitik veya kromatografik safliktadir.

Limon ve Nar eksili Sos Ornekleri

Bu ¢alismada Gaziantep marketlerinde satiga sunulan farkli
markalara ait alt1 adet limon sosu ve alt1 adet nar eksili sos
15-23 Nisan 2021 tarihleri arasinda alinarak incelenmistir.
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Plastik ya da cam siselerde temin edilen ornekler analizler
gerceklestirilinceye kadar buzdolabinda (4 £1 °C) muhafaza
edilmistir.

Briks, pH ve Titrasyon Asitligi Tayini

Nar eksili soslarinin suda ¢oziiniir kuru madde miktarlar: ref-
raktometre cihazi (Isolab, Almanya) kullanilarak belirlenmis-
tir. Refraktometre ile okunan degerler briks degeri olarak
ifade edilmistir.

Limon ve nar eksili soslarinin pH degerleri masa {istii tip bir
pH metre (Isolab, Almanya) kullanilarak tespit edilmistir.

Limon ve nar eksili soslarinin titrasyon asitligi Cemeroglu
(2013) tarafindan Onerilen metoda gore yapilmigtir. Limon
soslar1 dogrudan nar eksili soslar1 ise 1:2 (h/h) oraninda saf
suyla seyreltilerek kullanilmistir. Hazirlanan 6rneklere 3
damla fenolfitaleyn eklendikten sonra 0.1 N NaOH ¢dzelti-
siyle hafif pembe renk verene kadar titre edilmistir. Ornekle-
rin titrasyon asitligi asagidaki denklem (1) kullanilarak he-
saplanmistir. Nar eksili ve limon sos drneklerinin titrasyon
asitligi, % sitrik asit cinsinden hesaplanmustir.

Titrasyon asitligi, % sitrik asit cinsinden = % x 100 (1)

V: harcanan 0.1 N NaOH miktar1, mL

f: ¢ozeltide kullanilan bazin normalite faktorii

E: ImL 0.1 N NaOH esdegeri asit miktari, g (0.0064 g)
M: titre edilen 6rnegin miktari, mL veya g

Toplam Fenolik I¢erik

Orneklerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu yontemi
kullanilarak belirlenmistir (Singleton vd., 1999). Kisaca, 450
pL seyreltilmis 6rnek 2.25 mL onceden saf su ile seyreltilmis
olan Folin-Ciocalteu reaktifi (1:9, h/h) ile karistirilmistir. Oda
sicakliginda 3 dakika karistirildiktan sonra 1.8 mL sodyum
karbonat ¢ozeltisi (75 g/L) ilave edilmis ve oda sicakliginda
2 saat boyunca bekletilmistir. Orneklerin absorbans1 760 nm
dalga boyunda spektrofotometre (Optima, model SP-3000
nano, Tokyo, Japonya) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Kalibrasyon
egrisini c¢izmek icin cesitli konsantrasyonlarda (10-100
pg/mL) gallik asit soliisyonlar1 kullanilmistir. Toplam feno-
lik degerleri, nar eksili sos i¢in mg gallik asit esdegerleri
(GAE)/g 6rnek, limon sosu i¢in ise mg GAE/mL 6rnek ola-
rak verilmistir.

Toplam Antosiyanin Icerik

Nar eksili soslarinin antosiyanin i¢erigini belirlemek i¢in pH-
diferansiyel yontemi kullanilmistir (Lee vd., 2005). Bu yon-
temde iki tampon sistemi: potasyum kloriir tamponu, pH 1.0
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(0.025 M) ve sodyum asetat tamponu, pH 4.5 (0.4 M) hazir-
lanmistir. 1 mL seyreltilmis 6rnegin igerisine, ayri olacak bir
sekilde 4 mL tampon ¢ozeltileri eklenmistir ve absorbanslar
sahit 6rnege karsi (saf su) 515 nm ve 700 nm dalga boyunda
dleiilmiistiir. Ornegin absorbansi (A), asagidaki denklem kul-
lanilarak bulunmustur:

A=(As15-A700)pH1,0-(A515-A700)pH4,5 2)

Orneklerdeki antosiyanin konsantrasyonu ise asagidaki for-
miile gore hesaplanmistir:

Toplam antosiyanin i¢erik (mg/L) =AxMWxDFx1000/(ex1) (3)

Burada siyanidin-3-glukozit’in molekiiler agirhigt (MW =
449.2) ve molar sogurma (€ = 26.900) sabitleri kullanilmstir.
Nar eksili soslarinin toplam antosiyanin madde miktar1 mg
siyanidin-3-glukozit esdegeri/g nar eksili sosu olarak ifade
edilmistir.

Organik Asit Analizi

Limon ve nar eksili soslar deiyonize su ile uygun derigimlere
seyreltilmis ve 1 dk boyunca vorteks karistiricida karistiril-
mistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 0.45 pm PTFE membran filtre-
den siiziilerek HPLC’ye verilmistir. Organik asit miktarlari-
nin belirlenmesi i¢in Karadeniz (2004) tarafindan belirtilen
yontem modifiye edilmistir. Ornekler Aminex HPX-87H
(300 x 7.8 mm, Bio-rad, Amerika) kolonu ve UV/Vis dedek-
tor (Shimadzu SPD-20A, Japonya) ile donanimli Shimadzu
SCL-10A vp HPLC cihazina enjekte edilmistir. Mobil faz
olarak 8 mM H,SO4 kullanilmis ve 0.6 mL/dk akis hizinda
izokratik eliisyon yapilmistir. UV/Vis dedektoriin dalga boyu
210 nm’ye ve kolon firm sicakligi1 60°C’ye ayarlanmistir. Or-
ganik asit standart ¢ozeltileri ultra saf suda ¢oziilerek hazir-
lanmuistir. Piklerin tanimlanmasi, alikonma siirelerinin stan-
dartlarin alikonma siireleri ile kiyaslanmasi ile gergeklestiril-
mistir. Sonuglar limon soslari i¢in g/L limon sosu, nar eksili
soslar igin ise g/100g nar eksili sos olarak ifade edilmistir.

Seker Analizi

Limon ve nar eksili soslar deiyonize su ile uygun derisimlere
seyreltilmis ve 1 boyunca dk vorteks karistiricida karistiril-
mistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 0.45 um PTFE membran filtre-
den siiziilerek HPLC’ye verilmistir. Orneklerin seker miktar-
lar1 Guo vd. (2015) tarafindan 6nerilen metot modifiye edile-
rek yukarida belirtilen HPLC cihazinda CARBOSep CHO-
682 (300 x 7.8mm, Transgenomic, Amerika) karbonhidrat
kolonu ve refraktif indeks (RI) dedektorii (Shimadzu LC
RID-10A, Japonya) kullanilarak belirlenmistir. Mobil faz
olarak ultra saf su kullanilmis ve 0.4 mL/dk akis hizinda izok-
ratik eliisyon yapilmistir. Kolon sicakligi ise 80°C’de tutul-
mustur. Sekerlerin tanimlanmasi, hazirlanan standart seker
bilesenlerinin alikonma siireleri ile kiyaslanarak yapilmustir.
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Sonuglar limon soslart i¢in g/L. limon sosu, nar eksili soslar
icin ise g/100 g nar eksili sos olarak ifade edilmistir.

Istatistiksel Analizler

Caligmada her bir analiz 3 tekrarli gergeklestirilmis ve sonug-
lar 6l¢limlerin ortalamasi = standart sapma olarak ifade edil-
mistir. Tek yonlii varyans analizi ve Duncan ¢oklu karsilas-
tirma testi kullanilarak sonuglar arasindaki 6nemli farkliliklar
belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma

Nar eksili soslar, temelde konsantre edilmis nar suyunun is-
tenilen diizeyde sulandirilmasi ve ardindan glikoz surubu,
katki maddeleri, sitrik asit, tuz, antioksidan, boya maddesi
(karamel, sinered, vb) ilavesi yapilarak iiretilen iriinlerdir
(Karabiyikli, 2010). Gaziantep piyasasinda satisa sunulan nar
eksili soslarin kimyasal 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir. Nar
eksili soslarin toplam fenolik igerikleri 0.27-1.41 mg GAE/g
nar eksili sos (NS) ve toplam antosiyanin igerikleri ise 0.37-
4.77 ng/g NS arasinda degistigi saptanmustir. Orneklerinin
toplam fenolik ve antosiyanin igerikleri agisindan istatiksel
olarak birbirinden farkli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ca-
lismada kullanilan nar eksili soslarin nar konsantresi oranla-
rinin %2 ila %30 arasinda degistigi etiket tizerinde belirtil-
mistir. Nar, fenolik ve ozellikle antosiyanin agisindan ol-
dukea zengin bir meyvedir (Inceday1 vd., 2010). Nar eksili
soslar i¢in kullanilmas1 gereken minimum nar konsantresi ile
ilgili Tiirkiye’de herhangi bir standart bulunmamaktadir. Bu
sebeple oldukga farkli nar konsantresi oranlarina sahip iiriin-
ler piyasada bulunmaktadir. Dolayistyla, nar eksili soslarin
hazirlanmasi i¢in kullanilan nar konsantresi orami arttik¢a
tirtiniin fenolik ve antosiyanin igeriginin arttig1 diisiiniilmek-
tedir. Vatansever (2018) piyasada satisa sunulan iki farkli nar
eksili sos drnegi ile yaptig1 caligmada, toplam fenolik madde

Tablo 1. Nar eksili soslarinin kimyasal 6zellikleri

Table 1. Chemical properties of pomegranate sauces

icerigini 31.40-133.10 mg GAE/100g suda ¢oziiniir kuru
madde arasinda tespit etmistir.

Nar eksili soslarin titrasyon asitligi % sitrik asit cinsinden he-
saplanmistir. Orneklerin titrasyon asitligi degerleri %4.3 ile
% 8.7, pH degerleri 1.32-1.71 ve toplam kuru madde degeri-
nin (Briks®) ise 68.45-73.20 arasinda degistigi tespit edilmis-
tir. Karabiyikli vd. (2012) nar eksili soslar {izerine yaptigi ca-
lismada nar eksili soslarin pH degerleri 2.33-2.68 olarak, top-
lam asitlikleri ise % 8.6-9.3 arasinda rapor edilmistir. Metin
(2014) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, nar eksili sos-
larm pH degerleri 1.74-2.62 araliginda tespit edilmistir. Va-
tansever (2018) nar eksili soslarin pH ve titrasyon asitlik de-
gerlerini sirasiyla 1.71-2.01 ve % 3.29-3.73 arasinda belirle-
mistir. Ayn1 ¢alismada suda ¢oziinlir kuru madde miktari
(Briks) ise 70.6-78.5 g/100g arasinda bulunmustur. Bu calis-
madan elde edilen sonuglar, literatiir verileri ile uyum goster-
migstir. Olasi farkliliklarin temelde hammadde ve proses ko-
sullarindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Gaziantep piyasasinda satisa sunulan alt1 farkli limon sosu-
nun toplam fenolik icerik, titrasyon asitligi ve pH degerleri
Tablo 2’de sunulmustur. Limon soslarinin toplam fenolik ige-
rikleri 0.07-0.66 mg GAE/mL LS arasinda belirlenmistir.
Toplam fenolik madde igerigi agisindan limon sosu ornekleri
birinden istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0.05). Li-
mon soslarmin pH ve titrasyon asitligi degerleri sirasiyla
1.23-1.49 ve % 5.1-7.6 arasinda olup 6rneklerin pH ve titras-
yon asitligi arasindaki farklilik istatistiki agidan nemli bu-
lunmustur (p<0.05). Tirk Standartlari (TS) 13551°e gore li-
mon sosunun pH degeri 1.5-3.0 arasinda olmalidir (Anonim,
2013). Analiz edilen limon soslarinin pH degerleri TS nin be-
lirledigi araligin altinda bulunmustur. Piyasaya sunulan li-
mon soslarmin analiz sonuglarinin farklilik gostermesi, iire-
tim yontemlerinin ve formiilasyonun farkli olmasindan kay-
naklanabilecegi diigiiniilmektedir.

Uriin Toplam fenolik i¢erik ~ Toplam antosiyanin  Titrasyon asitligi Briks (°) pH
(mg GAE/g NS) icerik (ug/g NS) (% sitrik asit cinsinden)

NS-1 0.27 +0.01° 0.37 +0.00° 4.3 +0.01° 72.65+0.21°  1.32 +£0.05%
NS-2 0.47 £0.01° 4.46 £0.01° 6.3 £0.01° 72.01 £0.01¢ 1.67 £0.02°¢
NS-3 1.28 £0.01°¢ 4.77 £0.02f 7.7 £0.02¢ 73.20 +0.28"  1.71 £0.01°
NS-4 1.41 +£0.01¢ 2.44 £0.01¢ 7.5+0.01¢ 71.05+0.07° 1.61 +0.01°
NS-5 0.44 +0.00° 1.07 £0.00° 8.7+0.01¢ 68.45+0.07° 1.35+0.01*
NS-6 1.29 +£0.02¢ 1.25 +£0.02° 7.7 +£0.01¢ 71.55+0.07° 1.63 £0.01°

NS: Nar eksili sos
Ornek igin her bir siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farkliliklar1 gdstermektedir (p <0.05).
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Tablo 2. Limon soslarmin kimyasal 6zellikleri

Table 2. Chemical properties of lemon sauces

Uriin Toplam fenolik icerik (mg Titrasyon asitligi (% pH
GAE/mL LS) sitrik asit cinsinden)

LS-1 0.66 +0.00° 6.4 £0.02°¢ 1.37 £0.03%¢
LS-2 0.27 £0.00° 5.1 £0.03¢ 1.40 £0.02°¢
LS-3 0.07 £0.00* 6.2+0.01° 1.37 £0.01°
LS-4 0.55 +0.00¢ 5.2 +0.01° 1.43 £0.01°¢
LS-5 0.55+0.01¢ 7.6 +0.01¢ 1.49 £0.01¢
LS-6 0.32 +0.00° 7.4+0.01¢ 1.23 £0.012
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LS: Limon sosu

Ornek igin her bir siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farkliliklar1 gdstermektedir (p <0.05).

Organik Asit Icerigi

Limon soslarinin organik asit icerigi Tablo 3’de verilmistir.
Limon soslarinda bulunan ana organik asit sitrik asit olup
miktar1 52.26 £3.01 ile 84.59 £5.14 g/L arasinda degismek-
tedir. Orneklerde tespit edilen diger organik asitler ise laktik
ve askorbik asitlerdir. Yapilan istatistiksel analizler 6rnekle-
rin organik asit igeriklerinde 6nemli farkliliklar oldugunu
gdstermistir (p <0.05). Uriinlerin etiketlerinde asitlik diizen-
leyici olarak sitrik asit, antioksidan olarak askorbik asit ve
farkli oranlarda limon suyu ya da limon konsantresi kullanil-
dig1 belirtilmektedir. Orneklerin organik asit iceriklerinde
tespit edilen farkliliklar bu durumlardan kaynaklanmaktadir.
Literatiirde limon soslarinin organik asit icerikleri ile ilgili bir
caligma bulunmamaktadir. Ancak, Khosravi vd. (2015) limon
suyunda bulunan ana organik asidi sitrik asit (85.26 g/L) ola-
rak rapor etmisler ve onu takiben 6rneklerin laktik (1.32 g/L),
malik (0.99 g/L) ve askorbik (0.91 g/L) asit igerdiklerini bil-
dirmisglerdir. Benzer sekilde, Nour vd. (2010) limon suyunda
bulunan ana organik asitleri sitrik (73.94 g/L), laktik (1.55
g/L), malik (1.47 g/L) ve askorbik asit (0.72 g/L) olarak rapor
etmislerdir. Bu ¢alismalar g6z 6niinde bulunduruldugunda li-
mon soslarinda tespit edilen laktik asidin kullanilan limon
suyu ya da konsantresinden geldigi diisiiniilmektedir.

Tablo 4 nar eksili soslariin organik asit igerigini gdstermek-
tedir. Nar eksili soslarda bulunan ana organik asit sitrik asit

olup miktar1 5.19 £0.12 ile 9.95 +0.13 g/100g arasinda degis-
mektedir. Orneklerin tiimiinde tespit edilen diger asitler ma-
lik ve oksalik asittir. Laktik ve siiksinik asit ise baz1 6rnek-
lerde tespit edilmistir. Istatistiksel analizler 6rneklerin orga-
nik asit igeriklerinde dnemli farkliliklar oldugunu gostermis-
tir (p <0.05). Uriinlerin etiketlerinde asitlik diizenleyici ola-
rak sitrik asit ve farkli oranlarda nar suyu ya da nar suyu kon-
santresi kullanildig1 belirtilmektedir. Orneklerin organik asit
igeriklerinde tespit edilen farkliliklar bu durumlardan kay-
naklanmaktadir. Limon soslarinda oldugu gibi literatiirde nar
eksili sosun ya da nar eksisinin organik asit icerikleri ile ilgili
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Gundogdu ve Yilmaz
(2012) Tirkiye’de yetisen farkli nar ¢esitlerinden elde edilen
nar sulariin organik asit igerigini incelemistir. Sonuglar nar
sularinin, sitrik asit (0.61-2.18 g/L), malik asit (0.12-2.23
g/L), oksalik asit (0.03-1.02 g/L), siiksinik asit (0.04-0.33
g/L), tartarik asit (0.03-0.13 g/L), laktik asit (4.52-33.12
mg/L) ve fumarik asit (0.01-0.30 mg/L) icerdiklerini goster-
mistir. Poyrazoglu vd. (2002) tarafindan gergeklestirilen bir
diger caligmada ise, 13 ¢esit nardan elde edilen meyve sula-
riin organik asit icerigi incelenmis ve ana organik asidin sit-
rik asit (0.33-8.96 g/L) oldugu, onu sirasiyla malik ve oksalik
asitlerin takip ettigi rapor edilmistir. Nar sularinda tespit edi-
len diger organik asitler ise siiksinik, tartarik ve kinik asitler
olarak bildirilmistir. Bu caligmalar goz 6niinde bulundurul-
dugunda nar eksili soslarda tespit edilen sitrik asidin bir kismi1
ile diger organik asitler kullanilan nar suyu ya da nar suyu
konsantresinden gelmektedir.
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Tablo 3. Limon soslarimin organik asit igerigi

Table 3. Organic acid content of lemon sauces

Research Article

Ornek Sitrik asit (g/L) Laktik asit (g/L) Askorbik asit (g/L)
LS-1 69.74 +4.49° 0.21 +£0.02% 0.13 +£0.01°
LS-2 52.26 £3.01% - 0.52 +£0.07°
LS-3 68.51 £4.17° 0.28 +£0.04° 0.08 £0.01°
LS-4 57.99 £2.54% - 0.45 £0.06°
LS-5 84.59 £5.14¢ - 0.14 +0.04°
LS-6 80.02 +4.67¢ 0.19 £0.012 0.08 £0.02°

LS: Limon sosu

Ornek igin her bir siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farkliliklar1 gdstermektedir (p <0.05).

Tablo 4. Nar eksili soslarinin organik asit igerigi

Table 4. Organic acid content of pomegranate sauces

Ornek Sitrik asit Malik asit Oksalik asit Laktik asit Siiksinik asit
(/100 g) (/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g)

NS-1 5.19 £0.12° 0.02 +0.002* 0.01 £0.0012 - -

NS-2 7.25 £0.22° 0.02 +0.002* 0.03 +£0.002° 0.10 £0.02*  0.02 +0.002°

NS-3 9.88 +0.25¢ 1.27 £0.08¢ 0.17 £0.02° 0.20 +£0.02°  1.27 +0.08°

NS-4 9.81 +0.36¢ 0.43 +0.01° 0.22 +0.06" - 0.03 £0.003?

NS-5 9.95 +0.13¢ 0.03 +0.003* 0.03 +0.009° 0.10£0.01* -

NS-6 9.28 +0.17° 0.41 +0.02° 0.21 £0.05° - 0.03 +0.006%

NS: Nar eksili sos

Her siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farkliliklart gostermektedir (p <0.05).

Seker Kompozisyonu

Sekil 1 limon soslarinda tespit edilen sekerleri ve miktarlarim
gostermektedir. 11k dért iiriinde hem glikoz hem de fruktoz
tespit edilmis olup miktarlar1 9.86 +0.10 ile 2.62 £0.08 g/L ve
8.40 £0.12 ile 1.42 +£0.06 g/L arasinda degismektedir. Yapi-
lan istatistiksel analizler lirlinlerin seker iceriklerinde 6nemli
farkliliklar oldugunu gostermistir (p <0.05). Limon soslarinin
etiketlerinde farkli miktarlarda limon suyu konsantresi icer-
dikleri belirtilmektedir. Ayn1 zamanda, baz {irlinlerde seker
ilavesi yapildigi belirtilirken, bazilarinda ise seker ilave edil-
digine dair bir bilgi bulunmamaktadir. LS-5 6rneginde hig se-
ker tespit edilmemis olup, LS-6 drneginde ise diisiik miktarda
glikoz (0.51 +£0.06 g/L) bulunmustur. Her iki 6rnegin etike-
tinde 100 g ya da 100 mL {iriin i¢in seker miktar1 sifir olarak

belirtilmistir. Diger yandan LS-5 {irliniiniin etiketinde meyve
oraninin en az %20, LS-6 Uriiniiniin etiketinde ise limon su-
yunun minimum %2 oldugu ifade edilmektedir. Asencio vd.
(2018) tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada limon mey-
velerinde bulunan ana sekerin ¢eside bagl olarak degistigi,
'Sanguino' ¢esidi limonda ana seker glikoz iken (4 g/100 g
taze meyve), "Dulce" ve "Fino" ¢esidi limonlarda ise fruktoz
(sirasiyla 3.03 ve 2.69 g/100 g taze meyve) olarak belirtilmis-
tir. Bir diger ¢alismada, Lorente vd. (2014) ¢esitli limonlar-
dan elde ettikleri limon sularinda bulunan sekerleri glikoz
(3.0-15.7 g/L), fruktoz (3.4-13.6 g/L) ve sakaroz (1.0-15.0
g/L) olarak rapor etmislerdir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak LS-
6 orneginde tespit edilen glikozun limon suyundan geldigi
diisiiniilmektedir. LS-5 6rneginde ise meyve orani en az %20
olarak belirtilmesine ragmen seker tespit edilememistir.
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Sekil 1. Limon soslarinin seker igerigi

Figure 1. The sugar content of lemon sauces

Nar eksili soslarda ana seker olan glikozun miktar1 23.93
+0.51 ile 38.68 £0.70 g/100g arasinda degisirken (Sekil 2),
diger seker ise fruktoz olup miktar1 0.16 £0.01 ile 10.88 +0.26
g/100g arasinda bulunmustur. Nar eksili soslarin toplam se-
ker miktarlar1 30.90 ile 45.72 g/100g arasinda tespit edilmis-
tir. Uriinlerin seker igeriklerinde istatistiksel olarak onemli
farkliliklar oldugu goriilmektedir (p <0.05). Nar eksili sosla-
rin seker miktar1 ya da seker icerikleri ile ilgili literatiirde her-
hangi bir ¢alisma bulunmazken, Inceday1 vd. (2010) tarafin-
dan yapilan bir ¢aligmada 7 farkli nar eksisi i¢in toplam seker
miktar1 44.80 ile 65.30 g/100g arasinda rapor edilmistir.
Uriinlerin etiketlerinde glikoz surubu ve farkli oranlarda nar

LS6

suyu ya da nar suyu konsantresi kullanildig1 belirtilmektedir.
Orneklerin seker iceriklerinde tespit edilen farkliliklar bu du-
rumlardan kaynaklanmaktadir. Bu bilgiler 1s181nda nar eksili
soslarda tespit edilen glikozun bir kisminin ve fruktozun sos-
larda bulunan nar suyu ya da nar suyu konsantresinden gel-
digi soylenebilir. Melgarejo vd. (2000) 40 farkli nar meyve-
sinin seker kompozisyonunu analiz etmis ve meyvelerde
fruktoz ve glikozun ana sekerler oldugunu belirtmislerdir. Or-
neklerin fruktoz iceriginin 8.24 ile 5.54 g/100g kuru agirlik
arasinda degistigini ve ortalama fruktoz miktarinin (6.58
g/100g kuru agirlik) glikozdan (6.14 g/100g kuru agirlik)
daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
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Figure 2. Sugar content of pomegranate sauces

Sonuc¢

Piyasadan temin edilen limon ve nar eksili sos 6rneklerinin
toplam fenolik igerik, toplam antosiyanin igerik, briks, titras-
yon asitligi, pH, organik asit ve seker igerikleri tespit edilmig-
tir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde ticari nar eksili
sos irilinlerinin biyoaktif madde miktarlar1 (toplam fenolik
madde ve toplam antosiyanin madde) arasinda farkliliklar ol-
dugu agikca goriilmiistiir. Nar eksili soslar i¢in kullanilmasi
gereken minimum nar konsantresi ile ilgili Tiirkiye’de her-
hangi bir standart yoktur. Bu durumun {iriinler arasinda biyo-
aktif madde miktarlar1 agisindan farkliliklara sebep oldugu
disiiniilmektedir. Nar eksili sos 6rneklerinin organik asit ige-
riklerinde de onemli farkliliklar oldugunu tesit edilmistir.
Tespit edilen bu farkliliklarin iirtinde dogrudan farkli oran-
larda nar suyu ya da nar suyu konsantresi kullanilmasi ya da
asitlik diizenleyici olarak sitrik asit kullanimu ile ilgili oldugu
soylenebilir. Benzer sekilde nar eksili sos orneklerin seker
iceriklerinin birbirinden farkli oldugu ve tespit edilen bu fark-
liliklarin iriinlerde kullanilan glikoz surubu ve farkli oran-
larda nar suyu ya da nar suyu konsantresinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Nar eksili soslar i¢in ayrintili bir yasal dii-
zenlemenin olmamasinin piyasadaki iirinler arasinda kimya-
sal icerik olarak farkliliklara sebep oldugu sonucu ¢ikarilmis-
tir.

Limon sos drnekleri igin elde edilen sonuglar incelendiginde
pH gibi baz1 kimyasal 6zelliklerinin standartlarin altinda ol-
dugu ve organik asit ve seker kompozisyonlari arasinda ciddi
farklar oldugu tespit edilmistir. Orneklerin organik asit ige-
riklerinde tespit edilen farkliliklar asitlik diizenleyici olarak
sitrik asit, antioksidan olarak askorbik asit ve farkli oranlarda
limon suyu ya da limon konsantresi kullanimindan kaynak-
landig1 disiiniilmektedir. Ayrica, standartlara gére meyve
oraninin en az %20 olmas1 gereken bazi limon soslarinin bu
kriteri saglamadig1 goriilmiistiir.

Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar catismasi: Yazarlar bu yazi i¢in gercek, potansiyel veya al-
gilanan ¢ikar ¢atigmasi olmadigini beyan etmiglerdir.

Etik izin: Arastirma niteligi bakimindan etik izne tabii degildir.
Finansal destek: -
Tesekkiir: -

Aciklama: -
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ABSTRACT

Propolis is a natural resinous substance collected by bees from various types oftrees and plants
and has antibacterial, antiviral and antitumoral features depending on its antioxidant properties.
Major aim is to investigate cytotoxic effect of Turkish propolis on human laryngeal epidermoid
carcinoma (HEp-2) cells. HEp-2 cells/well were loaded on RTCA(real time cell analysis) system
and the cell index was followed up during 48 hours. Water extract of Turkish propolis (WEP) of
250-10.000 pg/mL concentrations and ethanolic extracts of Turkish propolis (EEP) of 10-2.400
pg/mL concentrations were treated with HEp-2 cells and followed by RTCA system. The cell in-
dexes and ICso values were determined. HEp-2 cells were incubated with WEP and EEP. Prolifer-
ation was followed by flow cytometric DNA cycle analysis. WEP and EEP were found to be
cytotoxic to HEp-2 cells. When WEP and EEP were incubated with HEp-2 cells during 72 hours,
the highest antiproliferative effect was seen by interfering DNA cycles. Turkish propolis extracts
were found to be cytotoxic and antiproliferative to HEp- 2 cells in the present study, therefore, it
was concluded that it may fall within chemotherapy or target therapies for larynx cancers.

Keywords: Antiproliferative effect, Cytotoxic effect, HEp-2 cells, Larynx cancer, Propolis
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Introduction

Cancer is still ranked as the second most common cause of
death in the world. Head and neck cancers make up 4% of all
cancers and 2% of cancer deaths. It has been reported that ap-
proximately 12,000 deaths per year in the USA are due to
head and neck cancer. According to US national cancer re-
porting data, approximately 6.6% of all newly diagnosed can-
cers develop in the head and neck region. Laryngeal cancers
are ranked 6th among cancers that cause the most death in
men (da Silva Frozza et al., 2013).

As with all diseases, prevention and early diagnosis are very
important in cancer. Over 90% of head and neck cancers are
preventable. With the application of radical surgeries in pa-
tients with cancer, scientists are seeking new treatment mo-
dalities because cancer affects the patient physically and men-
tally and lowers the living standards. New treatment ap-
proaches models in laryngeal cancers give new hopes for pa-
tients. We aimed to contribute a new approach to treatment of
laryngeal cancer in our study.

Propolis is a natural, highly complex resin-like bee product
that has been used in traditional medicine for centuries all
over the world and produced by bees from trees and plants
(Sforcin, 2007). Propolis protects the hive against intruders
and bacteria, fungi and virus attacks (Sforcin & Bankova,
2011). The composition of propolis is quite complex and var-
ies according to the plant origin. It usually comprises 50%
resin, 30% wax, 10% essential and aromatic oils, 5% pollen
and 5% various other compounds. The main chemical classes
found in propolis are flavonoids, phenolic and various aro-
matic compounds known as antioxidants. In recent years, the
use of propolis in food, beverages and cosmetics has in-
creased to improve health and prevent diseases. Therefore,
propolis is also called functional food, designed food, or ther-
apeutic food. Antioxidants in the composition of propolis af-
fect the immune system and thus exhibit anti-inflammatory,
antibacterial, antiviral and antitumoral effects (Sforcin &
Bankova, 2011).

HEp-2 (Human Laryngeal Epidermoid Carcinoma) cell line
is produced from laryngeal carcinoma cells of the human lar-
yngeal mucosa. They are in the slow-growing tumor group.
Possible cytotoxic effect of propolis on these cells was previ-
ously studied with alcoholic extracts of Brazilian propolis
(Microscopic cell viability analysis) (Bufalo et al., 2010;
Bufalo et al., 2009). Extracts of natural products prepared
with alcohol affect biological systems and tissues negatively.

Our aim is to investigate the cytotoxic effect of water and eth-
anolic extracts of Turkish propolis on HEp-2 cell line with a

different experimental protocol (RTCA , that is, Real-Time
Cell Analysis, then Flow Cytometric DNA Analysis).

Materials and Methods
Chemicals

Penicillin (10000U), streptomycin (10 mg), RPMI 1640, so-
dium pyruvate solution (100 mL), trypsin EDTA solu-
tion(100 mL), and Fetal Bovine Serum (500 mL) were pur-
chased from Biological Industries; NaCl, KCl, Na2HPO4,
and KH2PO4 from Merck.

Preparation of Water Extract of Propolis (WEP) and
Ethanolic Extract of Propolis (EEP)

Propolis samples were collected from four different regions
of Tiirkiye from Fanus Food Company (Trabzon) and kept in
the freezer (-20 °C) until further use. The locations of samples
from Tirkiye were Trabzon (North of Tiirkiye), Erzurum
(East of Tiirkiye), Zonguldak (West of Tiirkiye), and Adiya-
man (South of Tiirkiye). These four different cities of Tiirkiye
were selected since they represent the four separate geograph-
ical locations. WEP and EEP were prepared according to our
previous work (Bozkus et al., 2021). Working solutions in
various concentrations were prepared by dilution from the
stock propolis extract at a concentration of 100 mg/mL pre-
pared in this way.

Planning the Experiment and Passaging Cells

HEp-2 cells kept in the nitrogen tank were slowly dissolved
and centrifuged. The medium was removed. About 2 mL of
RPMI 1640 was added to it. Cultivation was done in a 25 cm2
flask, completed to SmL with RPMI 1640. It was incubated
ina 5% CO2 incubator. Flask was divided to 4 flasks of 1 mL.
Each flask was completed to 5 mL with RPMI 1640. Flasks
were put in a CO2 incubator. Mediums were replaced at in-
tervals of 3 days.

Determining the Number of Cells to Work and RTCA
Analysis

The medium on the confluent cells was removed. Approxi-
mately 300uL of trypsin—-EDTA (enough to cover the bottom
of the flask) was added to the flask. After waiting and observ-
ing under the microscope that the cells were lifted, approxi-
mately 3mL of RPMI 1640 was added to the flask to neutral-
ize the trypsin-EDTA. The cells were transferred to a 15 mL-
tube. It was centrifuged at 300g for 5 min. The medium-tryp-
sin mixture in the 15 mL-tube was removed.

Considering the cell density here, the E-plate was inoculated
in a manner corresponding to the numbers designed below to
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load into RTCA (Real Time Cell Analysis System, xCELLi-
gence System Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Ger-
many) with a dilution of 20000, 10000, 5000, 2500, 1250
cells/well. Proliferation was observed in RTCA for 24 hours.
(measurement taken every 30 minutes). It was determined
that the number of cells suitable for the study was 5000 cells
per well.

Cells in continuous exponential phase were preferred consid-
ering the duration of the experiment to be run. The number of
cells matching this condition was 5000 cells/well. The main
experiment was continued with this number of cells. Back-
ground reading of E-plates loaded with 100 puL of complete
medium was taken. The plates were taken from the incubator
and 100 uL of cell suspension were loaded onto these plates.
They were kept in a CO2 incubator at 37°C during the exper-
imental periods.

Following the 24-hour plating step, 100 pL of medium was
carefully removed from the E-plate wells and the solutions at
different concentrations prepared from stock WEP or stock
EEP by diluting with RPMI-1640 were added to the plates as
100 pL. WEP concentrations were 250-10000 pg/mL and
EEP 10-2400 pg/mL. The medium was added as a control.
After the accuracy check-in RTCA, the experiment was
started. Proliferation was followed for 48 hours. Propolis con-
centrations affecting cell proliferation were determined for
both EEP and WEP. Cytotoxic concentrations and IC50 lev-
els (50% inhibiting concentration) were calculated using the
RTCA instrument software. This value can be interpreted as
the concentration that causes the death of 50% of Hep-2 cells.

Evaluation of the Antiproliferative Effect of Propolis on
HEp-2 Cells by Flow Cytometric DNA Analysis

100,000 cells from Hep-2 cells were inoculated into 25 cm2
flasks with 4 mL of RPMI 1640 medium. Cell count was done
with trypan blue method and hematocytometer. 200, 400, and
600 pg/mL WEP and 75,150 and 300 pg/mL EEP solutions
were added to the flasks and allowed to incubate for 48, 72,
and 96 hours. All concentrations were run in triplicate. DNA
analysis was performed in flow cytometry (Becton Dickinson
FACSCalibur) using Cycle Test Plus DNA Reagent Kit (Cat
No: 340242).

After 48,72 and 96 hours of Hep-2 /propolis incubations were
completed, cell suspensions were placed in 17X100 mm
tubes. It was centrifuged at 300xg for 5 minutes. 1 mL of the
buffer solution from the kit was added. The same centrifuga-
tion was repeated twice.

The cell concentration was adjusted to 1X10° cells/mL with
buffer solution by using a hematocytometer. Peripheral Blood
Mononuclear Cells (PBMC) were used as control cells in
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DNA analysis. For this purpose, blood was taken into the
hemogram tube and lymphocyte (PBMC) isolation was per-
formed by Ficoll (Biocoll Separating Solution, Biochrom
AG, Cat NO: L 6113, Germany) density gradient centrifuga-
tion method. 5 mL of buffer was added to the tube and vor-
texed at low speed. It was centrifuged at 300 xg for 5 min. It
was aspirated until 50 ul of liquid remained, and 1.5 mL of
buffer solution was added and vortexed at low speed. It was
centrifuged at 300 xg for 5 min. It was aspirated until 50 pl of
liquid remained, 1 mL of buffer solution was added and vor-
texed at low speed. Cell count was made and the number of
cells was adjusted to 1X10° cells/mL with buffer solution. In-
cubations were made by adding the solutions in the kit for the
staining process, the samples were filtered and analyzed in
Flow-Cytometry. Flow cytometry was standardized using a
quality control kit (DNA QC Particles, Becton Dickinson,
Cat.No: 349523, USA).

Results and Discussion

Evaluation of the Cytotoxic Effect of Propolis on Hep-2
Cells

The optimal number of Hep-2 cells obtained using the RTCA
system and software is given in Figure-1. In the RTCA sys-
tem, the cell index against time is determined. The cell index
parameter is related to cell viability, number, morphology,
and adhesion. In these studies, a cell index between 0.5-1.5 is
ideal. The number of 20,000 and 10,000 cells (top 2 lines on
the graph) exceeded this limit, while the number of 2,500 and
1,250 cells (bottom 2 lines on the graph) remained below this
limit. The number of cells 5000 (middle line) appears to meet
this criterion. The curves obtained by kinetic monitoring of
aqueous propolis extracts (WEP) at various concentrations
with Hep-2 cells by the RTCA system are given in Figure-2.
In the figure, the cell indices of the 1st control (red) (medium)
and the 2nd control (purple) (1/2 diluted medium) are high.
10,000 pg/mL (dark green) is a high dose. At concentrations
of 4,000 pg/mL (pink), 2,000 ug/mL (orange), 1,000 pg/mL
(dark blue), 500 pg/mL (blue), and 250 pg/mL (light green)
with cell indexes <1, it was observed that WEP was appeared
to be cytotoxic to Hep-2 cells.

The curves obtained by kinetic monitoring of ethanolic prop-
olis extracts (EEP) at various concentrations with Hep-2 cells
by RTCA system are given in Figure-3. In the figure, 0.5%
ethanol (orange), 10 (pink) and 20 (dark purple) pg/mL con-
centrations have high cell indices. With cell indices <1, 2,400
pg/mL (light green) is the most cytotoxic concentration. It is
seen that concentrations of 800 pg/mL (blue), 200 pg/mL
(dark green), 100 pg/mL (dark blue) are cytotoxic, while con-
centrations of 50 pg/mL (light purple) are less cytotoxic.
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The IC50 value (50% inhibiting concentration) found by
RTCA analysis of the WEP was 140 pg/mL while that of the
EEP was found to be 38.2 pg/mL (Figure-4).

Evaluation of the antiproliferative effect of propolis on Hep-
2 cells by flow cytometric DNA analysis

Flow cytometric cell cycle image of PBMCs (lymphocytes),
which are control cells, after 48 hours of cell culture is given
in Figure-5.

As seen in the figure, all of the PBMCs with control cells are
diploid and almost in the G1 cycle. When HEp-2 cancer cells,
are added to these cells, the image is as in Figure-6. About
half of the two cell groups are diploid (86% G1 phase) and
half are tetraploid (51% G1, 49% S phases).

The data obtained in flow cytometry (only diploid data) be-
cause of incubation of WEP with HEp-2 cells at various con-
centrations for 48, 72, and 96 hours are given in Table-1 and
those obtained with EEP are given in Table-2. As seen in the
tables, 600 pg/mL WEP kept the cells in 80% S phase in 72

Research Article

hours (also as seen in Fig. 7); It is understood that 150 pg/mL
EEP keeps DNA cycle as 99% in the G1 phase in 72 hours
(Fig 8). Therefore, EEP in this concentration have an antipro-
liferative effect on laryngeal cancer cells.

Propolis is a bee product that has been used frequently since
ancient times. The Egyptians took advantage of the anti-pu-
trefactive properties of propolis to embalm their dead. Greek
and Roman physicians used propolis as an antiseptic and anti-
cicatricial. The Incas used it as an antipyretic agent. In the
17" century London pharmacopoeia, propolis was listed as a
medicine. With the development of the pharmaceutical de-
sign industry in the last two centuries, interest in natural prod-
ucts has decreased; however, its use as a popular drug still
continues. Its use has increased in cosmetic products. Since
the 2000s, scientists’ interest in propolis has increased and
studies on its components, as well as its biological and me-
dicinal properties, have intensified (Russo et al., 2004; J.M.
Sforcin, 2007).

Table 1. Data obtained by flow cytometric DNA cell cycle analysis for Hep-2 cells incubated with WEP

Time (h) Concentra- Diploid % G1 % G2 % S % Viability %
tion(ng/mL)

48 200 96.6 59.2 8.0 32.8 100
400 97.6 58.9 8.0 33.1 100
600 83.9 62.5 8.0 29.5 100

72 200 81.2 63.1 1.4 35.6 100
400 96.5 59.3 8.0 32.7 100
600 100 15.6 4.5 80.0 100

96 200 100 55.9 - 44.1 100
400 98.7 60.7 8.0 31.4 100
600 90.0 50.0 1.4 48.6 100

Table 2. Data obtained by flow cytometric DNA cycle analysis for Hep-2 cells incubated with EEP

Time (h) Concentration  Diploid G1 % G2 % S % Viability
(ng/mL) % %
48 75 94.1 32.1 8.0 55.9 90
150 100 37.2 4.4 583 50
300 100 40.4 16.1 43.3 0
72 75 82.3 50.6 8.0 41.4 74
150 100 99.3 0.7 - 50
300 100 48.0 13.6 38.4 0
96 75 88.6 43.5 8.0 48.5 76
150 89.1 453 4.3 50.5 57
300 100 55.9 - 44.1 0
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It has been understood that the aqueous extract also meets
these criteria. Antibacterial and antiviral properties of Turk-
ish propolis have been noted (Barlak et al., 2015). The most
important antioxidant mechanism of propolis is that it can re-
pair DNA damage caused by free radicals, and its ability to
break the polymer chain reactions that cause lipid peroxida-
tion, and its effect to remove ROS from tissues (Aliyazicioglu
etal., 2011).

Studies and evidence on the antitumoral efficacy of propolis
are increasing. Some suggest that the primary mechanism of
action of propolis on tumor cells is the inhibition of cell pro-
liferation and apoptosis (Sforcin, 2007). Therefore, the view
that propolis and its components can be a potential chemo-
therapeutic or chemopreventive anticancer drug by inhibiting
tumor cell progression is getting stronger as the studies in-
crease (OrSoli¢ et al., 2004). The most widely used propolis
in research is Brazilian green propolis. It is understood that
this propolis shows significant activities against various tu-
mor cells at different concentrations (100, 250, 500, and 1000
pg/mL) (Mishima, et al., 2005a). Flow cytometric analysis
has shown that CAPE, the main compound of propolis, also
interrupts the cell cycle in oral squamous cell carcinoma cells
in the G2/M phase (Lee et al., 2005). Poplar origin propolis
(50-150 mg/kg) and some isolated polyphenolic compounds
(caffeic acid, CAPE and quercetin) reduced the number of tu-
mor nodules in the lung (Or$oli¢ et al., 2004). In these studies,
it is emphasized that the antimetastatic activity of propolis so-
lutions is higher than its components.

Some suggest that propolis, caffeic acid and CAPE (50
mg/kg) are useful tools in the control of tumor cell prolifera-
tion and that it provides polyphenolic compounds with a syn-
ergistic effect (OrSolic et al., 2005). Carballo et al. reported
that propolis had a cytotoxic effect on cancer cells at concen-
trations of 5-23pg/mL (IC) in their study with Cuban propolis
in various cell lines (colon, ovarian, and prostate carcinoma,
neuroblastoma) (Diaz-Carballo et al., 2008). Cuban propolis
showed cytotoxic effect at a concentration of 10pg/mL in PC-
3 cells and at a concentration of 12.3 pg/mL in LNCap cells.
Since the cancer cells used in this study are independent of
immunity, it has been argued that Cuban propolis exerts its
anti-tumoral effect by its direct cytotoxic effect rather than its
immunomodulating effect. Russo et al. examined the antiox-
idant properties and antiproliferative capacity of propolis us-
ing ethanolic extracts of Chilean propolis in oral epidermoid
carcinoma (KB), colon adenocarcinoma (Caco-2) and andro-
gen-insensitive prostate cancer cells (DU-145) (Russo et al.,
2004). As aresult, in parallel with the increase in the phenolic
content of Chilean propolis, its capacity to scavenge free rad-
icals and inhibit the growth of tumor cells increases, it has

https://doi.org/10.3153/FH22021

Research Article

been reported that although it protects normal cells from oxi-
dative damage, it decreases the viability of cancer cells by in-
creasing DNA damage in cancer cells.

There are studies on the antitumoral activity of Turkish prop-
olis. Some suggest that Turkish propolis dimethylsulfoxide
(DEP) and aqueous extracts (WEP) show antiproliferative ac-
tivity by changing the protein expression profile in PC-3 pros-
tate cancer cell lines (Barlak et al., 2011). In the same cell
lines, the same extracts have been shown to have antimeta-
static activity by suppressing the mRNA expression of volt-
age-gated sodium channels (VGSC Nav 1.5 and 1.7
isoforms), showing the metastatic potential of prostate cancer
(Ugar et al., 2016).

In vitro cytotoxic effect of Brazilian green propolis ethyl al-
cohol extract (50-1000 pg/mL) on HEp-2 Cells (Bufalo et al.,
2010; Bufalo et al., 2009). In these studies, the cytotoxic ac-
tivity of propolis was showed by analyzing cell viability using
the simple microscopic staining technique (trypan blue).
Some note that the cytotoxic effect is dose-dependent and the
best effect is seen at 1000 pg/mL.

In the current study we conducted, there are important differ-
ences from the studies of Bufalo et al.:

i. Turkish propolis was used,
ii. besides EEP, WEP was also used for the first time,

iii.  instead of viability analysis, which was determined
by the cytotoxic effect staining method and the var-
iance of the results was quite high, in the present
the kinetic RTCA system was used and the ICso
values were determined. Since this value is the
concentration of the substance that prevents the
proliferation of half of the cells, it provides how
much propolis should be used in the studies. The
RTCA system uses a standardized method, with ki-
netic analysis also providing which cell number
should be used in trials. With the kinetic analysis
finding in Figure-5 obtained by RTCA, it was de-
cided that 5000 HEp-2 cells were suitable for the
study,

iv.  besides the cytotoxic effect, flow cytometric prolif-
eration analysis (cell cycle analysis) was performed
to reveal the antitumoral activity.

In the present study, both WEP, at concentrations of 250-
4,000 pg/mL (Figure-2), and EEP, at concentrations of 100-
2,400 pg/mL (Figure-3) were cytotoxic to HEp-2 cells. It re-
duced cell viability.
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The ICso value found for WEP is 140 pg/mL and the ICsg
value found for EEP is 38.2 pg/mL (Figure 4). Here, EEP ap-
pears to be effective at lower concentrations. However, con-
sidering the cellular damage from alcohol in direct use by hu-
mans, it can be said that WEP can be used safely. Different
extraction methods are used in preparing WEP. In the current
study, we used the extraction method developed in the labor-
atory of the K.T.U, Faculty of Medicine, Department of Med-
ical Biochemistry (Bozkus et al., 2021). Prepared extracts
contain highly effective antioxidants. Nagai et al. reported
that Brazilian WEP inhibited lipid peroxidation at a concen-
tration of 1-5 mg/mL and completely inhibited superoxide
and hydroxyl radical anions at concentrations of 50-100
mg/mL, so these extracts have pharmaceutical potential in
cancer, cardiovascular diseases and diabetes (Nagai et al.,
2003). Mishima et al. showed that the major component of
Brazilian WEP is caffeoylquinic acids (Mishima, et al.,
2005b). Nakajima et al. concluded that WEP is better than
other bee products (EEP, pollen, royal jelly) in terms of anti-
oxidant capacity; they reported that among the WEP and EEP
components, 3,4-di-O-caffeoylquinic acid showed the high-
est antioxidant capacity against hydrogen peroxide, superox-
ide and hydroxyl radicals (Nakajima et al., 2009). It is known
that the WEP we prepared from Turkish propolis also con-
tains high amounts of caffeoylquinic acids (Bozkus et al.,
2021).

Suzuki et al. suggested that when they used 5-fluorouracil and
mitomycin C chemotherapeutics and WEP subcutaneously in
experimental Ehrlich carcinoma mice, they significantly in-
creased tumor regression compared to the use of chemother-
apeutic alone and minimized the side effects of chemotherapy
(Suzuki et al., 2002).

Since propolis has antitumoral effects with apoptotic (Lee et
al., 2005) and antiproliferative Mechanisms (OrSoli¢ et al.,
2004), the antiproliferative effect of WEP besides EEP has
been proven in laryngeal cancer cells in this study, propolis
extracts promise a new hope in the treatment of head and neck
cancers.

Conclusions

It was concluded that i. In studies of treating Turkish propolis
with HEp-2 cells, it was found appropriate to work with 5000
cells per well in RTCA studies, ii. WEP was cytotoxic to
HEp-2 cells at concentrations of 250-4,000 pg/mL and EEP
at 100-2,400 ug/mL concentrations, iii. WEP at a concentra-
tion of 600 pg/mL and EEP at a concentration of 150 pg/mL
showed the highest antiproliferative effect by inhibiting the
DNA cycle when incubated with HEp-2 cells for 72 hours,

and iv. Turkish propolis extracts were cytotoxic and antipro-
literative in HEp-2 cells, so they may be included in chemo-
therapy or target therapies in laryngeal cancer.
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Introduction

Drying and fermentation processes can be considered the old-
est and the most common methods for preservation in the
meat industry, and thanks to these techniques, a wide variety
of meat products can be produced, such as sausages, ham, and
salami. In the fermentation process, preservative effects are
generally achieved by mixing the minced meat and fatty tis-
sue with curing agents, carbohydrates, and spices. Then, con-
sidering the sausages production, the mixture is stuffed into
natural or synthetic casings and allowed to ripening and dry-
ing. The difference and quality of raw material, various cur-
ing agents, fermentation and drying conditions enable the
production of a wide variety of fermented meat products (Er-
coskun & Ozkal, 2011; Kaban, 2013; Demirgiil & Tuncer,
2017).

Sucuk, a dry-fermented sausage, is one of the traditional
foods that widely produced and consumed in Turkey. Produc-
tion of Sucuk consists of mixing the beef, sheep or water buf-
falo meat and sheep tail fat and/or beef fat with the curing
agents (nitrite and/or nitrate), various spices including cumin,
garlic, salt, and black and red pepper, stuffing this mixture
into a casing (mostly cattle small intestines), hung for fermen-
tation (ripening) at 22-23 °C by natural meat microbiota or
added starter cultures and allowing to dry for several weeks
at ambient temperature and humidity (Kilic, 2009). Although
the initial microbiota of the mixture is dominated by micro-
organisms originating mainly from raw meat, such as Pseu-
domonas spp., Enterobacteriaceae, and Escherichia coli, the
microbiota shifts toward the lactic acid bacteria (LAB) and
Micrococcaceae due to ripening, moisture loss, and oxygen
consumption. Therefore, these products are mainly stabilized
by acidification via LAB and reduction in water activity (aw)
during ripening and drying (Vignolo et al., 2010; Paramithi-
otis et al., 2010).

Nitrites and/or nitrates are the most commonly used curing
agents in dry-fermented sausage production because of the
interactions between these compounds and meat myoglobin,
as well as their antioxidant properties contributing to desired
meat flavor, and antimicrobial properties, especially against
Clostridium botulinum (Martin, 2012; Hospital et al., 2014,
2016; Bonifacie et al., 2021). However, ingestion of high
amounts of nitrite can cause various adverse effects on human
health, both due to the residual content in cured meat and/or
excessive consumption of cured meat (Parthasarathy &
Bryan, 2012; Waga et al., 2017). Nitrite can interact with sec-
ondary amines to produce nitric oxide, which forms N-nitros-
amines, which is reported to cause gastric cancer (De Mey et
al., 2017, Flores et al., 2019; Flores & Toldra, 2020). Thus,
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the amount of these compounds added to foods is being lim-
ited, and only the lowest concentrations are consistent in
terms of food safety and health (Cammack et al., 1999). And
also consumers demand safe meat products without chemical
additives (Fraqueza et al., 2021). For this purpose, the re-
placement of nitrite/nitrate with natural antioxidants and an-
timicrobials in meat products is gained attraction by many re-
searchers (Riel et al., 2017; Jin et al., 2018; Sucu &Turp,
2018; Pini et al., 2020; Tang et al., 2021).

Culinary herbs and spices have been used since ancient times
for taste and shelf-life purposes (Bishov et al., 1977). Thyme
(Thymus vulgaris L.), which belongs to the genus Thymus of
the Lamiaceae family, is an aromatic and well-known herb
that is widely cultivated worldwide (Morales, 2002). It is a
good source of a vast variety of bioactive materials, such as
lutein, apigenin, naringenin, luteolin, thymol and carvacrol,
possessing significant antioxidant properties (El-Guendouz et
al., 2019). Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) is a wild
shrub, which generally grows in the Mediterranean basin, be-
longing to the Lamiaceae family. Owing to antioxidant, anti-
microbial, anti-inflammatory, antimutagen, anti-tumor, and
aromatic properties, it is widely used in different foods and
traditional medicine (Al-Sereiti et al., 1999; Moreno et al.,
2006). Anethum graveolens L., commonly known as dill, is
an annual herb that belongs to the family Apiaceae, widely
cultivated in Mediterranean countries. Besides the fact that it
is a good source of essential oils, calcium, potassium, mag-
nesium, phosphorus, sodium, vitamin A, and niacin, it exhib-
its antioxidant, antimicrobial, anticancer and anti-inflamma-
tory effects (Oshaghi et al., 2015; Sintim et al., 2015; Sendi-
jani et al., 2020).

In the literature, the effects of thyme and rosemary on dry
fermented sausages have been reported by different authors
(Oz et al., 2011; Jin et al., 2016), but studies in this topic are
limited. There is, however, no report about the effects of dill
on the properties of dry-fermented sausages. Therefore, the
aim of the present study was to determine the effects of
thyme, rosemary, dill, and combination of these herbs on the
chemical, color, textural and sensory properties as well as li-
pid oxidation values of Sucuk products.

Materials and Methods
Materials

The materials used for the production of Sucuk (beef, tail fat,
spices) were purchased from a local meat processing plant in
Kirklareli, Turkey. On the other hand, NaNO, was purchased
from Merck (Germany). The production and analysis of the
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samples were carried out in the laboratories of Kirklareli Uni-
versity, Department of Food Engineering.

Preparation of Rosemary, Thyme, and Dill Powder

Thyme and rosemary were taken as dried. Dill was taken as
fresh and dried (25+£2°C) in laboratory conditions. Then, they
were ground into powder form using a grinder (Siemens, Ger-
many) and added to sucuk samples in powder form.

Production of Sucuks

Beef (80%) and tail fat (20%) constituted the main
components of sucuk. For this purpose, the frozen meat and
the fat were first thawed for 24 hours at 4+2 °C, and then the
meat was cleaned of impurities such as visible fat, tendon,
cartilage, nerves, connective tissues, blood, and dirt.
Afterward, the meat and the fat were separately minced
through a 12 mm plate using a meat grinder (Ari Makina,

Table 1. The formulations of the Sucuks.

Istanbul). Five batches were prepared depending on the
antioxidant source used in the formulations, namely nitrite
(control), thyme, rosemary,dill-containing groups, and a
group that containing a combination of these herbs (mixed).
The amounts of these compounds and other additives such as
salt, garlic, sugar, etc. showed in Table 1. Each group of
prepared sausage dough was minced again and made ready
for stuffing. The sucuk doughs was stuffed in pre-soaked
natural bovine intestines, tied, and hanged. The prepared
sucuks were ripened first by keeping them at 25 + 1°C and
90% RH for 3 days and then at 20 + 1°C and 80-85% RH for
12 days. All treatments were replicated independently twice.
For each replicate, 5 Sucuks were produced per treatment.
Sucuk samples at days 5, 10, and 15 of ripening were taken
for pH, aw, TBARS, while samples at day 15 of ripening (end
of ripening period) for dry matter, ash, color, textural and
sensorial analysis.

Sample groups

ztl)f)redlents Nitrite AS Thyme AS  Rosemary Dill AS Mixed Herbs
AS AS
Meat 80 80 80 80 80
Fat 20 20 20 20 20
Salt 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Garlic 1 1 1 1 1
Sugar 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Sweet pap- 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
rika
Black pepper 0.6 0.5 0.5 0.5 0.5
Cumin 0.6 0.5 0.5 0.5 0.5
NaNO2 0.0015 - - - -
Thyme - 0.5 - - 0.5
Rosemary - - 0.5 - 0.5
Dill - - - 0.5 0.5

Abbreviation: AS, Added Sucuk
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Chemical and Physicochemical Analysis

The dry matter content of sucuk was determined by drying
the sample in an oven at 105 °C until a constant weight was
obtained (AOAC, 1990). Ash content was determined by dry
ashing in a furnace oven at 525 °C for 24 h (AOAC, 1990).
Ten grams of sucuk was homogenized in 90 mL of distilled
water for 1 min and the pH value of sucuk was determined by
immersing the probe of the pH meter (Hanna, Germany). Wa-
ter activity (aw) was measured using a water activity measur-
ing device (Novasina LabSwift, Switzerland) after the sam-
ples stabilized for 30 min at 25 °C (Cetin et al., 2019). The
method of Gokoglu et al. (2010) was employed for the deter-
mination of the extent of lipid oxidation (TBARS) in Sucuk
samples using a spectrophotometer (Shimadzu, Japan). Re-
sults were expressed as mg malonaldehyde/kg.

Color Measurement

The color of the sucuks that sliced to the approximately same
sizes was determined using a colorimeter (CR-400, Minolta,
Japan). Five consecutive readings were taken from the insides
of the samples using the CIE L* (lightness), a* (redness), and
b* (yellowness) system and the results were averaged. In the
measurements, the device was adjusted that illuminator D65,
aperture size of 8 mm and an observer angle of 10°.

Texture Profile Analysis

The sucuk samples were subjected to texture profile analysis
(TPA) using the Texture Analyzer (TA.HD Plus Stable Micro
Systems LTD., Surrey, England). Sucuk samples were given
a cubic shape with 2x2x2 cm®. A double compression cycle
test was performed up to 50% strain compression of the orig-
inal portion height using an aluminum cylinder probe (SMS
P/36, 36 mm diameter, TA.HD Plus Stable Micro Systems
LTD., Surrey, England). A time of 3 s was allowed to elapse
between the two compression cycles. Force-time deformation
curves were obtained with a 30 kg load cell applied. Pretest,
test, and posttest speeds were 1, 5, and 1 mm/s, respectively.
The force-distance curves were recorded and force and dis-
tance of maximum force peak and the area under the curve
were evaluated as representative mechanical parameters, i.e.,
hardness, chewiness, gumminess, adhesiveness, springiness,
cohesiveness, and resilience. All measurements were re-
peated five times and mean values were recorded (Dertli et
al., 2016).
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Sensory Evaluation

Sensory parameters (color, odor, flavor, texture, and overall
acceptance) of the samples were evaluated by ten panelists.
The panelists were chosen especially from people who habit-
ually consume Sucuk and had experience in sensory analysis
of various meat products. All panelists were informed about
the study at the beginning of panel. Panelists participated in
one session and ten samples (two pieces for each sample
group) were presented to each panelist. Before the assess-
ment, Sucuk samples were sliced to approximately 0.5 cm
and cooked for 3 minutes at 180 °C via the preheated grill.
After cooking, the samples were coded using letters and ran-
domly presented to the panelists. Trained panelists evaluated
the effects of the addition of different spices on the sensory
attributes of sucuk. Water has been consumed before the as-
sessment of each sample. Responses were recorded using a
hedonic scale, where the panelists scored from 0 (dislike ex-
tremely) to 10 (like extremely) for corresponding attributes
(Uran & Gokoglu, 2014).

Statistical Analysis

A one-way analysis of variance (ANOVA) design were per-
formed using with SPSS 18 (SPSS Statistics/IBM, Armonk,
NY) software. As random and fixed factors, replications and
five different treatments (Nitrite, Thyme, Rosemary, Dill and
Mixed Herbs AS) were used, respectively. TBARS, aw and
pH analysis were applied as a repeated factor for four levels
of ripening period (Day 1, 5, 10 and 15) and one level (after
ripening, day 15) were used for the determination of dry mat-
ter, ash, TPA and color of Sucuks. Also the treatments were
identified as a fixed effect for the statistical evaluation of sen-
sory data, while panelists were accepted as a random effect.
When there were differences among the samples, Duncan’s
Multiple Comparison Test was used to compare differences
between means. The significance level was set at 0.05 (p <
0.05). All data were expressed as mean values + standard er-
ror of the mean (SEM) in tables.

Results and Discussion

Proximate Composition and pH Values

As shown in Table 2, the incorporation of different herbs did
not influence the dry matter and ash content of Sucuk samples
significantly (p>0.05). Similar results were reported in the
literature for the proximate composition of Sucuk by different
authors (Kayaardi & Gok, 2004; Ekici et al., 2015). Accord-
ing to the Turkish Standard Institute (TS 1070, 2002), the
moisture content of sucuk must be reduced below 40% in the
ripening period.
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Table 2. Proximate composition and pH values of the Sucuks.

H
Sample Dry Matter Ash P
Day 1 Day S Day 10 Day 15
Nitrite AS 62.52+1.282 5.99+0.27* 5.46+0.0434 4.57+0.1228 4.1940.08°8  4.31+0.1128
Thyme AS 62.76+1.15* 5.54+0.01* 5.45+0.00% 4.26£0.05%8  4.26+0.10°8  4.17+0.062B
Rosemary AS 65.04+2.22% 5.84+0.05* 5.34+0.01%4 4.21£0.00°8  4.31£0.12°B  4.22+0.05°B
Dill AS 62.09+0.33* 6.20+0.18* 5.45+0.0034 4.30£0.0128  4.20+0.14*8  4.25+0.06%8
Mixed herbs AS 65.48+0.14* 6.12+0.01* 5.39+0.0124 4.26£0.032°B  4.16£0.08*8  4.45+0.01%B

Note: Means with different superscript lowercase letters at the same column show the significant differences between the
samples (p < 0.05). Means with different superscript uppercase letters at the same line show the significant differences be-

tween the samples (p < 0.05).
Abbreviation: AS, Added Sucuk.

As can be seen from the dry matter values in Table 2, the
moisture content of sucuk samples at day 15 of the ripening
period was acceptable. Bozkurt and Bayram (2006) reported
that the reduction in moisture content of sucuk is associated
with the moisture loss at high ripening temperature and low
relative humidity. Furthermore, the authors found a signifi-
cant relationship between moisture content and sensorial
properties, and thus stated that the decreased moisture content
has led to an increase in the sensory scores. Similarly, no sig-
nificant difference was observed in the moisture content of
Sucuk samples with the addition of thyme, while the moisture
content decreased from 58.63% to 36.74% after 14 days of
ripening (Oz et al., 2011).

Fermentation and drying are the most crucial processes for
the development of the main quality attributes of Sucuk. pH
values of the samples were identical for the first day of the
fermentation period except for the rosemary added group and
showed a similar trend during fermentation, where the pH de-
creased sharply at day 5, due to organic acid production by
microorganisms, and then no statistical differences were ob-
served (Table 2). After the 10th day, a slight increase ob-
served towards the 15th day in the nitrite and mixed herbs
containing groups can be attributed to the decomposition of
acids and production of basic nitrogenous compounds (Er-
coskun & Ozkal, 2011). These results are in agreement with

Table 3. Water activity values of the Sucuks.

the literature (Bozkurt, 2006; Kurt, 2016), where a sharp de-
crease reported at first days followed by an increase. The de-
crease in pH due to glycolysis and LAB provides some seri-
ous advantages, including selective inhibition of undesirable
microbial flora and growth, promoting the texture develop-
ment due to a decrease in water-retention capacity, as well as
the drying process and gelation mechanisms, avoiding the en-
zymatic and chemical reactions associated with flavor, odor,
and color (Ordoéiiez et al., 1999). The Turkish Standard Insti-
tute (TS 1070, 2002) states that the pH value of high-quality
Sucuk must be in the range of 4.7-5.4. However, our samples
were found to be lower than this range, which might be due
to the initial pH value and general microbiota of raw meat
and/or ripening conditions. Similarly, Gok et al. (2011) re-
ported that the storage time of 60 days gave better results in
terms of pH rather than Sucuks stored for 0, 30, or 90 days,
which had lower or higher pH values than standard range.

Water Activity (a,) Values

According to Table 3, although the highest aw value was ob-
served for the thyme added group, it was not statistically dif-
ferent from other groups (p>0.05). During ripening period,
aw values decreased seriously due to the gradual drying of
Sucuk samples, and the minimum aw values were obtained at
day 15.

Water Activity (aw)

Sample Day 1 Day 5 Day 10 Day 15
Nitrite AS 0.950+0.001**  0.919+0.000°®  0.898+0.001°°  0.878+0.000°°
Thyme AS 0.9524+0.000**  0.915+0.002°8  0.894+0.004°°  0.87340.004°°
Rosemary AS 0.950+0.000*  0.907+0.003*®  0.894+0.004*8 0.874+0.000%
Dill AS 0.944+0.005*  0.914+0.003*®  0.888+0.000°C 0.872+0.004%
Mixed herbs AS 0.950+0.001**  0.913+0.001°®  0.888+0.003*°  0.867+0.001°°

Note: Means with different superscript lowercase letters at the same column show the significant differences between the
samples (p < 0.05). Means with different superscript uppercase letters at the same line show the significant differences be-

tween the samples (p < 0.05).
Abbreviation: AS, Added Sucuk.
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Similar results were reported in the literature (Soncu et al.,
2018, 2020). This reduction caused by dehydration helps to
the evolution of characteristic texture and to stabilization of
Sucuk (Ordoénez et al., 1999). Decreasing the a, values to
0.90 or below exhibits a significant hurdle effect and inhibits
bacterial growth (Liicke, 1998). Furthermore, there might be
a relation between a,, and pH values of Sucuk samples. This
relation has been explained as a characteristic property of
Sucuk by Gokalp et al. (1999), where the decreasing pH val-
ues to the isoelectric points of the meat proteins on the first
days has led to an increase in moisture loss. In addition, a
decrease in ay of the dry-fermented sausages exhibits a sig-
nificant inhibitory effect on the cathepsin B, L, H, and D ac-
tivities (Toldra et al., 1992).

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) Values

Nitrites and nitrates are often incorporated into dry-fermented
sausages due to their ability to interact with meat components
and providing color, flavor, antibacterial and antioxidant
properties to the product (Zubillaga et al., 1984; Hospital et
al., 2014, 2016; Bonifacie et al., 2021). However, health-re-
lated concerns of these chemical antioxidants, such as chem-
ical toxicity, formation of carcinogens in food or after inges-
tion, and reproductive and developmental toxicity, as well as
increasing consumer demands towards more natural and or-
ganic foods have led to intensive research for substituting
these compounds with natural ones (Sebranek & Bacus,
2007). Compounds present in various plant products, such as
flavonoids, tannins, coumarins, curcuminoids, xanthones,
phenolics, lignans, and terpenoids, exhibit significant antiox-
idant properties (Roby et al., 2013) and thus they may be an
alternative to nitrate/nitrite in sucuk. In this context, owing to
the carnosol, carnosic acid, ursolic acid, rosmarinic acid in
rosemary (Raskovi¢ et al., 2014), thymol and carvacrol in
thyme (Kulisic et al., 2005), and chlorogenic acid and myri-
cetin in dill (Shyu et al., 2009), the use of these herbs would
have been expected to show antioxidant activity. However,
TBARS values of sucuk samples were higher than the control

Table 4. TBARS values of the Sucuks.
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group for the entire ripening period (p<0.05). In our study,
TBARS values of the control group significantly increased
with ripening time (Table 4). Moreover, the rate of TBARS
formation was faster during the first 5 days, which might be
an indication of the lipid oxidation started from the first 5
days for all groups as reported by Bozkurt and Erkmen
(2007), but remained almost the same after day 10 for natural
antioxidant incorporated groups.

Although the TBARS values of the control group were lower
at the end of the ripening period, it may be concluded that
herbs showed higher stability than nitrite in terms of lipid ox-
idation, as can be seen in Table 4, which indicates a 245%
increase in the control group compared to 167%, 148%,
131%, and 130% in thyme, rosemary, dill, and mixed groups,
respectively. These results are in agreement with the findings
of Tsoukalas et al. (2011), who reported that the TBARS val-
ues of freeze-dried leek powder added fermented sausages
were higher than nitrite added ones, but they suggested that
nitrite combined with the freeze-dried leek powder must be
added to fermented sausages for suppressing the lipid oxida-
tion. Similarly, Jin et al. (2016) found that the addition of
thyme and rosemary powder did not affect the TBARS values
of sausages, while the DPPH radical scavenging capacity of
the sausage samples was significantly improved with the ad-
dition of these spices. In contrast, Soncu et al. (2020) applied
the thyme or rosemary essential oil containing chitosan to
dry-fermented sausages as an antifungal approach and found
that the thyme or rosemary essential oils combined with the
chitosan resulted in lower TBARS values than control
groups. The differences between TBARS results may be due
to different application methods (e.g., the extracts or essential
oils might contain higher amounts of phenolic components
than powder form and thus exhibit better antioxidant activ-
ity), ripening conditions, salt concentration, fat contents, and
incorporation of different spices and additives. In addition, it
should be noted that these spices possess various health-pro-
moting and therapeutic effects, which are important factors in
terms of consumer perception and advantages over nitrite.

TBARS (mg malonaldehyde/kg)

Sample

Day 1 Day 5
Nitrite AS 0.040+0.002°P 0.079+0.002°¢
Thyme AS 0.073+0.008% 0.101+0.001%8
Rosemary AS 0.080+0.009*®  0.106+0.001**
Dill AS 0.090+0.001*  0.102+0.003%8
Mixed herbs AS 0.09540.004% 0.106+0.000%5¢

Day 10
0.086+0.000"8
0.110+0.004A8
0.110+0.000*4
0.1114+0.001*48
0.11340.002*8

Day 15
0.098+0.001°*
0.1224+0.003*
0.118+0.002*
0.11840.004*
0.124+0.003*

Note: Means with different superscript lowercase letters at the same column show the significant differences between the
samples (p < 0.05). Means with different superscript uppercase letters at the same line show the significant differences be-

tween the samples (p < 0.05).
Abbreviation: AS, Added Sucuk.
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Texture Properties

Textural properties of Sucuk significantly influence the com-
mercial value of the product. It has been reported that the
most important textural properties are hardness, springiness,
and cohesiveness in dry-fermented sausages, and high values
of these parameters may have a negative impact on the sen-
sory evaluation. Furthermore, significant correlations were
found between sensory chewiness and these parameters
(Chorbadzhiev et al., 2017). Hardness, which is defined as a
maximum force to compress a sample, is the most important
parameter as it is one of the factors that determines the com-
mercial value of Sucuk. Cohesiveness is an indicator of the
strength of internal bonds and it represents the viscoelastic
properties of Sucuk together with the springiness. Adhesive-
ness is the work needed to overcome the attractive forces be-
tween the surface of the sucuk and the surface of other mate-
rials, which come into contact with the food, such as the
mouth, lips, and teeth. Chewiness, which is an indicator of
the ease of the chewing process, represents the total time for
the reduction of Sucuk into a state ready for swallowing,
while gumminess is defined as the chewing energy required
to disintegrate Sucuk before swallowing. Resilience defines
how well the Sucuk regains its original height following the
removal of deformation (Kilcast, 2004; Pandey et al., 2014).

In our study, the textural properties of Sucuk samples pro-
duced with different herbs in terms of hardness, adhesiveness,

cohesiveness, springiness, gumminess, chewiness, and resili-
ence were determined and the results were given in Table 5.
In the ripening period, the initial meat mixture, which has
weak internal bonds and hence exhibits soft behavior, is con-
verted into a semisolid/solid product due to protein coagula-
tion at low pH, moisture loss, and gelation of proteins, with
an increase in the hardness, gumminess and chewiness, and a
decrease in adhesiveness and springiness (Bozkurt & Bay-
ram, 2006; Kargozari et al., 2014).

As seen in Table 5, the addition of herbs caused a significant
decrease in the hardness and adhesiveness values of the
Sucuk samples (p<0.05). Especially rosemary and dill made
the Sucuks softer. However, the addition of spices did not
cause any significant difference between samples in terms of
cohesiveness, springiness, chewiness and resilience (p>0.05)
and thus, it can be concluded that no negative effect was ob-
served on textural properties. Furthermore, the texture of our
Sucuk samples was elastic and easily sliceable, and they did
not stick to the knife during slicing. Similar to our findings,
Sucu and Turp (2018) found no significant changes in tex-
tural properties of Sucuk with the addition of beetroot pow-
der, but higher values for these parameters (hardness and
gumminess) were determined in our study. In another study,
although no significant changes were observed for hardness
values of Sucuks prepared with the black carrot concentrate,
other textural properties were found to be significantly lower,
especially with the addition of 2% black carrot concentrate +
150 mg/kg sodium nitrite (Ekici et al., 2015).

Table 5. Texture profile (TPA) of the Sucuks at day 15 of the ripening period.

Sample Hardness  Adhesiveness Cohesive- Springiness Gumminess Chewiness Resilience
o) (g.sec) ness (Nxmm) (Nxmm)

Nitrite AS 52.45 -15.32 0.66 0.56 30.42 13.76 0.25
+1.78? +0.78% +0.00? +0.00? +].53% +1.39? +0.00?

Thyme AS 45.41b -26.95b 0.58 0.55 26‘55b 14.87 0.21
+0.28? +0.53 +0.00? +0.00? +0.46° +0.52° +0.00?

Rosemary AS 40.52b -36.67 0.58 0.60 23.59b 14.23 0.19
+1.22 +1.52¢ +0.00? +0.00? +0.55 +0.45° +0.00?

Dill AS 40.11b -39.04 0.62’ 0.59' 25.05b 14.85' 0.23'
+1.54 +1.04° +0.00* +0.00* +0.64 +0.34% +0.00*

. 50.18 -47.05 0.60 0.56 30.44 17.21 0.23
Mixed herbs AS ) 40 +1.57¢ +£0.00° 1£0.00° £0.51° £0.22° 1£0.00°

Note: Means with different superscript lowercase letters at the same column show the significant differences between the samples (p < 0.05).

Abbreviation: AS, Added Sucuk.
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Color and Sensorial Properties

Color is one of the most important properties of Sucuk, which
generally shows a brick-red color in Turkey, in terms of qual-
ity and consumer perception. Color of Sucuk develops in the
first days of ripening due to the production of nitrosomyoglo-
bin and moisture loss and starts to decrease following days as
a consequence of denaturation of nitrosomyoglobin via lactic
acid generation (Bozkurt & Bayram, 2006). Thus, to protect
this desired red color for a longer period, antioxidants such as

Research Article

nitrate/nitrite are generally used. In the present study, the re-
placement of nitrite with natural antioxidants did not influ-
ence the lightness (L*) and b* values of Sucuk samples, while
the a* values were found to be significantly different from the
control group (p<0.05) (Table 6). However, the dill added
group had dramatically higher b* values than the thyme
added group, which indicated that the color of Sucuk slightly
more blue rather than yellow in the thyme added group
(p<0.05). This might be due to the difference in pigment in-
tensity between the two spices.

Table 6. Color characteristics of the Sucuks at day 15 of the ripening period.

Sample L* a* b*
Nitrite AS 48.71£0.74° 16.84+0.35° 9.66+0.37*
Thyme AS 48.62+0.77° 10.41+0.89° 8.18+0.67°
Rosemary AS 50.01+0.88° 9.60+0.36" 8.65+0.48%
Dill AS 46.81+0.85° 2.60+0.37° 10.67+0.55°
Mixed herbs AS 49.4140.33° 4.57+0.11° 10.14+0.06"

Note: Means with different superscript lowercase letters at the same column show the significant differences between the

samples (p < 0.05).
Abbreviation: AS, Added Sucuk.

Table 7. Sensory properties of the Sucuks at day 15 of the ripening period.

Sample Color Odor Flavor Texture Overall
Acceptance
Nitrite AS 7,18+0,04° 6,29+0.20° 7,13+0.14° 7,0840.15°  6,98+0.14°
Thyme AS 5,5840.10° 6,39+0.02° 7,08+0.13% 6,2440.16®  6,51+0.23%
Rosemary AS 5,1540.10  6,11+0.02%® 5,4840.11° 5,8740.10°  5,02+0.33°
Dill AS 4,76+0.10° 5,44+0.10° 5,10+0.11° 6,1440.27%®  5,174+0.35°
Mixed herbs AS  5,02+0.20* 5,63+0.24%® 5,22+0.10° 6,26+0.15® 5,51+0.47%

Note: Means with different superscript lowercase letters at the same column show the significant differences

between the samples (p < 0.05).
Abbreviation: AS, Added Sucuk.
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Conclusion

In the present study, the use of various herbs (dill, thyme,
rosemary) as a replacement of nitrite in Sucuk production was
performed and it has been seen that these herbs can be an al-
ternative to nitrite as natural antioxidants. To the best of our
knowledge, this is the first study on the use of dill as a natural
antioxidant on Sucuk, a traditional fermented sausage. Ac-
cording to the results, the pH and ay, values were not affected
by the addition of herbs, these values dramatically reduced as
the ripening continued, due to lactic acid production and
moisture loss, respectively. The addition of thyme, rosemary,
and dill to the samples did not effectively reduce the TBARS
values compared to nitrite. According to the color analysis,
herbs addition decreased the a* values of samples and this
decrease negatively affected the panelist scores for sensory
attributes. However, it has been understood that the addition
of herbs has positive contributions in terms of flavor and
odor. In the texture analysis, the use of herbs showed the
softer structure compared the control group produced with ni-
trite. Considering all these results, herbs can be used as a good
natural source of dietary bioactive components to reduce the
amount of nitrate/nitrite in Sucuk at optimized concentrations
without affecting the quality properties.
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Cikolata; kakao tiriinleri, sekerler ve/veya tatlandiricilar, siit veya siit Giriinleri ile Tiirk Gida Ko-
deksi Yonetmeligi’nde izin verilen katki ve/veya aroma maddelerinin ilavesiyle elde edilen bir
gida maddesidir. Hammaddesi olan kakao (Theobroma cocoa); igerdigi mineraller, polifenoller ve
buna bagli olarak yiiksek antioksidan aktivitesi ile 6zellikle kalp sagligini olumlu yonde etkile-
mektedir. Fonksiyonel gidalar; sentetik bilesenler icermeyen, besleyici etkisinin yant sira sagligt
ve iyi hali gelistirici 6zelliklere sahip olan gida formunda tiiketilen besinlerdir. Bir gidanin fonk-
siyonel olabilmesi icin biyoaktif bilesenler ve/veya probiyotik mikroorganizmalar ve prebiyotik
maddeleri icermelidir. Glinlimiizde tiiketiciler, daha saglikli olabilmek icin yag oranmi ve kalori
miktar1 azaltilmig trilinlere yonelmektedir. Cikolata igerdigi yiiksek miktarda yag ve sakkaroz
orant ile kalorisi yiiksek bir besin oldugundan tiiketimi kisitlanmaktadir. Insan sagligina etkisini
arttirmak amaciyla probiyotik mikroorganizmalar kullanarak, Iniilin, polidekstroz, tatlandiricilar,
farkli yag ikameleri gibi bilesenler ekleyip seker ve yag miktarlarini azaltarak ve antioksidan ka-
pasitesini arttirarak fonksiyonel ¢ikolata iiretimleri ger¢eklestirilmektedir. Bu derlemede ¢ikolata
iiretiminde yildan yila meydana gelen gelismeler, fonksiyonel ¢ikolata nedir, fonksiyonel ¢ikolata
iizerine yapilan ¢alismalar ve gikolata bilesiminin saglik yonii irdelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fonksiyonel ¢ikolata, Kakao, Probiyotik, Prebiyotik, Diyet lif
ABSTRACT

Innovative approaches in functional chocolate production

Chocolate; It is a foodstuff obtained by using cocoa products, sugars and/or sweeteners, milk or
dairy products and additives and/or flavorings permitted in the Turkish Food Codex Regulation.
Cocoa (Theobroma cocoa), the raw material of chocolate, positively affects heart health, due to
the minerals, polyphenols, and high antioxidant activity. Functional foods are foods that do not
contain synthetic components and have health and well-being promoting properties as well as nut-
ritious effects. For a food to be functional, it must contain factors such as bioactive components,
probiotic microorganisms and prebiotic substances. Today, consumers to be healthier to their nut-
rition and turn to products with reduced fat and calorie content. Since chocolate is a high-calorie
food with its high fat and sucrose ratio, its consumption is at a low rate. To positively affect human
health, functional chocolate is produced by using probiotic microorganisms, adding ingredients
such as inulin, polydextrose, sweeteners, different fat substitutes to it, reducing the amount of
sugar and fat, and increasing the antioxidant capacity. In this review, the developments in choco-
late production from year to year, what is functional chocolate, studies on functional chocolate and
the health aspect of chocolate composition are examined.

Keywords: Functional chocolate, Cacao, Probiotic, Prebiotic, Dietary fiber
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Giris

Cikolata tiiketilmesi zorunlu olmayan ve doyurucu amach
iiketilmeyen; bunun yerine keyif ve tat icin tiiketilen bir gida
maddesidir (Parlatir, 2019). Cikolatanin ge¢misi 3000 y1l 6n-
cesine kadar dayanmaktadir (Coe & Coe, 2005; Terme,
2019). Kakao ve ¢ikolata iirlinleri tibbi ilaglar, lezzetli tatlilar
ve liiksiin simgesi olarak yiizyillardir kullanilmaktadir
(Shadwell ve ark., 2013). Kakao, ¢ikolata ve benzeri gida
tiriinlerinin hammaddesidir. Amazon ve Orinoco vadilerin-
den gelen Giiney Amerika’ya 6zgii kakao agacinin (Theob-
roma cacao) meyvesinin tohumlarindan elde edilmekte-
dir(Parlatir, 2019). Criollo, Forastero ve Trinitario olmak
tizere 3 farkli kakao ¢ekirdegi tiirii mevcut olup yilda 2 defa
hasat edilir (Erdem ve ark., 2014; McShea ve ark., 2008). Ka-
kao, bir dizi islem sonrasinda tiiketilebilir hale gelmektedir.
[lk olarak kakao cekirdekleri hasat edilir ve giin boyunca do-
gal fermantasyona birakilir. Daha sonra fermente kakao ¢e-
kirdekleri kurutulur ve 120-150 °C arasinda kavurma isle-
mine tabii tutulur. Cikolata likorii buradan elde edilirken daha
sonra sogutma ve Ogiitme islemi yapilarak kakao tozu elde
edilir (Erdem ve ark., 2014).

Cikolata tiim diinyada siklikla tiiketilen bir gida {irintidir.
Tiiketim verileri incelendiginde 2015/2016 yillarinda tiim
diinyada tiiketilen c¢ikolata miktar1 7,3 milyon ton iken
2018/2019 yilinda 7,7 milyon tona ulagmistir (Smith ve ark.,
2020). Diinya cikolata tiiketiminde ilk sirada Isvigre yer al-
makla birlikte iiretimin en yaygin oldugu iilkeler ABD, Al-
manya, svicre ve Belgika’dir. Isvigre’de 2017 yil1 verilerine
gore kisi basi ¢ikolata tiiketimi 8,8 kg’dir (Ozat, 2018). Tiir-
kiye’de ise ¢ikolata tiiketimi 2009 yilinda kisi bas1 1,3 kg iken
2018 yilinda 3.1 kg’a yiikselmistir (Ozat, 2018; Palacioglu,
2003; Uziimcii, 2017). Cikolata iiretiminde kakao likorii, se-
ker, kakao yagi, lesitin, siit tozu ve tatlandiricilar kullanil-
maktadir (Parlatir, 2019). Sekil 1°de de verildigi iizere tim
bu bilesenler karistirma, rafine etme, kong¢lama, tavlama,
kristallestirme ve son olarak kaliplama islemlerine tabii tutu-
larak ¢ikolata {iretimi tamamlanmaktadir (Albak, 2015; Ci-
dell & Alberts, 2006; Ozkan, 2019).

Malzemelerin bilesimi bitter, siitlii ve beyaz olmak {izere 3
farkli sinifa gore degismektedir (Tablo 1) (Ozgen, 2010). Ci-
kolata sade, aromali ve dolgulu olmak {izere 3 farkli gruba
ayrilmaktadir. Bu gruplarin kakao likdri, siit yagi ve kakao
yag1 oranlar1 ¢eside gore farklilik gostermektedir (Afoakwa
ve ark., 2007; Uziimcii, 2017).

Kakao ve tiirevleri (toz, likor ve ¢ikolata); metilksantin, epi-
katesin, polifenoller ve antosiyaninler gibi fenolik bilesenle-
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rin kaynagidir (Batista ve ark., 2016). Sekil 2’de kakao ¢ekir-
deklerinde bulunan ana flavonoidler gdsterilmektedir (Martin
& Ramos, 2016). Ayrica yapilan ¢aligmalarla ¢ikolatada al-
dehitler, pirazinler, asitler, ketonlar, esterler, furan ve fenoller
olmak tizere 400 aroma bileseni tespit edilmistir (Tannen-
baum, 2004).

Bilesenler

Mikserleme
50°C/2-5 dak

inceltme
23-24°C

Konclama
60-80°C/6-24 saat

Temperleme
46°C/1 saat

Kahplama
7-8°C/30 dak

Ambalajlama

\

Sekil 1. Cikolata iiretim akim semasi (Ozkan, 2019)
Figure 1. Chocolate production (Ozkan, 2019)
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Sekil 2. Kakao ¢ekirdegi yapisinda en ¢ok bulunan flavonoidler (Martin & Ramos, 2016)
Figure 2. Most abundant flavonoids in cocoa bean butter (Martin & Ramos, 2016)

Tablo 1. Siitlii, bitter ve beyaz ¢ikolata genel kompozisyonu, toplam agirlik iizerinden % (Afoakwa ve ark., 2007; Uziimcii,
2017)
Table 1. Overall composition of milk, dark and white chocolate, based on total weight % (Afoakwa et al., 2007; Uziimcii, 2017)

Siitlii Cikolata Bitter Cikolata Beyaz Cikolata
Seker 45.0 43.5 45.0
Yagsiz siit tozu 15.6 - 17.9
Siit yagi 53 - 4.0
Kakao kiitlesi 10.0 44.0 -
Kakao yag1 23.6 12.0 32.6(deodorize)
Lesitin 0.5 0.5 0.5
Toplam yag icerigi 35.0 35.0 36.6
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Cikolata ve Saghk

Cikolata igerigindeki flavanoidlerin, kan basincini diizenle-
mek, antikarsinojenik etki gostermek, biyoyararlanimi arttir-
mak, bagisiklig1 desteklemek, trombosit sayisi iizerinde
olumlu etki yaratmak, kalp sagligin1 iyilestirmek ve kalp krizi
riskini azaltmak gibi saglia bir¢ok yarari bulunmaktadir
(Steinberg ve ark., 2003). Flavonoidlerin antioksidan ve anti-
inflamatuar etkileri de mevcuttur (Corti ve ark., 2009; Pedan
ve ark., 2017). Nese ve zevk ile iligkilendirilen ¢ikolata ayni
zamanda potansiyel uyarici, rahatlatic1 ve antidepresan 6zel-
lige de sahiptir (Thamke ve ark., 2009). Ana etken maddeler
olan alkaloidlerden 6zellikle teobromin ve kafein uyarici et-
kileri ile bilinmektedir (Pedan ve ark., 2017). Cikolatada bu-
lunan flavanoidler, diisiik yogunluklu lipoprotein olan
LDL’nin oksidasyonunu azaltmaktadir(Coskun, 2005; Eo,
2008). LDL’nin oksidasyonunun Onlenmesi aterogenezde
onemli bir rol oynamaktadir ve arteriyel duvarda LDL oksi-
dasyonunu 6nleyen ajanlar aterosklerozun gecikmesini sagla-
yabilmektedir (Mursu ve ark., 2004). Ayrica bu flavanoidler
icerdikleri antioksidan 6zellikler sayesinde hiperkolestromi,
hipertansiyon ve gelismis endotel fonksiyonu gibi kardiyo-
vaskiiler bozukluklara kars1 6nleyici-koruyucu olarak da go-
rev yapmaktadirlar (Latham ve ark., 2014). Cikolatanin ana
flavonollerinden epikatesin, vaskiiler sistemin énemli bir dii-
zenleyicisi olan nitrik oksit biyoyararlanimimi arttirarak en-
dotel fonksiyonu iyilestirir ve kan basinci regiilasyonunda
iyilesmelere yol agmaktadir (Socci ve ark., 2017). Ayrica gi-
kolatada bulunan polifenoller bagisiklig1 giiclendirir ve as-
tima neden olan lipoksigenaz enzimlerinin iiretimini engeller
(Katz ve ark., 2011). Yapilan ex vivo karsilastirmali bir ¢a-
lisma flavanol bakimindan zengin kakaonun aspirine benzer
sekilde epinefrinle uyarilan trombosit aktivasyonu ve islevi
iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koy-
mustur (Fernandez-Murga ve ark., 2011). Flavonoid baki-
mindan zengin ¢ikolatadan elde edilen epikatesin, insan do-
kularinda hizla emilmektedir. Yapilan ¢alismalar saglikli ye-
tiskin insanlarda flavonoid bakimindan zengin ¢ikolata tiike-
timinden sonraki 2 saat i¢inde plazma konsantrasyonlariin 1
mol/L’ye yaklasabildigini ortaya koymuslardir. Plazma epi-
katesin konsantrasyonlarindaki artis alinan doza bagli olup
cikolatadaki flavonoid konsantrasyonuna da bagli olarak de-
gismektedir (Steinberg ve ark., 2003).

Kakao, ¢cok ¢esitli ugucu bilesenlere (4-metil-2-fenil-e-pente-
nal ve 5-metil-2-fenil-2-hekzanal vb.) sahiptir. Kakaoda bu-
lunan ugucu bilesenler kakao ¢ekirdeginin ac1 ve buruk tadin-
dan sorumludurlar(Batista ve ark., 2016; Drewnowski & Go-
mez-carneros, 2000; Serra Bonvehi & Ventura Coll, 1997).
Bitter cikolatada bulunan 2-metilbutanal ve 3-metilbutanal
bilesikleri tipik bitter tat ve kokusunu saglamaktadirlar(Cou-
net ve ark., 2002). Siitlii ¢ikolata ise baglica 3-metilbiitanal,
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(E)-2-oktenal, 2,3-dietil-5-metilpirazin, (E)-2-nonenal, 2 ve
3-metilbiitanoik asit, vanilin, R-8-dekalakton, furaneol ve
(E.E)-2,4-decadienal gibi ugucu maddeleri icermektedir
(Schnermann & Schieberle, 1997).

Fonksiyonel Cikolata Uretimindeki Gelismeler

Fonksiyonel gida kavrami, temel beslenmenin yani sira
saglik yararlar1 saglayan gidalar-olarak tanimlamaktadir.
Kaliteli ve uzun bir yasam siirmek icin viicuda alinan
besinler biiyiik 6nem tasimaktadir (Hasler, 2000; Meral
ve ark., 2012). Fonksiyonel gida iiriinii gelistirme, son
yillarda gida endiistrisinde ¢ok popiiler bir hale gelmis-
tir. Bu tiir irlinler; icerigi giiclendirilmis ve zenginlesti-
rilmis ya da yeniden gelistirilmis {iriinlerdir (Sir6 ve
ark., 2008). Fenolik maddeler, antioksidanlar, besin lif-
leri, oligosakkaritler, probiyotikler, prebiyotikler, vita-
minler, ¢coklu doymamus yag asitleri, kiikiirt iceren bile-
senler, fitoostrojenler ve bitki sterolleri kullanilarak gi-
dalar islevsel hale getirilebilmektedir (Meral ve ark.,
2012). Bunlar arasinda probiyotikler, prebiyotikler, bitki
antioksidanlari, vitaminler ve mineraller siklikla kulla-
nilmaktadir (Grajek ve ark., 2005) Fonksiyonel gida ola-
rak tiiketilen gidalar sentetik bilesenler icermemelidir.
Ayrica hastalik riskini azaltan, saghigi ve iyilik halini
arttiran farkli faktorlere sahip besinler fonksiyonel gida-
lar olarak tanimlanmaktadir. Gidanin islevsel olabilmesi
icin biyoaktif bilesikler, probiyotik mikroorganizmalar
ve prebiyotik maddeleri igermesi ve bunlarin viicutta bi-
yoyararlinimlariin yiiksek olmasi gerekmektedir. Bi-
yoaktif bilesigin etkisi, eksikliginden kaynaklanan has-
talik semptomlarinin ortadan kaldirilmasiyla karistiril-
mamali, temel islevi disinda sagladigi fayda olarak algi-
lanmalidir. Fonksiyonel besinler kalp damar hastalik-
lar, kanser, yliksek tansiyon, kolesterol, seker, iilser ve
ishal gibi hastaliklarin riskini azalmaktadir. Bunu insan
temel fizyolojisi, bagisiklik, sinir, hormon, solunum, do-
lasim ve sindirim sistemlerine sagladiklari yarar ile yap-
maktadirlar (Coskun, 2005; Ozhan, 2012; Ozkan, 2019;
Uziimcii, 2017).

Diyabet ve obezite gibi metabolik fonksiyon bozukluk-
lar1 olan kisiler, kolaylikla glikoza doniisebilen yiiksek
yagl gida tiriinleri ve sakkaroz tiikketmeyip, sagliga fay-
dali, yag icerigi diisiik ve kalorisi ayarlanmis besinleri
tercih etmelidirler (Nebesny ve ark., 2005; Ozhan,
2012). Bu nedenle ¢ikolata gibi ¢ok tercih edilen ve se-
vilen bir gida iiriintinde saglik yararlarini arttirmak ama-
ciyla birgok calisma yapilmistir. Bu kapsamda en ¢ok
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yapilan zenginlestirme c¢alismalart probiyotik ekleme,
polifenol miktarini arttirma, kalori azaltma ve lif igeri-
ginin arttirtlmasi ile tiim bunlarin kombine olarak uygu-
lanmasidir (Abdul Halim ve ark., 2019; Aidoo ve ark.,
2014, 2015; Akdeniz ve ark., 2021; Akgiil, 2018; Bas-
cuas ve ark., 2021; Cerit ve ark., 2016; Chetana ve ark.,
2013; Denkova-Kostova ve ark., 2021; Erdem ve ark.,
2014; Erginkaya ve ark., 2019; Fayaz ve ark., 2017; Giil-
tekin-Ozgiiven ve ark., 2016; Hosseini ve ark., 2021;
Kale, 2014; Kemsawasd ve ark., 2016; Li ve ark., 2021;
Loncarevi¢ ve ark., 2018; Martini ve ark., 2018; D R A
Muhammad ve ark., 2021; Dimas Rahadian Aji Muham-
mad ve ark., 2021; Nambiar ve ark., 2018; Ozat, 2018;
Ozer, 2019; Ozgen, 2010; Ozhan, 2012; Parlatir, 2019;
Patel ve ark., 2008; Pirouzian ve ark., 2016; Possemiers
ve ark., 2010; Prosapio & Norton, 2019; Rad ve ark.,
2019; Rezende ve ark., 2015; Sarigiil, 2019; Shiehzadeh,
2019; Silva ve ark., 2017; Toker ve ark., 2018; Uziimci,
2017).

Probiyotik-Prebiyotik cikolata iiretimi

Probiyotik ve prebiyotikler, insan sagligim iyilestirmek ama-
ciyla viicut fonksiyonlarini olumlu yonde etkileyen, fizyolo-
jik ve/veya psikolojik yonden olumlu katkilar yapan fonksi-
yonel 6zellikteki katkilardir (Al-Khalaifah, 2018). Probiyo-
tikler saglig1 gelistirici etkileri nedeniyle yiizyillardir kulla-
nilmaktadirlar (Duggan ve ark., 2002; Erdem ve ark., 2014).
Yeterli miktarlarda alindiginda insan saglig1 iizerine faydali
etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmakta-
dirlar (Duggan ve ark., 2002; Erginkaya ve ark., 2019). Gida-
larda yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler Lactoba-
cillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerdir. Ayrica, Lacto-
bacillus agisindan zengin olan L.murinus gibi probiyotikler,
TH17 hiicrelerini azaltarak yiiksek tuz kaynakli olusan hiper-
tansiyonu iyilestirebilmekte ve hipertansiyon hastalari i¢in
potansiyel ve yeni bir terapotik tedavi gorevi gorebilmekte-
dir(Cheng ve ark., 2019). Probiyotik bakteriler ve kanser ile
iligkili caligmalar; probiyotik bakterilerin prokarsinojen bak-
terileri engelledigini ortaya koymustur. Ayrica yapilan ¢alis-
malarla B-glukoranidaz, nitrorediiktaz, azorediiktaz gibi kan-
serojen enzimlerin aktivasyonunu azalttiklar1 tespit edilmistir
(Toprak, 2019). Probiyotikler bagirsak mikrobiyal dengesini
saglayarak ve gelistirerek konakei sagligi {izerinde faydali et-
kiler saglayan canli mikrobiyal gida katki maddeleridir. Ci-
kolataya probiyotik eklenmesi iiriiniin fonksiyonelligi ile bir-
likte tercih edilmesini daha fazla arttiracaktir. Tablo 2’de
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farkl: ¢ikolata ¢esitlerinde uygulanan probiyotik zenginles-
tirme ¢aligmalar1 yer almaktadir.

Probiyotik ¢ikolatali mousse denemesinde, probiyotik mikro-
organizma olarak Lactobasillus Plantarum D2’nin serbest ve
immobilize hiicreleri kullanilmig, limon veya greyfurt esan-
siyel yaglartyla tatlandirilan 9 farkli iirtin hazirlanmigtir. Ha-
zirlanan iiriinler 20 giin boyunca buzdolab1 kosullarinda sak-
lanmis ve 0,5,10,15 ve 20. giinlerde canli Lactobasil hiicrele-
rinin konsantrasyonlari, pH ve mikrobiyolojik saflik testleri
uygulanmistir. Uretilen probiyotik ¢ikolatali mousse’larm
duyusal degerlendirmeleri ise 0. giinde gerceklestirilmistir.
Yapilan duyusal test sonuglarina gore iiretilen {irlinlerin tiike-
ticiler tarafindan kabul gordiigii tespit edilmistir. %1’e kadar
eklenen limon veya greyfurt esansiyel yaglar1 L.plantarum
D2’nin geligmesini etkilememistir. Ayrica depolama testleri
sonucunda buzdolab1 kosullarinda L. plantarum D2 seviyesi-
nin 20. giinde bile 10°-107 arasinda oldugu bildirilmistir. Ya-
pilan ¢aligma ile probiyotik ¢ikolatali mousse elde edilerek
fonksiyonel bir gida iiretimi gergeklestirilmistir (Denkova-
Kostova ve ark., 2021).

Probiyotik ¢ikolata denemesinde prebiyotik katkilarla enkap-
siile edilmis L.rhamnosus bitter ¢ikolataya eklenmis ve farkli
sicakliklarda (4-25°C) 60 giin boyunca depolanmistir. Depo-
lama boyunca iiretilen iirlinlerin canli mikroorganizma sayisi
ve duyusal 6zellikleri incelenmistir. Buna gore; mikroenkap-
stilasyonun mikroorganizmalarin dayanimini arttirdigi, depo-
lama sicakliginin mikroorganizma canlilig1 i¢cin 6nemli bir
parametre oldugu tespit edilmistir. Tiim sonuglar 1s1ginda
probiyotik mikroorganizmalar 0-30 giin boyunca artig goste-
rirken, 60 giliniin sonunda ciddi bir diisiis géstermistir. Duyu-
sal test sonucglarina bakildiginda ise gelistirilen ¢ikolatalarin
tat, aroma, gorliiniim ve renk gibi duyusal 6zelliklerinde ¢e-
sitler arasinda 6nemli bir fark olmadig1 bildirilmistir (Ergin-
kaya ve ark., 2019).

Ozer, (2019) tarafindan yapilan bir arastirmada; peyniralt:
suyu tozu ve pullulan kompleksi kullanilarak, serbest ve en-
kapstile Lactobasillus Rhamnosus NRRLB-442 susu siitlii ¢i-
kolataya eklenmig ve triinlerin fiziksel, kimyasal, duyusal ve
tekstiirel Ozellikleri incelenmistir. Cikolatalara probiyotik
bakteri eklenmesinin iiriinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikle-
rinde herhangi bir degisiklige neden olmadig: bildirilmistir.
Ayrica probiyotiklerin canliliklarin1 4°C’de daha fazla koru-
duklar1 tespit edilmistir.
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Tablo 2. Probiyotik mikroorganizmalar ile zenginlestirilmis gikolata ¢alismalari

Table 2. Chocolate studies enriched with probiotic microorganisms
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Cikolata tipi

Calisma Adi

Kullanilan
mikroorganizma

Kaynak

Cikolatali mo-
usse

Immobilize Lactobasillus Plantarum D2 ve Limon (Citrus
Lemon L.) veya Greyfurt (Citrus Paradisi L.) esansiyel yag-

Immobilize Lactoba-
sillus Plantarum D2

(Denkova-Kos-
tova ve ark.,

tirik asit iireticisi probiyotik kullanilarak fonksiyonel ¢ikolata
geligtirilmesi

Lactobacillus rham-
nosus NRRLB-442

lar1 ile tatlandirilan ¢ikolatali mousse’un biyokorunmasi 2021)
Bitter ¢ikolata Probiyotik bitter ¢ikolata iiretiminde mikroenkapsiile Lacto- | Mikroenkapsiile (Erginkaya ve
bacillus rhamnosus kullanimi L.rhamnosus ark., 2019)
Siitlii Cikolata Kaygi bozuklugunu gidermede 6nemli olan: gama-amino bii- | Mikrokapsiile (Ozer, 2019)

Siitlii cikolata

Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 ve iniilin ige-
ren sinbiyotik siitlii ¢cikolatalarin kalite 6zelliklerinin belir-
lenmesi

Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis
BB-12 ve inulin

(Akgiil, 2018)

mesi: Yanit yiizey yontemi ile optimizasyon

Siitlii ¢ikolata Mikrokapsiillenmis Lactobacillus plantarum HM47 ile des- | Mikroenkapsiile (Nambiar ve
teklenmis siitlii ¢cikolatanin gelistirilmesi ve Isvigreli bir al- Lactobacillus planta- | ark., 2018)
bino fare modelinde giivenligi belirlemek rum HM47

Yari tath bitter Probiyotikler i¢in bir ara¢ olarak yari tath ¢ikolata Lactoba- | Liyofilize Lactoba- (Silva ve ark.,

cikolata cillus acidophilus LA3 ve Bifidobacterium animalis subsp. cillus acidophilus 2017)
lactis BLC1: In vitro simiile edilmis gastrointestinal kosullar | LA3 ve Bifidobacte-
altinda ¢ikolata stabilitesinin ve probiyotik sagkaliminin de- | rium animalis subsp.
gerlendirilmesi lactis BLC1

Beyaz Cikolata, | Depolama sirasinda ve bir in vitro gastrointestinal model ile | Dondurularak kuru- | (Kemsawasd

Siitlii Cikolata, cikolatada hareketsizlestirilmis probiyotiklerin hayatta kal- tulmus L.casei, ve ark., 2016)

Bitter Cikolata masi L. acidophilus

Sitlii Cikolata Probiyotik ¢ikolatada lordan elde edilen bakterilerin izolas- Lactobacillus asido- | (Kale, 2014)
yonu, tanimlanmasi ve uygulamasi filus

Bitter Cikolata Bacillus indicus HU36, maltodekstrin ve limon lifi ile zen- Bacillus indicus (Erdem ve ark.,
ginlestirilmis yeni bir sinbiyotik bitter ¢ikolatanin gelistiril- HU36, 2014)

Bifidobacterium lon-
gum CNCM 1-3470

Siitlii Cikolata Yogurt tozu kullanilarak probiyotik ¢ikolatalarin hazirlan- Lactobacilli igeren (Chetana et al.,
masi ve ozellikleri yogurt tozu 2013)

Siitlii Cikolata Bakteri ve gikolata: Probiyotik uygulama igin basarili bir Lactobacillus helve- | (Possemiers ve

Bitter Cikolata kombinasyon ticus CNCM 1-1722 | ark., 2010)

Mousse Cikolata

Probiyotik ve sinbiyotik mousse ¢ikolatanin gelistirilmesi:
Fonksiyonel bir gida

Lactobacillus para-
casei subsp. Inulin

(Patel ve ark.,
2008)

Bir baska ¢alismada; probiyotik katki olarak Bifidobacterium
ve prebiyotik katki olarak da iniilin eklemesi yapilarak siitlii
cikolata iiretimi gergeklestirilmistir. Uretilen iiriinlere %6-10
oraninda iniilin ilave edilmis ve ¢ikolatalar 60°C’de 60 giin
siireyle depolanmugtir. Yapilan aragtirma sonuglarina gore
iniilin ve probiyotik katkisi ile ¢ikolatalarin parlaklik deger-
leri azalmistir. Uriinlerdeki iniilin miktar1 arttikga doymus
yag icerikleri azalmis ayrica protein degerleri de artmustir.

Duyusal test sonuglar incelendiginde ise simbiyotik ¢ikola-
talar panelistler tarafindan begeni toplamigtir (Akgiil, 2018).

Nambiar ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada siitlii
cikolataya anne siitiinden izole edilmis mikroenkapsiile Lac-
tobacillus plantarum HM47 susu eklenmis ve tiretilen probi-
yotik cikolatada kullanilan susun farelerin gastrointestinal
sisteminde hayatta kalabilirligini ve giivenligini arastirmis-
lardir. Yapilan analiz sonuglarina gore tirtinlerin 25°C’de 180
giin depolamaya uygun oldugu bildirilmistir. Ayrica duyusal
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analiz sonuclarma gore cikolatalara probiyotik eklenmesi
tirtinlerin kabul edilebilirligini etkilememistir. Fareler {ize-
rinde yapilan test sonuglarinda ise kullanilan susun hayvanla-
rin organlari lizerinde herhangi bir yan etkiye neden olmadigi
ve bagirsakta laktik asit bakterilerinin miktarin arttirarak en-
terik patojenik bakteri sayisini azalttigi tespit edilmistir
(Nambiar ve ark., 2018).

Silva ve ark., (2017) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada;
yari tath bitter ¢ikolataya liyofilize Lactobacillus acidophilus
LA3 ve Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1 eklen-
mis ve ¢ikolatalarin su aktivitesi, pH, ylizey morfolojisi, sert-
lik, mikrobiyolojik kalite, probiyotik canliligi ve duyusal
ozellikleri tespit edilmistir. Lactobacillus acidophilus LA3 ve
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1 10" cfu / 100g
cikolata igerecek sekilde eklendikten sonra ¢ikolatalar 120
giin 25 ° C'de depolanmistir 120 giinliik depolamadan sonra
canli probiyotiklerin sayisindaki azalma her iki sus ic¢in de
onemsiz bulunmustur. Ayrica 100 panelistin katilimiyla du-
yusal test sonuglarinda probiyotik ¢ikolatalarin kabul edilebi-
lirligi panelistler tarafindan yiiksek bulunmustur (Silva ve
ark., 2017).

Yapilan bir baska calismada dondurarak kurutulmus L. casei
ve L. acidophilus bakterileri siitlii, bitter ve beyaz cikolatada
kullanilmigtir (Kemsawasd ve ark., 2016). Cikolatalar 4°C ve
25 ° C'de 60 giin siireyle depolanmuistir. L. casei 01 ve L. aci-
dophilus LAS5 mikroorganizmalar beyaz, siitlii ve bitter ¢iko-
lataya eklendiginde gastrointestinal sistemde ve saklama si-
rasinda canliliklarint koruyabilmiglerdir. Yapilan analizler
sonucunda en yiiksek probiyotik bakteri sayis1 bitter ¢ikola-
tada tespit edilmistir. L. casei 01 hiicrelerinin, L. acidophilus
LAS hiicrelerinden canliligin1 korumada daha iyi bir mikro-
organizma oldugu belirlenmistir. Ayrica, 4 ° C'de saklama,
probiyotiklerin canliliklarin siirdiirebilmeleri i¢in en uygun
sicaklik olarak tespit edilmistir. Duyusal test sonuglarina gore
cikolata gesitlerine probiyotik eklemenin herhangi bir olum-
suz etkisi olmamugtir.

Kale, (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, lor peynirin-
den 3 koloni Lactobacillus tiirii elde edilmis ve bu koloniler-
den birinin Lactobacillus acidophilus'a %100 benzer oldugu
bulunmustur. Lactobacillus acidophilus'a %100 benzeyen
koloni; gram boyama testi, hareketlilik ve katalaz testinden
sonra liyofilize edilerek siitlii ¢ikolata formiilasyonuna eklen-
mistir. Yapilan bu ¢alisma ile probiyotik ¢ikolata {iretimi ger-
¢eklesmis ve bu sayede viicuda probiyotik mikroorganizmay1
tablet formunda degil ¢ekici bir iiriin olan ¢ikolata ile almak
miimkiin olmustur.

Erdem ve ark., (2014) yaptiklar1 bir calismada bitter ¢ikola-
taya probiyotik olarak B.indicus HU36 ve prebiyotik olarak

da farkli seviyelerde (%1.5, 3.5, 5.5) limon lifi ve maltodekst-
rin eklenerek simbiyotik g¢ikolata {iretimini gergeklestirmis-
lerdir. Yapilan analizler sonucunda lif ilavesi ve B.indicus
HU36 arasinda higbir olumsuz etki gézlemlenmemis ve B.in-
dicus HU36 iretilen ¢ikolatalarda %88-91 arasinda canlili-
gin1 korumustur. Duyusal analiz sonuglarina gore ise ¢ikola-
talara probiyotik ve prebiyotik ilavesi iiriinlerin duyusal 6zel-
liklerinde higbir olumsuz etki géstermemis hatta tatlilik, sert-
lik ve yapiskanligini iyilestirmistir (Erdem ve ark., 2014).

Bir bagka probiyotik ¢ikolata iiretiminde siitlii ¢ikolataya siit
tozu yerine %50 ve %100 yogurt tozu ilave edilmistir. Ureti-
len ¢ikolatalarda yapilan duyusal test sonucu 6rneklerin du-
yusal dzelliklerinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir fark
olmadig tespit edilmistir. Siitlii ¢ikolatay1 probiyotik yapmak
icin yapilan bu ¢alismada, drneklerde probiyotik bakteri sa-
yis1 3,58 log kob/g tespit edilmis ve bdylece geleneksel ¢iko-
lata tadinda probiyotik ¢ikolata iiretimi gerceklestirilmistir
(Chetana ve ark., 2013).

Mikroenkapsiile Lactobacillus helveticus CNCM 1-1722 ve
Bifidobacterium longum CNCM 1-3470 probiyotik karisimi,
siite, siitlii ¢ikolataya ve bitter ¢ikolataya eklenmis, kalin ve
ince bagirsaklarda probiyotiklerin hayatta kalmasin1 deger-
lendirmek amactyla simiilator kullanilarak incelenmistir. Ya-
pilan ¢alismalar mikroenkapsiilasyon ile probiyotik mikroor-
ganizmalarn siitlii ¢ikolatada %91, bitter ¢ikolatada ise %80
canliligin1 korudugunu bildirmistir. Ayrica kullanilan sindi-
rim sistemi simiilasyonu firetilen ¢ikolatalarin bagirsak ko-
lonlarina bagariyla ulagtigini gdstermistir (Possemiers ve
ark., 2010).

Patel ve ark., 2008 tarafindan yapilan ¢alismada c¢ikolatal
mousse’a probiyotik ve prebiyotik igerikler eklenmis ve tii-
ketici saglig1 i¢in yararli bir iiriin elde edilmeye galisilmistir.
Probiyotik kiiltlir olarak Lactobacillus paracasei subsp. Pa-
racasei (P) ve prebiyotik katki olarak da iniilin ile hazirlanan,
probiyotik ve sinbiyotik ¢ikolatal mousse iiretilmistir. Ureti-
len ¢ikolatalar 28 giin boyunca 4°C’de depolanmis ve L. pa-
racasei miktar1 ve toplam canli sayimi ve duyusal test uygu-
lanmistir. Depolama boyunca yapilan analiz sonuglarina
gore, probiyotiklerin canliligin1 28 giin sonra bile devam et-
tirdigi ve higbir atik bilesen iiretmedigi tespit edilmistir. Ca-
lisma sonunda L. paracasei ve inulin'in ¢ikolatada basarili bir
probiyotik ve prebiyotik katki oldugu ortaya ¢ikmis ve prebi-
yotik katki olarak kullanilan iniilin, L. paracasei'nin yasaya-
bilirligini engellememistir.

Polifenol igerigi Arttrdmus Cikolata Uretimi

Flavan-3-ol, monomerik (-) epikatesin, (+) katesin ve bunla-
rin oligomerik ve polimerik formlar1 kakaoda en ¢ok bulunan
flavonoidler olan prosiyanidinlerdir (di Mattia ve ark., 2014).

247


https://doi.org/10.3153/FH22023

248

Food Health 8(3), 241-259 (2022) e https://doi.org/10.3153/FH22023

Kakao ve bazi ¢gikolata iiriinleri, diger polifenol gida kaynak-
larina kiyasla en yliksek polifenol konsantrasyonuna (flavo-
noidler, katesin ve epikatesin; 3,3-60,2 mg/g gallik asit esde-
geri) sahip iiriinlerdir (Shadwell ve ark., 2013). Ozellikle oli-
gomerik proantosiyanidinler, monomerik bilesiklere kiyasla
kakaonun toplam antioksidan aktivitesine dnemli katki gos-
termektedir (Pedan ve ark., 2017). Bu bilesikler biyolojik
ozelliklerinden dolay1 gesitli gida matrislerinde aktif olarak
incelenmistir. Ayrica kardiyovaskiiler hastalik, kan basinci,
trombosit fonksiyonlari iizerinde olumlu etkilerinin de ol-
dugu ortaya konmustur (di Mattia ve ark., 2014). Tablo 3’te
polifenollerce zenginlestirilmis ¢ikolata gesitlerine ait bazi
caligmalar yer almaktadir.

Dimas Rahadian Aji Muhammad ve ark., (2021) tarafindan
yapilan bir ¢alismada beyaz ¢ikolatanin sagligi iyilestirici
Ozelliklerini arttirmak amaciyla tar¢in (Cinnamomun bur-
mannii) ekstraktlar1 nanopartikiiller halinde beyaz ¢ikolataya
eklenmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, tar¢in ekst-
raklarimin 310 mg EE’ye kadar fenolleri icerdigi ve ekstrak-
siyon yontemine-(geleneksel ve ultrasonik) ve kullanilan ¢6z-
gen tipine bagl olarak kuru ekstraktin 260 mg TAE’ye kadar
antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Elde edilen
tarcin ekstraktlarinin katesin, epikatesin, prosiyanidin B», ku-
ersetin, 3,4-dihidroksibenzaldehit, prokatesik asit ve sinna-
mik asit igerdigi tespit edilmistir. Bdylece beyaz ¢ikolataya
tarcin ekstrakti ilavesiyle bu fenoller beyaz ¢ikolatada da tes-
pit edilmistir. Beyaz ¢ikolataya tar¢cin ekstrakt1 ilavesiyle
beyaz ¢ikolatanin fenolik igerigi 47.6’dan 1060.6 pg
EE/g’ye ylikselmistir.

Siirtilebilir ¢ikolatada yapilan bir calismada ise farkl
miktarlarda keg¢iboynuzu tozu, kakao tozu, tereyagi ve
zeytinyagi karistirilmis ve ¢ikolatada meydana gelen fi-
ziksel, kimyasal ve tekstiirel degisiklikler incelenmistir.
Cikolata ornekleri toplam fenolik madde igerigi baki-
mindan incelendiginde en yiiksek miktar palm yagi ve
%100 keciboynuzu tozu igeren Orneklerde tespit edil-
mistir. Ayrica tekstiirel analiz sonuglarina gore en iyi sii-
rlilebilir ¢ikolata 6rneklerinin %50 kec¢iboynuzu tozu ve
%100 tereyag1 ikamesine sahip olan 6rnek oldugu tespit
edilmistir. Duyusal degerlendirme neticesinde ise kontrol

grubuna en yakin %50 kegiboynuzu tozu ve palm yagi igeren
cikolata tercih edilmistir (Shiehzadeh, 2019).

Yapilan bir bagka c¢alismaya gore; enkapsiile bogiirtlen suyu
beyaz ¢ikolataya %6, %8 ve %10 oranlarinda eklenmistir. So-
nuglara gore eklenen enkapsiile bogiirtlen suyu ¢ikolatanin
tatliligini azaltip, hos bir meyve aromasi katmigtir. Ayrica 6r-
neklerin polifenol igeriklerini de 1.8-3.8 kat arttirmistir
(Loncarevi¢ ve ark., 2018).
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Martini ve ark., 2018; Sakura yesil ¢cay yapraklar1 ve zerdegal
tozunu bitter ¢ikolataya ilave etmislerdir. Bitter gikolata po-
lifenoller agisindan zengin olup, Sakura yesil ¢ay yapraklar
ve zerdecal tozu ilavesiyle polifenol miktari daha da artmustir.
Ayrica bitter ¢ikolatada 158 farkli fenolik bilesik tanimlan-
mistir. Bunlardan 67’si yeni iiretilen Sakura yesil ¢ay yaprak-
lar1 ve zerdecgal tozu katkili ¢ikolatada tespit edilirken, 38’1
bitter ¢ikolata ve kakao ¢ekirdeklerinde tespit edilmistir.

Beyaz ¢ikolatada kakao tozu bulunmadigindan toplam poli-
fenol miktar1 ve antioksidan aktivitesi olduke¢a diistiktiir. Ce-
rit ve ark. (2016), beyaz ¢ikolatanin polifenol miktarini arttir-
mak amaciyla 1spanak, kizilcik ve polen tozu katkili beyaz
cikolata iiretmislerdir. Analiz sonuglarina gore, fenolik bile-
sik miktar1 ve antioksidan kapasitesi en yiiksek olan ¢esidin
polen tozu katkili ¢ikolata oldugu belirtilmistir.

Ozgen, 2010 yaptig1 galismada; dogal antioksidan kaynagi
olarak biberiye tozu ve liziim ¢ekirdegini siitlii ¢ikolataya
%0.1, %0.5 ve %0.8 oranlarinda eklemistir. Cikolatalara ek-
lenen biberiye tozu ve iiziim ¢ekirdegi miktari arttikga {iriin-
lerin toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan madde
miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica gikolatalarin reolo-
jik ozelliklerinde bir degisim olmamigtir. Yapilan bu calis-
mayla birlikte kristallesmeyi ve reolojik 6zellikleri etkileme-
yen, uzun raf omiirlii, yiiksek toplam fenolik madde igerikli
ve yiiksek antioksidan akviteye sahip yeni bir iiriin elde edil-
mistir.

Kalorisi Azalalmig/Diyet Cikolata

Beslenme aligkanliklarindaki degisikliklerle ortaya c¢ikan
obezite ile miicadelede kullanilan temel yaklagimlardan biri
“kalori kisitlamas1” dir. Bu amagcla son yillarda gida madde-
lerinde seker ve doymus yag seviyelerinin diisiiriilmesine yo-
nelik ¢aligmalar artmistir. Ozellikle seker alkolleri kullanila-
rak sakkaroz ikamesinden kaginilmaya ¢alisilmaktadir. Ciko-
lata 6rneklerinde sakkaroz ikamesi i¢in kullanilan baslica se-
ker alkolleri maltitol, izomalt, laktitol, mannitol, sorbitol ve
ksilitoldiir (Konar ve ark., 2018). Cikolata, yiiksek miktarda
doymus yag icerigi (agirlik¢a yaklasik% 30-40) nedeniyle ka-
lori bakimindan da zengindir (yaklasik 500 kcal/100 g). Gii-
niimiizde mevcut bazi markalar, yag miktar1 degismeden kal-
dig1 ve hatta artt1g1 i¢in kalori igerigi hala yiiksek olan sekeri
azaltilmis cikolatalar1 piyasaya slirmektedir. Bu baglamda
arzu edilen tada ve dokuya sahip az yagh cikolatanin gelisti-
rilmesi, diisiik kalorili bir iirlin sunarak sekerleme pazarin-
daki mevcut boslugu doldurabilir. Baz1 ¢alismalar, kakao ya-
gin1 ikame maddelerle degistirerek diisiik kalorili bir ¢ikola-
tanin iretilmesini 6nermistir (Abdul Halim ve ark., 2019;
Bascuas ve ark., 2021; Fayaz ve ark., 2017; Li ve ark., 2021;
Parlatir, 2019). Kalorisi azaltilmig ¢ikolata iiretimi iizerine
yapilan 6rnek ¢alismalar Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 3. Toplam polifenol miktar: arttirilmig ¢ikolata ¢caligmalari

Table 3. Chocolate studies with increased total polyphenol content

Review Article

Cikolata Tipi Calisma Adi Kullanilan Maddeler Kaynak

Beyaz Cinnamomum burmanni Blume ekstrelerinin fitokimyasal Cinnamomum burmanni Blume | (Dimas Rahadian

Cikolata bilesimi, antioksidan aktivitesi ve beyaz ¢ikolatadaki potan- | ekstreleri Aji Muhammad
siyel uygulamalar1 ve ark., 2021)

Sttli Keg¢iboynuzu tozu, tereyagi ve zeytinyaginin siiriilebilir ¢i- Kegiboynuzu tozu, tereyagi, (Shiehzadeh,

Cikolata kolatanin fiziksel, kimyasal ve reolojik 6zelliklerine etkisi zeytinyagi 2019)

Beyaz Beyaz ¢ikolatanin enkapsiile bogiirtlen suyu ile zenginlesti- | Sprey kurutma yontemi ile mal- | (Loncarevi¢ ve

Cikolata rilmesi: Fiziksel 6zellikler, duyusal 6zellikler ve polifenol todekstrinlerde enkapsiile bo- ark., 2018)
icerigi lizerindeki etki giirtlen suyu

Bitter Bitter ¢ikolatada fenolik profilin kapsamli degerlendirmesi Sakura yesil cay yapraklari, zer- | (Martini ve ark.,

Cikolata ve Sakura yesil ¢ay yapraklari veya zerdegal tozu ile zengin- | decal tozu 2018)
lestirilmis bitter ¢ikolata

Beyaz Beyaz ¢ikolatalarin fonksiyonel 6zelliklerinin kizilcik, 1spa- | Kizilcik, Ispanak, Polen Tozlar1 | (Cerit ve ark.,

Cikolata nak ve polen tozlari ile zenginlestirilmesi 2016)

Sttli Biberiye (Rosmarinus Officinalis) ve lizim ¢ekirdeginin (Vi- | Biberiye (Ozgen, 2010)

Cikolata tis Vinifera) ¢ikolatanin kristallesmesi, reolojik 6zellikleri, raf | (Rosmarinus officinalis)

omri ve antioksidan aktiviteleri tizerine etkileri

Uziim gekirdegi (Vitis Vinifera)

Tablo 4. Kalorisi azaltilmig ¢ikolata tiretimine iligkin bazi ¢aligmalar

Table 4. Some studies on the production of reduced-calorie chocolate

Seker Bazh ya da Cahsma Adi Kaynak
Yag Bazh Kalori
Azaltma

Yag Bazli Yag ikamesi olarak hidrokolloid bazli oleojeller ile siiriilebilir ¢ikolatanin yapisal |(Bascuas ve ark., 2021)
ve duyusal ¢aligmalari

Yag Bazli Farkli jellesme mekanizmalarina dayanan oleojeller ile hazirlanan diisiik doygun- |(Li ve ark., 2021)
luktaki ¢ikolatanin fiziksel ve ¢igeklenme stabilitesi

Yag Bazli Hindistan cevizi yagindan kakao yagi ikamesi igeren ¢ikolatanin duyusal tercihi ~ |(Abdul Halim ve ark.,
ve ¢iceklenme stabilitesi 2019)

Seker Bazli Bilyali degirmende iiretilen sakkarozsuz siitlii ¢ikolatadaki poliollerin kalite 6zel- |(Rad ve ark., 2019)
likleri {izerindeki etkileri

Yag Bazli Kakao yagi1 i¢inde su emiilsiyonlart kullanilarak yagi azaltilmis ¢ikolatanin gelis- |(Prosapio & Norton,
tirilmesi 2019)

Yag Bazli Cikolata {iretiminde kakao yerine kegiboynuzu ununun kullanilmasi (Parlatir, 2019)

Yag Bazli Fonksiyonel ¢ikolatada palm yagimin kismi ikameleri olarak monogliserid, bal- (Fayaz ve ark., 2017)
mumu ve propolis mumu bazli nar ¢ekirdegi yagi oleojellerinin potansiyel uygu-
lamasi

Siitlii Cikolata Belirli oranlarda yulaf ezmesi ve yaban mersini ilavesi ile iiretilen siitlii ¢ikolata- (Uziimcii, 2017)
nin bazi dzelliklerinin belirlenmesi

Seker Bazli Farkli dolgu maddesi tatlandirilmis sakkarozsuz siitlii ¢ikolata: fizikokimyasal ve |(Pirouzian ve ark., 2016)
duyusal 6zellikler iizerindeki etkileri

Seker Bazli Sekersiz ¢ikolata iiretimi sirasinda sukroz ikame maddeleri olarak iniilin ve poli- |(Aidoo ve ark., 2014)
dekstroz karisimlarinin optimizasyonu - Reolojik, mikro yapi ve fiziksel kalite
ozellikleri

Seker Bazli Stevia ve thaumatin 6zleri ile tatlandirilmis inulin / polidekstroz sigirme karisim-  |(Aidoo ve ark., 2015)

lart kullanilarak islenen sekersiz ¢ikolatalarin reolojik 6zellikleri, erime davranis-
lar1 ve fiziksel kalite 6zellikleri
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Bascuas ve ark., (2021) tarafindan yapilan bir ¢aligmada sii-
rilebilir ¢gikolatada yag ikamesi olarak zeytinyagi ve aycicek
yagi, hidroksipropilmetilseliloz (HPMS) ve ksantan gam
(XG@) igeren oleojeller kullanilmigtir. Yapilan analizler sonu-
cunda %50 oraninda hindistan cevizi yag1 yerine kullanilan
oleojellerle iiretilen lirtinlerin duyusal olarak kontrol grubuna
“kremsi doku”, “kremsi goriiniim” ve “kakao aromas1” baki-
mindan benzer sonuglar gosterdigi ayrica siiriilebilirlik test-
lerinde de kontrol grubuyla benzer sonuglar verdigi tespit
edilmistir. Yapilan bu g¢aligma ile siiriilebilir ¢ikolatalarda
oleojel kullanimi ile ¢ikolata iirlinlerinde doymus yagin ye-
rini alan saglikli fonksiyonel iirtinler gelistirilebilecegi ortaya
koyulmustur.

Oleojeller ile yapilan bir bagka ¢alismada ise diisiik doymus
yag icerigine sahip ¢ikolatalar liretilmistir. Bunun i¢in farkli
jellesme yoluyla iiretilen (kristal parcaciklar, kendi kendine
birlesen lifler ve polimerik iplikler) 3 oleojel (monogliserik
stearat, [ sitosterol+lesitin ve etil seliilloz oleojel) %50 ora-
ninda kakao yagi1 ikamesi olarak kullanilmistir. Oleojel bazli
cikolatalar izotermal (4 ve 20°C) ve dalgali (20°C 17 saat ve
29°C 7 saat) saklama kosullar altinda 60 giin boyunca depo-
lanmistir. Depolama esnasinda iiriinlerin fiziksel 6zellikleri,
mikroyapilar, beyazlik indeksi, sertlik, termal davranig ve
kristal polimorflar1 incelenmistir. Yapilan analizler netice-
sinde oleojel bazli ¢ikolatalarin 6zellikle dalgalanan sicaklik-
larda ¢igeklenmesinin geciktigi tespit edilmistir. Polarize 151k
mikroskobu ile gozlemlenen yag fazinin kristal morfoloji-
sinde, oleojel bazli ¢ikolatalarda stabil § kristallerinin varlig
dogrulanmistir. Tiim bu veriler 1s181nda oleojel bazli ¢ikola-
talar hem {irliniin doymus yag miktarini azaltmis hem de izo-
termal ve dalgali depolama sirasinda yiiksek fiziksel 6zellik
ve ciceklenme stabilitesi sergileyerek daha dayanikli iiriin el-
desini miimkiin kilmistir (Li ve ark., 2021).

Bilindigi iizere kakao yag1 ikamesi (CBS) ana kaynagi hin-
distan cevizi yagidir. Kakao yagi ikamesi ¢ikolatalarin tadini,
gbriiniimiinii iyilestirip, ¢iceklenmeyi dnleyerek cikolatanin
stabilitesini arttirmaktadir. Abdul Halim ve ark., (2019) tara-
findan yapilan bir ¢aligmada farkli oranlarda (%0, 1.5, 3 ve
4.5) hindistan cevizi yag1 ikamesinin ¢ikolatanin fizikokim-
yasal ve duyusal 6zellikleri ile ¢igeklenme stabilitesi iizerine
etkileri arastirilmistir. Analiz sonuglarina gore, iiriinlerin
TAG bilesimi degisim gostermistir. Duyusal analiz sonugla-
rina bakildiginda ise iiretilen ¢ikolatalarin katilimcilar tara-
findan kabul gordiigii, en ¢ok begenilen liriiniin %4.5 ora-
ninda hindistan cevizi yag1 ikameli ¢ikolata oldugu ve kontrol
grubuna yakin puan alarak énemli bir fark olusmadig: tespit
edilmistir. Ayrica hindistan cevizi yagi ikamesi ile iiretilen
cikolatalarin ¢iceklenme stabilitesinin igerisine katilan hin-
distan cevizi yag1 miktarina bagl olarak arttig1 tespit edilmis-
tir.

Geleneksel yontemlerle sakkarozsuz cikolata iiretimi ¢ok
fazla zaman ve enerji gerektirmektedir. Son zamanlarda ¢iko-
lata iiretimi i¢in alternatif yontemler arastirilmakta ve uygu-
lanmaktadir. Rad ve ark., (2019) tarafindan yapilan bir calis-
mada izomaltol, ksilitol ve maltitol ile yiiksek yogunluklu tat-
landiric1 (Stevia) igeren sakkarozsuz siitlii ¢ikolatalar bilyali
degirmen kullanilarak iiretilmistir. Uretilen ¢ikolatalarin ge-
nel kalite 6zellikleri ve duyusal testleri yapilmistir. Yapilan
duyusal analiz sonucuna gore ksilitol ile liretilen ¢ikolatalarin
genel kabul edilebilirligi yliksek ¢ikmistir. Sakkaroz icerme-
yen ¢ikolatalar ise daha yiiksek derecede partikiil aglomeras-
yonu gdostermistir. Yapilan calisma ile ksilitol, izomaltol,
maltitol, Stevia gibi tatlandiricilar ile bilyal degirmen teknigi
kullanimu disiik kalorili siitlii ¢ikolata liretimini miimkiin kil-
migtir.

Prosapio & Norton, (2019);¢ikolatanin yagini azaltmak ama-
cryla yagda su emiilsiyonu yaparak suyun damlacik boyutu,
serbest suyun termal Ozelliklerini ve islem parametrelerini
optimize etmiglerdir. Daha sonrasinda kakao tozu, siit tozu ve
seker eklenerek karistirma sicakligi hizinin {iriin {izerindeki
etkileri belirlenmistir. Yeni iiretilen ¢ikolatanin kontrol gru-
buna gore benzer 6zellikler gosterdigi ve %40’a kadar yagi
azaltilmis ¢ikolata tiretiminin miimkiin oldugu ve kabul edi-
lebilir oldugu rapor edilmistir.

Bagka bir ¢aligmada keciboynuzu tozu kakao ikamesi olarak
kullanilmigtir. Farkli oranlarda (% 0-4,5) kegiboynuzu tozu
eklenmis c¢ikolata numuneleri 22°C, 35°C ve 60°C sicaklik-
larda 12 hafta boyunca depolanmistir. Uretilen 6rneklerin fi-
ziksel, kimyasal, tekstiirel ve duyusal 6zellikleri incelenmig-
tir. Uriinlere katilan keciboynuzu tozu miktar: arttik¢a {iriin-
deki toplam yag miktarinin azaldig1 6te yandan kontrol grubu
ile protein ve nem igerigi agisindan énemli bir fark olmadig:
tespit edilmistir. Yapilan arastirma sonuglarina gore diyet lifi
bakimindan zengin olan keg¢iboynuzu tozunun ¢ikolata for-
miilasyonunda %3’e kadar kullanilabilecegi tespit edilmistir.
Bu sayede mineral icerikli, polifenoller ve diyet lif bakimin-
dan zengin yeni bir iirlin gelistirilmistir (Parlatir, 2019).

Cikolatada bulunan yag miktarini azaltmak amaciyla yapilan
bir ¢alismada nar g¢ekirdegi yagi oleojelinin ¢ikolatada yag
ikamesi olarak kullanimi aragtirilmistir. Yapilan ¢aligmada
nar yagina 5g/100g konsantrasyonunda monogliserid (MG),
balmumu (BW) ve propolis mumu (PW) eklenmistir. Ureti-
len oleojeller daha sonrasinda palm yagi ile 1:1 oraninda bir-
lestirilmistir. Analiz sonuglarina gore palm yagi ile karistiri-
lan oleojeller arasinda mekanik Ozellikler agisindan
PW<BW<PW seklinde bir siralama belirlenmistir. Oleojel
kullanimu iirlinlerde doymus yag asidi miktarini azaltmis olup
yeni iiretilen ¢ikolatalarin daha saglikli oldugu rapor edilmis-
tir. Yapilan ¢aligma ile birlikte ¢ikolata iiretiminde oleojel
kullaniminin iiriinlerin yapisin1 bozmadan yag1 azaltilmig bir
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tiriin eldesine izin verdigi ve yeni fonksiyonel iiriin gelistirme
acisindan olumlu sonuglar sergiledigi ortaya konmustur (Fa-
yaz ve ark., 2017).

Uziimeii, 2017 ise siitlii ¢ikolataya farkli oranlarda
(%0,10,20,30,40,50) yaban mersini ve yulaf karigimi ekleye-
rek saglikli, diisiik kalorili ve fonksiyonel bir iiriin denemesi
gergeklestirmis ve tirlinlerin fiziksel, kimyasal ve duyusal
ozelliklerini belirlemistir. Duyusal test sonuglarina gore ya-
ban mersini ve yulaf karisimi miktar arttikca tiiketiciler tara-
findan tercih edilebilirligin azaldig1 ve en ¢ok %20-%30 kat-
kil ¢ikolatanin kabul edilebilir oldugu tespit edilmistir. Ekle-
nen miktar arttikga O6rneklerin karbonhidrat miktar1 artmus,
protein, yag, enerji ve kiil miktarlar1 azalmistir.

Sekersiz ¢ikolata iiretmek amaciyla Pirouzian ve ark., (2016)
seker alkolleri (maltitol ve ksilitol) kullanilarak sakkarozsuz
tath cikolata liretmeye ¢alismiglardir. Yeni iiretilen iiriinlerin
nem igerigi, parcacik boyutu ve sertlik gibi fiziksel 6zellik-
leri, reolojik 6zellikleri ve duyusal 6zellikleri arastirilmstir.,
yiiksek oranda maltitol igeren ¢ikolata drneklerinde gelenek-
sel olarak tiretilen ¢ikolatalara gore nem igerigi, ortalama par-
cacik boyutu ve duyusal 6zellikler agisindan énemli bir fark
tespit edilememistir. Duyusal test sonuglar1 incelendiginde
ise sakkaroz icermeyen ¢ikolatalar panelistler tarafindan ka-
bul gérmiistiir. Yapilan bu ¢aligma ile maltitoliin ¢ikolata for-
miilasyonunda uygun bir sakkaroz ikamesi olarak kullanila-
bilirligi ortaya konulmus ve sakkaroz icermeyen diyabetik,
diisiik kalorili siitlii ¢ikolata {iretimi gergeklestirilmistir.

Aidoo ve ark., (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada sekersiz
cikolata tiretimi denenmistir. Yapilan ¢alismada sakkaroz ye-
rine iniilin ve polidekstroz kullanilmis ve iirlinlerin reolojik
ozellikleri, mikro yapilar ve fiziksel 6zellikleri belirlenmis-
tir. Yapilan reolojik analiz sonuglarina gore azalan polidekst-
roz ve ayni zamanda artan iniilin konsantrasyonlari, Casson
plastik viskozitesinde tutarli artiglara neden olmus, bu da
Casson verim stresinde diisiislere yol agmistir. % 100 poli-
dekstroz ile formiile edilen ¢ikolatalar, % 100 iniilin ile for-
miile edilmis ¢ikolatalara kiyasla minimum partikiil bosluk-
larina sahip biiyiik kristallere sahip olmuslardir. Ayrica yapi-
lan tiim analiz sonuglar incelendiginde % 75.36 polidekstroz
ve % 24.64 iniilinden olusan ¢ikolata formiilasyonu, reolojik
ve fiziksel kalite 6zellikleri agisindan kabul edilebilirligi en
yiiksek optimum konsantrasyonlar olarak tespit edilmistir.

Aidoo ve ark., (2015) tarafindan yapilan bir bagka calismada
ise; sekersiz ¢ikolata iiretiminde sakkaroz yerine Stevia ve
Thaumatin 6ziitleri kullanilmis ve hacim arttiric1 prebiyotik
ozellik kazandirmak amaciyla iniilin ve polidekstroz karigim-
lar1 da eklenmistir. Uretilen ¢ikolatalarin reolojik 6zellikleri,

erime karakteristikleri ve fiziksel Ozellikleri incelenmistir.
Genel olarak sekersiz ¢ikolatalar kontrol grubuna gére benzer
reolojik 6zellikler ve erime 6zellikleri gostermistir. Calisma
sonuglarina bakildiginda iniilin ve polidekstroz karigimlari
stevia veya thaumatin Oziitleri ile tatlandirildiginda tatmin
edici fizikokimyasal 6zelliklere sahip sekersiz ¢ikolata iireti-
lebilecegi bildirilmistir.

Diyet Lifce Zenginlestirilmis Cikolata

Diyet lif, ince bagirsakta kismen sindirilen ve kalin bagir-
sakta tamamen sindirilip emilen, fermantasyona direncli, bit-
kilerin veya karbonhidrat benzeri maddelerin tiiketilebilir ki-
simlaridir (Delzenne ve ark., 2020). Diyet lif; seliilloz, hemi-
seliiloz, lignin, gum ve pektik maddeler gibi karbonhidratlar-
dan olusmaktadir (Ekici & Ercoskun, 2007; Levent, 2005).
Son yillarda FAO ve WHO tarafindan birgok alt gruba ayrilan
diyet lifleri, ¢Oziiniir diyet lifleri (pektin, gum ve miisilajlar)
ve ¢oziinmeyen diyet lifleri (seliiloz, hemiseliiloz, modifiye
seliiloz ve lignin) olmak iizere iki ana gruba ayrilmistir (Ekici
& Ercoskun, 2007). Coziinmeyen diyet lifleri kalin bagirsakta
disk1 hacmini artirma, digki gegisini azaltma, glikoz emili-
mini geciktirme gibi 6zelliklere sahip iken ¢6ziiniir diyet lifi,
kandaki kolesterol seviyelerini diisiirmek, kalp sagligin
olumlu yonde etkilemek, mide bosalmasini1 geciktirmek gibi
ozelliklere sahiptir (Celik, 2018; Delzenne ve ark., 2020; Gu-
illon ve ark., 2000). Diyet lifleri gida endiistrisinde gidanin
fonksiyonel, ekonomik ve teknolojik 6zelliklerinin yani sira
beslenme 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla kullanilmakta-
dir. Bu nedenle yap1 olusturucu ve yag ikamesi olarak, unlu
mamullerde ise tirlinlin kalori miktarin1 diigiirmek amaciyla
kullanilmaktadir. Diyet lifleri prebiyotik olarak da kabul edil-
mektedir. Prebiyotikler, probiyotikler gibi uygun bagirsak
bakterilerinin bilylimesini destekleyen kolonik gidalardir (Er-
dem ve ark., 2014; Sanders, 1998). Fruktooligosakkaritler
(FOS), inulin, izo-malto-oligosakkaritler (IMO), polidekst-
roz, laktuloz ve direngli nisasta, ana prebiyotik bilesenler ola-
rak bilinmektedir (Angus ve ark., 2005; Sir6 ve ark., 2008).
Iniilin gibi fruktanlar prebiyotik dzellikler gosterirler ve sin-
dirim sisteminin iist kisimlarinda bulunan sindirim enzimle-
rinden etkilenmezler, bifidobakteriler i¢in besin gérevi goriir-
ler ve segici olarak biiylimelerini uyarip, patojen mikroorga-
nizmalar1 da azaltirlar. Prebiyotikler bagirsaklarda ferman-
tasyona ugrar ve kalsiyum gibi minerallerin emilimi i¢in ge-
reklidirler (Akgiil, 2018). Tablo 5’te diyet lif katkili ¢ikolata
iiretimi {izerine yapilan bazi ¢aligmalar yer almaktadir.
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Tablo 5. Diyet lif igerigini arttirmak ve/veya fonksiyonellik kazandiran ¢aligmalar

Table S. Studies that increase dietary fiber content and/or provide functionality

Review Article

Siitlii Cikolata

tanin tiketici tarafindan kabuli

otu tohumu, moringa
yapragi

Calisma Tipi Calisma Adi Kullanilan Maddeler Kaynak
Diyet Lif Icerigini Arttirmak | Siit ve bitter ¢ikolata formiilasyonunda kakao | Keciboynuzu tozu (Akdeniz ve ark.,
— Siitlii ve Bitter Cikolata ikamesi olarak keciboynuzu tozu 2021)
Fonksiyonellik — Fonksiyonel igerikle formiile edilmis ¢ikola- | Mas Fasiilyesi, cemen | (D R A Muham-

mad ve ark., 2021)

Yeni Formiilasyon-

Soya unu, susam ezmesi ve emiilgator karigi-

Soya unu, susam ez-

(Hosseini ve ark.,

Beyaz Cikolata mina dayali beyaz ¢ikolata i¢in yeni formii- mesi 2021)
lasyon saglama: Yanit ylizey metodu kulla-
nan bir optimizasyon caligmast
Lif {lavesi — Kurutulmus bergamot kabugu tozunun bitter | Bergamot kabugu tozu | (Sarigiil, 2019)
Bitter Cikolata cikolatanin yapisal 6zelliklerine etkisi
Omega-3 Zenginlestirilmesi | Farkli EPA ve DHA formlarini birlestirerek EPA (Toker ve ark.,
- islevsel beyaz cikolata gelistirmek - Uriin ka- | DHA 2018)
Beyaz Cikolata litesine etkileri
Siitlii Cikolata, B-glukan ilavesi ile fonksiyonel ¢ikolata ce- B-Glukan (Ozat, 2018)
Beyaz Cikolata ve sitlerinin (siitlii, bitter, beyaz ve siiriilebilir
Bitter Cikolata kakaolu findik kremasi) gelistirilmesi
Antioksidan Ilavesi ve Bitter ¢ikolatanin, kitosan kapli lipozomlarda | Karadut Ekstrakti (Giiltekin-Ozgii-
Kalori Azaltma kapstillenmis piiskiirtiilerek kurutulmus kara- ven ve ark., 2016)
dut (Morus nigra) atik 6ziitii ile kuvvetlendi-
rilmesi ve biyo-erisilebilirlik ¢aligmalar
Yag Bazli Kalori Azaltma ve | Sakkaroz igermeyen ¢ikolatalarda yagin kis- | Iniilin, (Rezende et al.,
Lif ilavesi men lifle degistirilmesi i¢in uygulanan kari- B-glukan 2015)
sim tasarimi
Siitlii Cikolata Farkli miktarlarda prebiyotik icerikler iceren | Iniilin (Ozhan, 2012)
cikolatalarin bazi yapisal 6zelliklerinin tespiti | Polidekstroz

Akdeniz ve ark., (2021), siitlii ve bitter ¢ikolata iiretiminde
kakao tozu yerine keciboynuzu tozu kullanmislardir. Bu
amagla cikolata formiilasyonlarinin i¢ine kakao tozu ikamesi
yerine % 20-100 araliginda keciboynuzu tozu eklenmis ve
iiretilen yeni iirlinlerin fizikokimyasal ve duyusal 6zellikleri
tespit edilmistir. Yapilan analiz sonuglarina gore diisiik oran-
larda eklenen kegiboynuzu tozu katkili ¢ikolata 6rneklerinin
renk parametreleri, ortalama pargacik boyutu ve sertlik 6zel-
likleri kontrol grubuna gore daha iyi sonuglar vermistir. Du-
yusal test sonuglari incelendiginde ise % 40 oraninda kegi-
boynuzu tozu igeren siitlii ¢cikolata drnekleri kontrol grubuyla
benzerlik gostermistir. Bitter ¢ikolata rnekleri ise tiim oran-
larda kontrol grubuyla benzerlik gdéstermistir. Yapilan bu ¢a-
ligma ile kakao tozu yerine kegiboynuzu tozu kullanilarak
daha az kaloriye sahip ve daha yiiksek lif icerigine sahip yeni
bir {irtin gelistirilmistir.

Yerel tarim iiriinlerine katma deger kazandirmak ve siirdiire-
bilirligi arttirmak amaciyla Muhammad ve ark., (2021), ¢iko-
lata formiilasyonuna mas fasiilyesi, cemen otu tohumu ve

moringa yapragini ayri ayri % 5, % 10 ve % 15 oraninda ilave
etmislerdir. Uretilen ¢ikolatalar 60 panelistin katilimiyla du-
yusal teste tabii tutulmustur. Yapilan duyusal test sonucunda
cikolataya mas fasiilyesi, cemen otu tohumu ve moringa yap-
ragmin eklenmesi panelistler tarafindan tiim parametrelerde
kabulii 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Kontrol grubu 6rnegi en
cok begenilen grup olmustur onu moringa yapragi katkil tirii-
niin izledigi ve en az begenilen iiriiniin ise ¢gemen otu tohumu
katkal1 iiriin oldugu tespit edilmistir.

Hosseini ve ark., (2021) ¢ikolatadaki diisiik protein sorununu
¢6zmek i¢in soya unu katkili ¢ikolata liretmiglerdir. Ayrica
susam ezmesi ile zenginlestirerek beyaz ¢ikolataya besleyici-
lik katip fonksiyonel yeni bir iirlin gelistirmislerdir. Bu
amagla susam ezmesi (% 15-30 w/w), soya unu (% 0-15 w/w)
ve siit tozu (% 0-15 w/w) D-optimal dizaynla hesaplanarak
farkli oranlarda karigtirllmistir. Degisen miktarlarda susam
ezmesi, soya unu, siit tozu ve emiilgator igeren beyaz ¢ikola-
tanin tekstiirel 6zellikleri ve termal 6zellikleri arastirilmastir.
Yapilan analizlerle optimum karigim oraninin susam ezmesi,


https://doi.org/10.3153/FH22023

Review Article

Food Health 8(3), 241-259 (2022) e https://doi.org/10.3153/FH22023

siit tozu, soya unu ve emiilgator oranlarinin sirasiyla % 15.5,
% 7.5, % 7 ve % 0 oldugu tespit edilmistir.

Bitter cikolataya % 0.75, % 1 ve % 1.25 oranlarinda eklenen
bergamot kabugu tozu, ¢ikolatanin yag igerigini, erime nok-
tasini ve tadini 6nemli 6lgiide etkilemistir. Yapisindaki lif ne-
deniyle bergamot kabugu tozu miktar arttik¢a kakao kitlesi-
nin azaldig1 tespit edilmistir. Duyusal test sonuglarina bakil-
diginda ise panelistler bergamot tadinin her 6rnekte baskin
olarak hissedildigini belirtmislerdir. Yapilan ¢alismada dii-
siik oranlarda bergamot kabugu tozu kullanilmasi, ¢ikolata-
nin erime noktasini ve yag icerigini etkilememis hatta ayni
zamanda aromasim giliglendirip ¢ikolatanin sertligini arttir-
mistir (Sargiil, 2019).

Beyaz ¢ikolata kakao igermedigi i¢in ¢ok az iglevsellige sa-
hiptir. Toker ve ark., (2018) tarafindan yapilan bir ¢caligmada;
beyaz ¢ikolatanin iglevselliginin artirilmasi amaciyla eicosa-
pentaenoik asit (EPA) ve docosaheksaenoik asit (DHA) ola-
rak omega yag asitlerince (kapsiillenmis form, mikroalg ige-
ren form) zenginlestirilmistir. Kaynaklarin ana EPA / DHA
ylizdesi, toplam yag asidi igeriginde sirastyla 5.80 - 38.7
g/100g ve 8.50 - 70.5 g/100g arasinda degisiklik gostermistir.
Cikolata orneklerinin EPA/DHA igerikleri sirasiyla 226.8
mg/25g ve 54.3 mg/25g cikolata olarak tespit edilmistir. Zen-
ginlestirme sonrasinda ¢ikolata 6rneklerinin tam erime 6zel-
liklerini kazanmasi i¢in gerekli olan su aktivitesi, sertlik,
akma gerilimi, viskozite, egilim (tend) ve enerjileri 6nemli
Olciide (p<0.05) etkilenmistir. Bu etkiler tolere edilebilir olsa
da olumsuz duyusal 6zellikler enkapsiilasyon ile bastirilmis-
tir. Bu sayede istenilen 6zellikte ve kalitede duyusal olarak
kabul edilebilir 6zellikte ¢ikolata iiretimi gergeklestirilmistir.

Yapilan bir bagka ¢aligmada ise yulaf, arpa ve ekmek mayasi
olmak iizere 3 farkli kaynaktan elde edilen B-glukan % 5, %
10, % 15 konsantrasyonlarinda siitlii, beyaz ve siiriilebilir fin-
dikli ¢ikolataya seker ikamesi olarak eklenmistir. Lezzet agi-
sindan %35 oraninda eklenen B-glukanin kontrol gruplarina
yaklastig1 ve miktar arttik¢a kabul edilebilirligin azaldig be-
lirlenmistir. Siiriilebilir kakao ve findik kremas1 6rneklerinde
en iyi duyusal dzellikler, ekmek mayasindan elde edilen B-
glukan konsantresi igeren orneklerde saglanmistir. B-glukan
cikolatalarin sertligini azaltmistir. Siiriilebilir ¢ikolatada ise
sertligi ve yapiskanhig1 arttirmistir (Ozat, 2018).

Karadut, flavanoidler ve antosiyaninler agisindan zengin bir
gidadir ancak gida isleme, depolama ya da gastrointestinal
sistemde bu bilesenlerin saglik i¢in yararlar1 azalabilmekte-
dir. Lipozom teknolojisi ile etkin maddeler hiicre yapisina
benzeyen kiireciklere yerlestirilmekte ve suda veya yagda ¢o-
ziinen biyoaktif tasiyici sistemler elde edilebilmektedir. Ya-
pilan bir ¢alismayla karadut 6ziitii iceren kitosanla kapli lipo-

zom tozlar bitter ¢ikolataya eklenmistir. Kitosan kapl lipo-
zomal tozlar, kurutulmusg 6ziitle karsilastirildiginda antosiya-
ninleri daha iyi korudugu saptanmistir. Yapilan bu ¢aligma ile
karadut ekstrakti kitosan igerisinde lipozomlarla enkapsiile
edilip bitter ¢ikolataya eklenerek biyoyararlanimi ve antosi-
yaninlerin biyolojik olarak erisebilirligi artmistir (Giiltekin-
Ozgiiven ve ark., 2016).

Rezende ve ark., (2015) yaptiklar1 bir caligmada, seker icer-
meyen ¢ikolatalarda kalori azaltimi i¢in kakao yagi yerine
iniilin ve B-glukan kullanmislardir. 50 g/100g iniilin ve B-glu-
kan konsantresi kullanimi kaloriyi % 17-26’ya kadar azalt-
mistir. 25g/100g kakao yag1 agirligina esdeger iniilin kulla-
nimi sekersiz g¢ikolatanin duyusal 6zellikleriyle benzer so-
nuglar vermistir. 10g/100g B-glukan kullanima ise iirliniin re-
olojik ve duyusal 6zelliklerinde iniilinli 6rneklere gore daha
olumsuz sonuglar vermistir.

Yapilan bir diger caligsmada ise ¢ikolataya farkli partikiil bii-
yukliiklerine sahip (0.20, 0.25 ve 0.28 pm) farkli oranlarda
(% 0, 6, 9, 12) prebiyotik bilesikler (iniilin ve polidekstroz)
eklenmis ve triinlere farkli konglama stireleri (3.5, 4, 4.5
saat) uygulanmistir. Daha sonra iiretilen ¢ikolatalarin fizik-
sel, kimyasal ve duyusal Ozellikleri belirlenmistir. Yapilan
duyusal degerlendirme sonuglari incelendiginde en begenilen
ornegin 20 pm partikiil biiyiikliigiindeki 4.5 saat konglama
islemine tabi tutulan ¢ikolatanin oldugu bildirilmistir. Yapi-
lan ¢alisma ile prebiyotik 6zellikte olan iniilin ve polidekstroz
bilesenleri kullanilarak {iriin iizerinde istenmeyen tekstiirel ve
fizyolojik etkilere neden olmayan, tiiketiciler tarafindan ka-
bul goren diisiik kalorili ¢ikolata {iretimi gergeklestirilmistir
(Ozhan, 2012).

Sonug¢

Cikolata ve tiirevleri tiim diinyada siklikla tiiketilen gida
maddeleridir. Yaygin olarak tiiketilen bir iiriine fonksiyonel
ozellik kazandirmak amaciyla yillardir bir¢ok ¢aligma yapil-
maktadir. Bu calismalar ile fonksiyonel 6zellikte ¢ikolata iire-
timleri insan sagligia katki saglayacak yeni formiilasyon-
larla denenmistir. Calismalarin ana konulari, ¢ikolataya pro-
biyotik 6zellikler katmak, antioksidan maddeler eklemek, ka-
lori oranmi diisiirmek ve lif igerigini arttirarak prebiyotik
ozellikler kazandirmaktir. Fonksiyonellestirme ¢aligmala-
rinda kullanilan yontemler ve ajanlar genis bir yelpazeye sa-
hiptir. Fonksiyonellestirme ¢alismalarinda ¢ikolatanin duyu-
sal (tat, aroma, renk gibi) ve reolojik 6zelliklerinin (sertlik,
viskozite gibi) kabul edilebilir olmasi beklenmektedir. Bu ¢a-
ligmalar ile ¢ikolatanin hem talebini hem de islevselligini art-
tirmak miimkiindiir. Bu baglamda, farkli yag ve seker ika-
meli, uzun siire depolamaya elverisli probiyotik katkili ¢iko-
lata iiretimi ve biyoyararlinimlari lizerine daha ¢ok caligmaya
ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar catismasi: Yazarlar bu yazi igin gercek, potansiyel veya al-
gilanan cikar catigsmasi olmadigini beyan etmislerdir.

Etik izin: Arastirma niteligi bakimindan etik izne tabii degildir.
Finansal destek: -

Tesekkiir: -

Agiklama: -
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Yapay et gelecekteki gida liretiminde kullanilmak tizere bir yontem olarak biiyiik umut vadetmek-
tedir. Geleneksel etin, artan insan niifusu ile birlikte yetersiz kalacagi 6n goriilmektedir. Ayrica
yapay etin geleneksel ete kiyasla ¢evre igin siirdiiriilebilir olmasi, kontrollii yag icerigi, antibiyotik
ve hormon igermemesi gibi insan saglig1 ac¢isindan pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Kiiltiirlenmis
et olarak da bilinen yapay et, kas dokusu bazli protein iiriinleri, kok hiicre kiiltiirii ve farklilagsma-
sini igeren in vitro miyogenez, lezzet ve doku igin ise olgun kas hiicresi isleme yoluyla iiretilmek-
tedir. Yapay et iiretimi siral bir siirecten olusmaktadr. Ilk olarak kok hiicre toplama icin kas 6r-
neklemesi ve sirasiyla kas dokusu ayrigsmasi ve kas kok hiicre izolasyonu, birincil hiicre kiiltiiri,
yiiksek hiicre kiiltiirii, kas farklilagmasi ve olgunlasma ile son bulmaktadir. Siirecin olumlu ve
olumsuz yanlariyla birlikte derinlemesine anlagilmasi, yalnizca yapay et iiretimine degil, ayn1 za-
manda gida endiistrisi igin yeni biyomalzemeler arayan is sektorlerine de yardimer olacaktir. Bu
derleme, yapay et liretimi i¢in kullanilan yontemleri tartisarak hem hiicresel tarimin yeni ¢cagina
hazirlanmak hem de akademi ve endiistride kullanilmak tizere hazirlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Yapay et, Kas kok hiicreleri, Biyoreaktor, Biyosensor

ABSTRACT

Artificial meat production and future vision

Artificial meat shows great promise as a method for use in future food production. It is predicted
that traditional meat will be insufficient with the increasing human population. In addition, artifi-
cial meat has many advantages in terms of human health, such as being sustainable for the envi-
ronment, controlled fat content, and absence of antibiotics and hormones compared to traditional
meat. Artificial meat, also known as cultured meat, is produced through in vitro myogenesis, which
includes muscle tissue-based protein products, stem cell culture, and differentiation, and mature
muscle cell processing for flavor and texture. Artificial meat production consists of a sequential
process; firstly muscle sampling for stem cell collection and followed by muscle tissue dissociation
and muscle stem cell isolation, primary cell culture, high cell culture, and ending with muscle
differentiation and maturation. A deep understanding of the process by considering its pros and
cons will help not only artificial meat production but also the food industry in business sectors
seeking new biomaterials. By explaining the methods utilized for artificial meat production, this
study is created to prepare for the new era of cellular agriculture as well as for application in
academia and industry.

Keywords: Artificial meat, Muscle stem cells, Bioreactor, Biosensor
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Giris

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine
gore 2050 yilina gelindiginde mevcut gida sistemlerinden
%70 daha fazla gida talebi olacagi ortaya konmustur
(Djisalov ve ark., 2021). Ek olarak yasanan iklim krizi gida
yetersizligini olumsuz yonde tetiklemektedir (Agovino ve
ark., 2019). Et ise antik ¢aglardan beri insanlik i¢in degerli
bir tam protein kaynagi olmustur (Pereira ve Vicente, 2013).
Ancak hem gelecek yillar i¢in duyulan endiseler hem de kii-
resel et tiiketimi giderek artmaktadir (Steinfeld ve ark., 2006).
Bu nedenle gida ihtiyacini karsilamak iizere alternatif yollar
irdelenmeye baglanmistir. Bunlarin baginda yapay et gelmek-
tedir. Son yillarda yapay et, geleneksel ete rekabetgi ve sir-
diirtilebilir bir alternatif olarak hizla ivme kazanmigtir (Sha
ve Xiong, 2020). Yapay et, cevresel ylik ve hayvan refahi ile
ilgili pek ¢ok konuda geleneksel ete kiyasla avantajlar sagla-
maktadir (Post, 2012). Yapay et veya ‘hiicre bazli et’ olarak
da bilinen bu yeni et ve protein iirlinleri, geleneksel et endiist-
risinin karsilastig1 sorunlar1 gidermek igin tasarlanmis ¢igir
acan teknolojilerden yararlanmaktadir (Bonny ve ark., 2015).
Yapay et, geleneksel et iiretimine kiyasla ¢ok daha az sera
gazi emisyonuna, su, toprak ve diisiik enerji kullanimina sa-
hiptir (Tuomisto ve Mattos, 2011, Alexander ve ark., 2017).
Ciinkii hayvan eti liretimi, sera gazi1 (GHG) emisyonu, arazi
kullanimu, su ve enerji tiiketiminin 6nemli bir béliimiinii olus-
turmaktadir. Hayvansal tarimdan kaynaklanan en 6nemli sera
gazlar1 metan ve azot oksittir. Karbon dioksit, metan ve azot
oksit olmak tizere {i¢ ana sera gazinin, ¢iftlik hayvanlarinin
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toplam emisyonlarina etkisi sirasiyla %9, %39 ve %65'tir.
Ayrica, et talebinde 6ngoriilen 6nemli artigla birlikte, ekilebi-
lir arazilerin biiyiik bir kisminin zaten hayvan besleme ve yo-
netimine ayrilmis olmasi insan beslenmesi agisindan iiretim
kapasitesini hizla tiitketmektedir. Kaldi1 ki artan diinya niifusu
ve gelismekte olan ekonomiler dogrultusunda et tiiketiminin
ontimiizdeki kirk yilda iki katina ¢ikacagi tahmin edilmekte-
dir (Steinfeld ve ark., 2006). Giinlimiizde ise geleneksel et
tretim kapasitesinin hata paylar ile birlikte zaten maksi-
muma yakin oldugu goriilmektedir (McLeod, 2011). Ek ola-
rak geleneksel hayvanciliga dayali et liretimi pek ¢ok olum-
suz sonuclart dogurmaktadir bu nedenle siirdiiriilebilir ve
daha giivenli gida iiretimi yontemlerine odaklanilmasi kagi-
nilmaz olmustur (Sexton ve ark., 2019; Ismail ve ark., 2020;
Rischer ve ark., 2020). Ornegin halihazirda devam eden
SARS-CoV-2 viriisit HSN1 ve H7N9 kus gribi gibi diger zo-
onotik viriisler hayvan yetistiriciligi agisindan son derece teh-
like arz etmektedir (Anomaly, 2020; Verhagen ve ark., 2021).
Ayni zamanda laboratuvar ortaminda yetistirilen bir et iireti-
ciler tarafindan tamamen kontrol edilerek kesim esnasinda
potansiyel bir kontaminasyondan korunmus olur. Ciinkii .
coli, Salmonella ve Campylobacter gibi bagirsak patojenle-
riyle karsilagma riskine sahip degildir (Derossi ve ark., 2021).
Ayrica 6zellikle son 20 yilda ¢iftlik hayvanlarinda artan anti-
mikrobiyal direng¢ (AMR) pek c¢ok soruna yol a¢gmaktadir
(Van Boeckel ve ark., 2019). Geleneksel etin dezavantajlari
Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Geleneksel etin dezavantajlari (Bhat ve ark., 2015; Bonny ve ark., 2015; Joshi ve Kumar, 2015; Kumar ve ark., 2017;
Van Eenennaam, 2017; Gaydhane ve ark., 2018)

Table 1. Disadvantages of traditional meat (Bhat ve ark., 2015; Bonny ve ark., 2015; Joshi ve Kumar, 2015; Kumar ve ark., 2017; Van
Eenennaam, 2017; Gaydhane ve ark., 2018)

Hayvanlarin kesimi

DSO'ye gore, 1997-1999 yillar1 arasinda diinya genelinde kisi basina et tiiketimi yilda
36,4 kg iken, 2030 yilina kadar yilda 45,3 kg'a yiikselecektir (Vasileska ve Rechkoska,
2012).

Arazi yiizeyinin yaklasik %30'u hayvancilik iiretimi i¢in kiiresel olarak kullanilmakta-
dir. Tatl su tiiketiminin yaklasik %70'i ve et ve gida iiretimi i¢in kullanilmaktadir.
Hayvancilik sektorii, diinya ¢apinda atmosfere verilen antropojenik sera gazi emisyon-
larinin %18'ine ve antropojenik metan emisyonlarinin %37'sine katkida bulunmaktadir.
1 kg kiimes hayvanlari, domuz eti ve si8ir eti sirastyla 2, 4 ve 7 kg tahil gerektirdigin-
den, geleneksel et iiretim sistemleri besin doniigiimiinde verimli degildir.

Insanlar, bagisiklig1 baskilanmus, kirletici maddeler iceren hayvanlardan salinan pato-
jen tarafindan riske atilir.

Geleneksel kesim sistemi ile bazi ciddi dini uygulamalarin takip edilmesi gerekmekte-
dir.

Hayvancilik ve g¢iftgilikden kaynaklanan ormansizlasma nedeniyle, hayvan tiirlerinin
cogu dogal yasam alanlar1 kaybedilmekte ve nesli tiikkenmektedir.

Kaynak kullanimi1

Kiiresel 1sinma ve kirlilik

Yetersiz besin dontisiimii

Hastaliklar ve saglik endiseleri

Dini kisitlamalar ve sosyal tabular

Nesli tiikenmekte olan tiirlerin
neslinin tiikkenmesi
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Yapay et liretiminde ise son gelismeler ile birlikte antibiyotik
kullanilmadan ve serumsuz ortamlarda uygulanabilen biyop-
rosesler hem saglik acgisindan hem de maliyet agisindan
olumlu bir etki olarak goriilmektedir (Specht ve Scientist,
2020). Nitekim yapay et sayesinde kirleticilerin, antibiyotik-
lerin yoklugu, kontrollii yag kullanim1 ve 6zellikle gida kay-
nakl1 hastaliklarin insidans oranlarindaki diisiisiin, obezite ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin azalmasi agisindan gelecek yil-
larda insan sagligina olumlu katkida bulunmasi beklenmek-
tedir (Fox ve ark., 2011; Mattick, 2018). Ayrica hayvan refahi
ile ilgili artan endiseler, giderek tiiketici davranigini etkile-
mektedir ve bu nedenle et endiistrisi bu endigeyi géz oniinde
bulundurarak uygulamalarini degistirmeye yonelik sahalar
arastirmaktadir. Ozetle, hayvan eti iiretiminin yiikiinii ve bas-
kisini hafifletmek tizere alternatifleri arastirmak igin gok sa-
yida ve acil neden vardir. Su anda ¢alismalar gelecegin gidasi
olarak goriilen yapay et liretiminde tedarik zincirinin tama-
men giivenilir olmasi yoniinde hizla ilerlemektedir. Bu yiiz-
den hassas ve spesifik analitik cihazlarin gelistirilmesiyle bir-
likte gida giivenliginin izlenmesini saglayacak sensdrlerin
kullanilmasi bir ihtiya¢ haline gelmistir. Tiim bu gelismis iz-
leme secgenekleri caligmalarin optimize edilmesi ve dolayi-
styla giivenli hale gelmesine yardimei olacaktir (Ong ve ark.,
2020). Bu islemin temeli ise, hayvan kaslariin karmasik ya-
pisint birkag hiicre ile yeniden olusturmaya dayanmaktadir.
Ancak bir et alternatifinin kabul edilmesi ve sanayilesmesi
icin iki temel kosul yani taklit ve verimlilik gbz 6niinde bu-
lundurulmalidir. Yeni bir et ikamesinin genis ¢apta benim-
senmesi i¢in geleneksel ete benzeyen gorsel goriiniim, koku,
doku ve tat gibi tiim fiziksel duyularin tam olarak taklit edil-
mesi yahut daha da iyisinin yeniden olusturulmasi gerekmek-
tedir (Bredahl ve ark., 1998; Verbeke ve ark., 2010). Yapay
et iretimi i¢in sayilan baslica engeller olarak; tiiketicilerin ka-
bulii ve heniiz dngoriilemeyen riskler kaygisi gelmektedir.
Tiiketiciler tarafindan tercih edilmeme sebepleri arasinda ise,
etik kaygilar ve dogal bir {irlin olarak kabul edilmeme yapay
et liretim sisteminin gelismesini ve ticarilesmesini engelleye-
bilecek baz1 faktorler arasindadir (Siirek ve Pinar, 2020). Bu
derleme ile yapay et {iretiminin mevcut durumunu, diizenle-
melerini, toplumsal yonlerini, 6l¢eklendirme ve ticarilestir-
meyi ayrica mevcut multidisipliner yontemleri, biyoreaktor
uygulamalar1 ve goriintiileme tekniklerine yonelik yaklagim-
lar1 ele almaktayiz.

Yapay Et

Yapay et fikri yakin zamanda daha ¢ok giindeme gelse de as-
linda ortaya ¢ikist 1912’lere dayanmaktadir. Giiniimiize ge-
lindiginde ise diinyada ¢ok sayida yapay et sirketleri kurul-
mustur. Ornegin, ABD’de Memphis Meat firmasi hayvan
hiicrelerinden dana, tavuk ve 6rdek eti liretmeyi bagarmistir.
Rus Deneysel Veterinerlik Enstitiisii ise 2017°de ilk yapay eti
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iretmeyi basarmigtir. Bir ay iginde bir tiipte kiigiik parcalar
halinde 10 g et iiretilmistir. Enstitii, yapay etin hizli ve ucuz
iiretimi i¢in 2025-2030 yillar1 arasinda biiyiik biyolojik reak-
torlerin dizayn edilecegini tahmin etmektedir. Yapay et, gida
amach yetistirilen baz1 hayvanlardan alinan kok hiicrelerinin
gerekli sartlara sahip (besin 6geleri, enerji kaynaklari, bii-
yime faktorleri vb.) bir biyoreaktdrde gelistirilmeleri ve fark-
lilagmalari ile dnce yenilebilir olgun kas hiicrelerine ve deva-
minda ise daha biiyiik kas dokularina doniistiiriilmesi sonucu
elde edilen firiine verilen addir. Arastirma ve deneme mali-
yetlerinin heniiz daha istenen seviyede olmamasi sebebiyle
yapay etin yayginlagma siireci olduk¢a yavas seyretmektedir
(Bhat ve ark., 2015; Siirek ve Pinar, 2020).

Yapay etin gelisimi temel olarak kiiltiir eti ve bitki bazli et
alternatifleri olmak ftizere iki alana odaklanmistir (Mc
Clements, 2020). Geleneksel etin alternatifi olarak birkag et
ikamesi gelistirilmis ve gelistirilmektedir. Ornegin, tamamen
bitkisel bilesenlerden olusan et ikameleri yavas yavas artan
kiigtik bir pazar pay1 kazanmistir (Egbert ve Borders, 2006).
Bu iiretim iginse genellikle soya ve bugday bazli proteinler
secilmistir ve verimli protein liretimi saglanmistir (Hoek ve
ark., 2004). Ancak bitkisel bazli {irlinlerin hissini ve tadim
gelistirmek i¢in kullanilan teknolojiler siirekli olarak gelisi-
yor olsa da eti sebze kokenli proteinler, sekerler ve yaglar
kullanarak taklit etmek zor gériinmektedir (Elzerman, 2006).
Bu nedenle bitki kokenli et, agirlikli olarak hamburger, sosis
veya diger kiyilmus tiriinler gibi islenmis etlerde kullanilmak-
tadir. Bocekler ise bagka bir dogal protein kaynagidir. Yeterli
minerallere ek olarak, yiliksek protein icerigine sahiptir (De
Foliart, 1992). Yiiksek biyo-doniisiim oranlari, biiytlik 6l¢ekli
protein iiretimi i¢in uygundur ancak sindirilemeyen kitinden
kurtulmak igin genellikle dis iskelete sahip boceklere islem
yapilmasi gerekir (Verkerk ve ark., 2007). Ek olarak kitalar
bazinda bir degerlendirme yapilirsa Dogu Asya ve Giiney
Amerika'daki popiilasyonlar bocekleri ortak yiyecek olarak
kabul ederken Avrupa’da, Kuzey Amerika'da ve lilkemizde
kabulii pek miimkiin gériinmemektedir. Bocek hiicreleri kiil-
tiirlenerek taninmayan bir protein kaynagi olarak kullanilirsa,
bu isteksizligin bir kisminin ortadan kalkabilecegi diisiiniil-
mektedir (DeFoliart, 1992; Schabel, 2010).

Hayvansal olmayan proteinleri et benzeri liflere doniistiirmek
icin mevcut liretim teknikleri ve stratejileri, pek ¢ok aragtir-
maci1 tarafindan kapsamli bir sekilde tartisgstimistir. Ornegin is-
kelet kas1 hem kas liflerini hem de ¢evredeki kas i¢i bag do-
kularimi igerir bu yilizden sadece lifli bir yap1 olusturmanin
hayvan etini taklit etmek ic¢in yeterli olmadigin1 gosterir
(Listrat ve ark., 2016). Bag dokular1 ve esas olarak kollajen-
den olusan hiicre dis1 matris, kas liflerinin etrafinda ince bir
tabaka olusturur ve onlar1 kaslarin iginde hiyerarsik demetler
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halinde tutar (Fratzl, 2008). Anatomik olarak, tek kas genel-
likle bag dokusunun en dis tabakasi olan epimisyum tarafin-
dan iskelete veya kemige baglanir. Bu bag dokusu kilifi
icinde, bir grup kas lifi demeti perimisyum ile ¢evrilidir. Her
kas lifi, miyofibrillerden olusur ve dogrudan kas hiicre zarina
bagl olan endomisyum ile ayrilir. Epimisyum, perimisyum
ve endomisyum, karmasik ag mimarisinde hiyerarsik olarak
diizenlenmekte olup, kaslarin morfolojisini ve hareketini des-
tekler (Purslow, 2020). Bu nedenle, yapay etin dokusundaki
kusurlar, bag dokusu ve lifleri igeren entegre iskelet kasi ya-
pilarinin eksikligine atfedilebilir, bu da yetersiz bir destek ka-
pasitesi ile sonuglanir. Ayrica, entegre iskelet kas1 yapilari,
duyusal deneyim ve beslenme yararlar1 dahil olmak {izere et
kalitesini 6nemli Olciide etkiler.

Kok Hiicreler, Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi

Yapay et, kas kok hiicrelerinin in vitro olarak kiiltiirii ve fark-
lilagmasi yoluyla iiretilen et olarak tanimlanabilir (Sekil 1).
Son altmis yilda ortaya ¢ikan teknolojiler ile (kok hiicre izo-
lasyonu ve tanimlamasi, ex vivo hiicre kiiltiirii ve doku mii-
hendisligi) iskelet kasi, kemik, kikirdak, yag ve fibroz doku
gibi diger mezenkimal dokularin iiretimi miimkiindiir. Bu
teknolojiler ile birlikte etin in vitro liretimi de yeni triinler
saglamaktadir. Ornegin, hemen hemen her kaynaktan elde
edilen kok hiicreler veya hiicre kaynaklarinin karigimlari,
simdiye kadar hayal bile edilemeyen etler i¢in bir baslangi¢
materyali olarak kullanilabilir (Post, 2012; Kadim ve ark.,
2015; Ding ve ark., 2017; Ding ve ark., 2018; Choudhury ve
ark., 2020; Fish ve ark., 2020). Bir bagka deyisle yapay et
liretimi i¢in esas iskelet kas dokusu; indiiklenmis pluripotent
kok hiicreler (iPSC'ler), mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler)
veya uydu hiicreler (SC'ler) yani kas kok hiicreleri tarafindan
olusturulmaktadir (Post, 2012). Ote yandan, etin biyokimya-
sal bilesimi, 6rnegin ¢oklu doymamis yag asitlerinin igerigi
artirilarak daha saglikli veya 6zel bir diyet {iriinii yapmak i¢in
degistirilebilir. Et iretimi i¢in hiicre kiiltiirlinde, siireci giive-
nilir ve verimli hale getirmek i¢in binlerce degisken kontrol
edilmelidir. Yapay et iiretimi i¢in uygulanan siire¢ iki asa-
mada ele alinmaktadir. Bunlardan ilki yani ¢cogalma agamasi
baslangi¢ hiicresinden maksimum hiicre sayisini elde etmeye
dayalidir. Farklilasma ve olgunlagma asamasi olarak bilinen
ikinci agama ise maksimum protein elde etmeye dayalidir.
Sonrasinda uydu hiicrelerin kok hiicre davranigini korumak
icin kok hiicre nisini miimkiin oldugunca yakin bir sekilde
yeniden olusturmak gerekmektedir (Langelaan ve ark.,
2010). Ayrica kiiltiir yiizeyinin kollajen IV gibi bazal memb-
rani1 taklit eden proteinlerle kaplanmasi, uydu hiicrelerinin ¢o-
galma hiz1 lizerinde etkiye sahiptir (Wilschut ve ark., 2010).
Yeterli hiicre iirettikten sonraki hedef onlari iskelet kas1 hiic-
relerine ayirmak ve maksimum protein iiretimine yani hipert-
rofiye ugratmaktir. Uydu hiicreleri i¢in bu siire¢ neredeyse

dogal olarak gerceklesmektedir. Sonrasinda hiicreler erken
evre iskelet kasi belirteclerini ifade etmeye baslayacaktir. Is-
kelet kasi hiicreleri de dahil olmak iizere ¢cogu mezenkimal
hiicre, bir kolajen veya kolajen/matrigel jeli ile siki bir lif
icinde gerilim olusturacaktir (Grinnell, 2000). Olusan statik
gerilim, biyo-yapay kas denilen kasin protein iiretimini mu-
azzam bir sekilde arttirmaktadir (Vandenburgh ve ark.,
1999). Kas dokusunun protein icerigi ve kalitesinin biiylik
kismini kasilma proteinleri olustursa da rengi ve tadi icin
onemli olan baska proteinler de vardir. Ozellikle miyoglobin
etin pembe renginden kismen sorumludur ve demirin 6nemli
bir tastyicist oldugu i¢in tadi da belirlemektedir. Miyoglobi-
nin transkripsiyonel regiilasyonu oldukca iyi anlagilmis olup,
MEF2 ve NFAT/kalsindrin transkripsiyonel aktivatorlerini
icermektedir (Kanatous ve Mammen, 2010). Kisacasi, etkili
bir iskelet kas1 hiicre kiiltiirii ve mevcut teknoloji ile miim-
kiindiir. Uriinii optimize etmek ve endiistriyel iiretimi sagla-
mak i¢in biyoreaktorler ve uygun tasarima ihtiyag¢ vardir ve
bugiine dek kaydedilen gelismeler kabul edilebilir bir et do-
kusunun taklit edilerek yapay etin iretilebilecegini goster-
mektedir. Dikkate alinmasi gereken 6nemli konular {iretim
stirecinin Ol¢eklenebilirligi, memeli hiicre/doku kiiltiirlerinin
kalite kontrolii, kiiltiirde sterilitenin korunmasi, kontaminas-
yon veya hastaligin 6nlenmesi ve kok hiicre donor hayvanla-
rinin kontrollii yetistirilmesidir. Bu teknik sorunlarin bir nok-
tada ¢oziilmesi ise muhtemeldir.

Hiicre biiylime ortarmi (bazal
ortam, serum ve hiicre sinyal

N 4
g

Farkhlagma ve olgunlagma
agamasi (doku perfiizyon
biyoreaktdrleri)

Biyopsi yoluyla kas kok
hiicrelerinin alinmasi \(

e K&k Hiicreler

\
)

E

Sekil 1. Yapay et iiretim siireci (Anonim’den modifiye edil-
mistir.)

Figure 1. The production process of artificial meat (Modified from
Anonymous source)

Tiiketime hazir
yapay et
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Hiicresel tarim, hayvan kurban etmeden kok hiicre ve doku
miihendisligi kullanarak tarimsal iiriinler ve yan tiriinler iiret-
meyi amaglayan agribiyoteknolojinin gelismekte olan bir
aragtirma alanidir (Post ve ark., 2020). Gilinlimiizde, in
vitro ¢iftlik hayvanlar1 miyogenezi i¢in kas kdk hiicrelerinin
kiiltiirii, pluripotent kdk hiicrelerin yonlendirilmis farklilas-
mas1 ve transgenezi kullanarak dogrudan yeniden program-
lama olmak iizere ti¢ farkli yaklasim mevcuttur (Ding ve ark.,
2017; Bogliotti ve ark., 2018; Choi ve ark., 2019). Su ana
kadar ¢cogu kiiltiirlii et iiretim siireci dncelikle in vitro kiiltiire
ve kas kok hiicrelerinin farklilagmasina odaklanmistir
(Kadim ve ark., 2015). Kas kok hiicreleri (uydu hiicreleri),
hareketsiz kok hiicreler, miyoblastlar ve soylart dahil olmak
tizere kas dokusunun yenilenmesinden sorumludurlar (Kuang
ve ark., 2007). Kas dokusu, fetal gelisim sirasinda paraksiyal
mezodermal progenitdr hiicrelerden olusur. Paraksiyal mezo-
derm, birkag biiyliime faktorii tarafindan diizenlenen sirali ge-
lisim siireci yoluyla miyoblastlara farklilagir. Miyoblastlar
hiicreden hiicreye fiizyon yoluyla kas dokusu olusturur ve
bunlarin bir kism1 miyofiber bazal laminanin altinda bulunur
ve dogum sonrasi donemde sessiz uydu hiicrelere doniisiir
(Chal ve Pourquié, 2017). Kas yaralanmast iizerine, hareket-
siz uydu hiicreleri aktive olur, miyoblastlara farklilasir ve kas
yenilenmesine katkida bulunur. Hiicrelerin farklilasmasi, ¢o-
galmasi ve uyarilmasinda pek ¢ok genin ifadesi 6nemli bir rol
istlenmektedir. Bu genlerin disinda ¢esitli vaskiiler ve noral
hiicre adezyon molekiilleri, integrinler de goérev almaktadir
(Asakura ve ark., 2007; Gayraud-Morel ve ark., 2007; Kuang
ve ark., 2007; Wang ve ark., 2014). Bagka bir deyisle, digsal
ve igsel regiilasyonlarin uyumu, kas kok hiicrelerinin kaderini
diizenlemektedir. Bu nedenle, in vitro olarak kas kok hiicre-
lerini korumak, kas kok hiicrelerinin destekleyici fizyolojik
ozellikleri in vivo taklit etmekle miimkiindiir. Burada da
hiicre dis1 matris (ECM) ve parakrin faktorleri dahil olmak
tizere pek ¢ok faktor devreye girmektedir. Ayrica, giivenilir
bir in vitro et iiretimi i¢in kas kok hiicre fizyolojisinin derin-
lemesine anlagilmasi gerekir. Kas kok hiicreleri, kas biyopsisi
yoluyla ve kesilen hayvanlardan izole edilebilir. Izole kas
kok hiicresinin verimi, donor hayvanlarin kosullari tarafindan
degistirildiginden, donér hayvan se¢iminden 6nce daha ve-
rimli bir uydu hiicre izolasyonu i¢in gesitli faktorler goz
oniinde bulundurulmalidir. Ornegin, hayvanlarin yasinin ve
kaslarin yerlesiminin elde edilen kas kok hiicrelerinin sayisini
etkiledigi ¢esitli tiirlerde kanitlanmistir (Gibson ve Schultz,
1983; Keefe ve ark., 2015). Ayrica, farkli kaslardan izole
edilen uydu hiicreleri, cesitli farklilagsma potansiyeli ve ¢o-
galma ozellikleri gostermektedir (Redshaw ve ark., 2010). Ek
olarak hayvanlarin cinsiyeti, kas kok hiicre bitylimesinde rol
oynayan baska bir faktordiir. Ostrojen ve testosteron gibi hor-
monlar ise kas kok hiicre biiyiimesini etkilemektedir (Day ve
ark., 2010; Abdollahi ve ark., 2011). Iskelet kas1, gesitli kok
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hiicre popiilasyonlarinin yani sira kas lifleri, bag dokular1 ve
stromal hiicrelerden olugsur. Kas kok hiicreleri kas lifleri tize-
rinde yer aldigindan, bu hiicrelerin bagarili izolasyonlari i¢in
kas dokusundan verimli bir gekilde ayrilmalari ¢ok énemli-
dir. Genel olarak tripsin, pronaz, dispaz ve kollajenaz gibi
proteazlar, makas ve et kiyma makinesi ile fiziksel ayrigsmay1
takiben kas kok hiicrelerinin saflagtirilmasi i¢in kullanilmak-
tadir. Enzimatik ayrigmadan sonra ise, lif pargalari, doku ar-
tiklar1 ve bag dokulari, daha sonraki islemler icin kas kok
hiicre igeren hiicrelerden ayrilmalidir. Boyut ve agirliktaki
farkliliklara dayali olarak, filtreleme ve diferansiyel santrifiij-
leme, kas kok hiicrelerini igeren tek ¢ekirdekli hiicre popiilas-
yonunu izole etmek igin standart yaklasimlardir. Genel ola-
rak, ayrigmis dokular bir hiicre siizgecinden veya 20 ila 40
um gozeneklere sahip naylon agdan siiziiliir, daha sonra ka-
lintilar1 ¢ikarmak igin yaklagsik 300 g'lik diistik bir g-kuvve-
tinde santriftijlenir (Choi ve ark., 2021). Diferansiyel santri-
fiijlemenin ortaya ¢ikan siipernatanti somatik hiicreler, kan
hiicreleri, stromal hiicreler ve kas kok hiicreleri gibi ¢esitli
hiicre tiplerini igerir. Bu nedenle, yiiksek oranda saflastiril-
mis bir kas kok hiicre popiilasyonu elde etmek i¢in ayrigsma
adimin1 takiben hiicre siniflandirmasi yapmak esastir
(Bischoff 1997; Mau ve ark., 2008). Farkli hiicre tiirlerinin
hiicre kiiltiirii plakasina yapismasi farkli zaman aldigindan,
bu biyolojik 6zelliklere dayali olarak hiicre zenginlestirme de
gergeklestirilebilir. Ayrismis kas dokusunun ¢esitli hiicre tip-
leri arasinda, kas kok hiicrelerinin hiicre kiiltiirii plakasina ya-
pismasi fibroblastlara ve epitel hiicrelerine gore daha uzun
stirer. Kiiltiir plakasia ekimden 40 ila 60 dakika sonra, sii-
pernatant hasat edilerek yiiksek oranda saflastirilmig bir kok
hiicre popiilasyonu elde edilebilir, ¢iinkii ¢ogu fibroblast ve
epitelyal hiicreler zaten kiiltiir plakasma eklenmis durumda-
dir (Richler ve Yaffe, 1970).

In vitro kas kok hiicre kiiltiirleri, ECM, sinyal molekiilleri
(hormonlar ve sitokinler), metabolitler ve fiziksel ortamlar
(sicaklik, pH ve nem) dahil olmak {izere in vivo kok hiicre
nislerini taklit ederck elde edilebilir. /n vivo olarak kas kok
hiicrelerini ¢evreleyen bu bilesenler, sentetik kimyasallar ve
yapay cihazlar kullanilarak in vitro olarak Ozetlenmistir. In
vitro kiiltlir ortami1 bliyiime ortami, hiicre substratlar1 ve ku-
lucka igermektedir. Hiicre substratlarinin temel rolii, kok hiic-
relerde integrin reseptoril aracili cogalma, canlilik ve hiicre-
sel yaslanmay1 etkileyen hiicreler i¢in yapisik bir yiizey sag-
lamaktir (Guilak ve ark., 2009). Kas kok hiicreleri i¢in, fibro-
nektin, laminin ve kollajen gibi g¢esitli ECM proteinleri, in
vitro hiicre kiiltlirleri i¢in de uygulanan in vivo fiziksel or-
tami saglamaktadir (Yin ve ark., 2013). Hiicre biiyiime or-
tamu genellikle bazal ortam, serum ve hiicre sinyal molekiil-
lerini igerir. Besinler (amino asitler, karbonhidratlar ve lipit-
ler), vitaminler, inorganik tuzlar ve eser mineraller gibi temel
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elementlerden olusan bazal ortam, hiicreler icin in vitro ¢6zii-
niir bir mikro ¢evre saglar. Bazal ortam, tipki in vivo viicut
sivilart gibi, pH ve ozmotik basincin tamponlanmasinda ve
ayrica hiicrelerin in vitro olarak beslenmesinde rol alir (Ham
1965; Guilbert ve Iscove, 1976). Serum, pihtilasmadan sonra
kalan ve ¢esitli protein kaynaklari, besinler ve biiylime fak-
torleri iceren kanin siv1 bilesenidir. Bu nedenle, bir hiicre kiil-
tiirii ortam1 takviyesi olarak yaygin olarak kullanilmakta-
dir. Kas kok hiicre kiiltiirlerinde fetal bovine serum (FBS) ve
at serumu (HS) yaygin olarak uygulanmaktadir. Yiiksek se-
rum konsantrasyonunda kiiltiirlendiginde kas kok hiicre bii-
ylimesinin kolaylastirildigi ve spontan miyojenik farklilas-
manin baskilandigi kanitlanmistir (Doumit ve Merkel 1992;
Wang ve ark., 2014; Shahini ve ark., 2018). Hormonlar ve
biiylime faktorlerinin yani sira besinler de hiicre biiylimesi ve
bakimi i¢in gereklidir. Bu nedenle, yukarida belirtilen bile-
senleri cesitli kombinasyonlarda kullanarak in vitro kiiltiirle-
rin  fizyolojik oOzelliklerini  diizenlemek miimkiindiir
(Machida ve ark., 2004). In vitro hiicre kiiltiirleri i¢in viicuda
benzer bir fiziksel ortam olusturmak temel bir kriterdir. Inkii-
batorler genellikle hiicresel homeostaz igin sabit bir sicaklik,
nem, CO, ve pH"1 korumak igin kullanilmaktadir. Kas kok
hiicrelerini kiiltiirlemek i¢in genel inkiibator ayarlari viicut si-
cakligina benzetilmektedir (Abdollahi ve ark., 2011; Urbani
ve ark., 2012).

Hiicrelerin Farklilasma ve Olgunlagma Asamast

Yapay et liretim prosesinin birinci agamasi (¢ogalma) hiicre
kiiltiirii kaplar1 ve siselerinde gergeklestirildikten sonra
tirtin hiicrenin ¢ogalmasina bagli olarak verimi arttirmak ve
kontrollii kosullar saglamak iizere biyoreaktorlere aktarilma-
lidir (Nienow, 2006). Ayrica farklilagma ve olgunlagma asa-
masinda 3 boyutlu doku yapilar (hiicre yiiklii yap iskeleleri)
yer aldigindan, doku perflizyon biyoreaktdrlerinin kullanil-
mas1 6nerilmektedir. Bu tiir biyoreaktorler, ortami ya siirekli
ya da siirekli olmayan bir sekilde iskele boyunca perfiize et-
mek i¢in bir pompalama sistemi kullanmaktadir (Gaspar ve
ark., 2012). Tam in vitro kas dokusu olusum siireci i¢in ge-
rekli olan yapr iskelesi malzemesi tiirii canli hiicrelerin in vivo
ortamini taklit eden ii¢ boyutlu (3B) bir yapidir - hiicre dist
matris (ECM). Bu malzeme mekanik destek saglar ve hatta
doku yapisiin potansiyel vaskiilarizasyonunu saglayabilir.
Bu nedenle iskele, hiicresel tarimin temel bilesenlerinden bi-
rini temsil eder. Iskele malzemeleri, hiicre baglanmasi ve bii-
ylimesi i¢in bir yiizey olusturarak hiicre geniglemesini ve
farklilasmasini destekleyen entegre bir ag saglar. Bu goze-
nekli ag, hiicre metabolik fonksiyonlarini siirdiirmek ve nek-
rozu Onlemek ic¢in oksijen ve besinlerin akiginin yani sira
atiklarin uzaklastirilmasina izin vererek orta difiizyonu en Ust
diizeye ¢ikarir. Yapay et i¢in 3D biyobaski teknolojisi ise uy-
gun bir biyomateryal olup ayni anda basilabilir ve basilan

hiicreler igin iskele gorevi goriir (Tuomisto ve Mattos, 2011;
Handral ve ark., 2020).

Ayrica yapay et iiretimini izlemek i¢in sensor sistemlerinin
uygulanmasi, kontrol ve kiiltiirleme siirecinin optimize edil-
mesine, ortam kullanimindan tasarruf edilmesine ve biitiin
icin genel maliyet azalmasina olanak saglayabileceginden, bu
biyolojik siire¢ iiretim dlgeginde son derece faydali olabilir.
Cevre parametrelerini, sicaklik, basing, akis hizi, viskozite ve
benzeri bilesenler olusturmaktadir. Ayrica biyolojik ve kim-
yasal 6zellikler de (biiylime orani, biyokiitle, hiicre hiicrelerin
ve ortamin morfolojisi, canliligl, besin maddelerinin ve me-
tabolitlerin konsantrasyonu) bu sekilde takip edilebilmekte-
dir. Ornegin ortamim pH’s1 takip edilerek hiicre biiyiime hizi
ve metabolizmasi ile ilgili bilgiler edinilebilir. Cilinkii hayvan
hiicre kiiltiirii icin en uygun pH ~7,4'tiir. Optimumdan 0,1 pH
birimindeki kii¢iik bir degisiklik bile hiicre canlilig1 ve bii-
ylime hiz1 {izerinde asir1 bir etkiye sahip olabilir. Biyoreak-
torlerde pH tipik olarak elektrokimyasal ve optik sensorler
kullanilarak izlenir (Beutel ve Henkel 2011; O’Mara ve ark.,
2018). pH’1n yani sira O, ve CO,’de yukarida belirtildigi gibi
tiim hiicre kiltiirii prosesleri i¢in ¢cok 6nemli parametreler ol-
dugundan biyorektorler igine entegre edilmektedir (Potyrailo
ve ark., 2011). Geleneksel et endiistrisi, farkl et tiirlerinin ka-
lite ve gilivenlik degerlendirmesi icin ¢esitli sensor teknikleri
uygulamaktadir. Bundan dolay1 sensorlerin diizenli bakimi,
ylizeylerinin sterilizasyonu biiyiik 6nem tagimaktadir.

Goriintiileme sisteminin kullanilmasi ise, hiicre kiltiirii hak-
kinda canlilik, canli hiicre yogunlugu, toplam hiicre yogun-
lugu, hiicre saglig1 ve hiicresel fenotip (morfoloji ile ilgili)
gibi ¢ok cesitli verilerin toplanmasini saglar (Jensen 2013;
Cole 2014; Shen ve ark., 2018).

Yapay Etin Pazar Kabul Edilebilirligi, Uygulanan
Yonetmelikler ve Gelecegi

Yapay etin farkli bi¢imleri, dogasi ve uygulanan teknolojiler
ticari uygulamalari agisindan hem engeller hem de avantajlar
icermektedir. Avantajlar ve dezavantajlar1 Tablo 2 ve 3’te
gosterilmistir. Genel itibariyle avantajlar1 ve dezavantajlari
konusunda bilim camiasinda fikir birligi olugsmamistir (Fer-
nandes ve ark., 2021). Ureticiler agisindan ise iiriinler, seri
iiretim ve pazarin 6nemli bir boliimiinii tedarik edebilecek ka-
pasiteye sahip olmalidir. Ciinkii her iiriin ideal olarak, kuru-
lum maliyetlerini ve sektor igin ilk riski azaltacak sekilde ha-
reket eden mevcut altyapida smirh degisiklikle tiretilebilir.
Tiiketicilerin, asina olduklar1 mevcut bir iirline benzer bir
Uriind satin alma olasiliklar1 daha yiiksektir. Bu nedenle, sa-
tisa sunulmusg bir yapay etin geleneksel et ile rekabet edebil-
mesi ac¢isindan goriiniim ve tat basta olmak {izere tiiketicilerin
zihnindeki konumu yakindan taklit etmesi veya yeniden olus-
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turmasi gerekir (Verbeke ve ark., 2010). Bundan dolay1 ya-
pay et i¢in en 6nemli engel tiiketici tarafindan kabul edilebi-
lirliktir. Kullanilan hiicre kiiltiirii yaklasimlari in vitro et ge-
listirmenin ilk agamalarindadir ve teknolojinin ticari olarak
sunulmast en az 10-20 yil uzaktadir (Mattick ve Allenby,
2013). Bu teknolojinin gergeklestirilmesi i¢in hiikiimet ve sa-
nayi is birlikleri tarafindan 6nemli taahhiitler ve yatirimlar
gerekmektedir. Ciinkii rnegin, insan tiiketimi i¢in yapilan ilk
in vitro burgerin iiretim maliyeti 335 000 USD'dir. Ek olarak,
in vitro et isletmesi, bir dizi test edilmemis teknolojiye sahip
tamamen yeni tip bir liretim tesisinin ingasini gerektirecektir.

Review Article

Bu, ticari kuruluslar i¢in 6nemli bir risk teskil etmektedir an-
cak in vitro etin piyasaya ¢ikmasi durumunda tiiketici tepki-
lerinin olumlu oldugu ve firiine ilgi duyuldugu anlasilmistir
(Goodwin ve Shoulders, 2013). Bir baska konu ise klonlan-
mis hayvanlardan elde edilen gida irlinleri, ABD'de insan tii-
ketimi i¢in glivenli kabul edilirken, Avrupa Birligi'nde yasak-
lanmistir. Ayrica klonlama islemi hala nispeten pahalidir
(Verzijden ve Lawyers, 2012).

Tablo 2. Yapay etin avantajlar1 (Bhat ve ark., 2015; Bonny ve ark., 2015; Joshi ve Kumar 2015; Kumar ve ark., 2017; Van
Eenennaam, 2017; Gaydhane ve ark., 2018)

Table 2. The advantages of artificial meat (Bhat ve ark., 2015; Bonny ve ark., 2015; Joshi ve Kumar 2015; Kumar ve ark., 2017; Van
Eenennaam, 2017; Gaydhane ve ark., 2018)

Tasarim saghkhdir

Yapay eti saglikli hale getirmek i¢in kiiltiir ortami, yag asidi ve besinlerin bilesimi de-
gistirilebilir. Ornegin, zararl yaglar1 omega-3 gibi saglikli yaglarla degistirmek kardi-
yovaskiiler hastaliklar1 6nleyebilir.

Hazh iiretim

Yapay etin kiiltiirlenmesi sadece birkag hafta siirer.

Kaynak kullammminda azalma,
cevre dostu

Yapay et iiretimi sera gazi emisyonunu, enerji kullanimini, toprak ve su kullanimini
azaltabilir.

Agaclandirma ve vahsi yasam

Arazi kullamimindaki azalma, arazinin yeniden agaglandirilmasi ve nesli tiikenmekte
olan tiirlerin restorasyonunu saglar.

Egzotik etin mevcudiyeti

Yapay et iiretimi i¢in hayvanin kok hiicrelerine ihtiya¢ duyuldugundan, nesli tiikken-
mekte olan hayvanlardan alinan hiicreler veya hatta soyu tiikkenmis hayvan hiicresi or-
nekleri egzotik et iiretmek i¢in kullanilabilir.

Vegan et

Ahlaki ve saglik sorunlar1 nedeniyle vejetaryen olan insanlar, hayvanlar dliiriilmeden
iiretilebilidigi i¢in yapay et yiyebilirler.

Tablo 3. Yapay etin dezavantajlar1 (Aydin, 2021)

Table 3. The disadvantages of artificial meat (Aydin, 2021)

Kisisel endiseler

Biiyiik dlclide dogal olmama ve dogal lezzetin elde edilemeyecegi endisesi.

Uretim siirecinin kontrolii

Geleneksel et anatomik olarak gesitli kaslar1 icermektedir, bu baglamda kok hiicreler
veya kas hiicreleri ile kas liflerini yeniden iiretmek oldukea titizlik gerektirmektedir.

Obezite sorunu

Uretilen etin geleneksel etten daha ucuz ve seri iiretilmesinin daha kolay oldugu kant-
land1g1 takdirde bazi arastirmacilar bunun asir tiiketimi tesvik edebilecegini ve obezite
ilgili sorunlar artirabilecegini diigiinmektedir.

Toplumsal sorunlar

Gegim kaynaklarina yonelik potansiyel bir tehdit olabilecegi diisliniilmektedir.

Cevresel problemler

Ekolojik dengenin bozulabilecegi gibi varsayimlar sdz konusudur.

Etik kaygilar

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hayvanlardan elde edilen serumlarin tercih edilmesi tiike-
tim esnasinda beslenme se¢imine gore kisisel bir segim olmakla birlikte serumlarin elde
edilmesinde seri iiretim ile birlikte daha ¢ok hayvana zarar verilme ihtimalinin olugmasi.
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Geleneksel et ve yapay etin mevcut diizenleme gerceveleri
karsilastirildiginda ise dikkate deger benzerlikler oldugu goz-
lemlenebilmektedir. Bunlarin basinda hem hazirlik hem de
paketleme asamalarinda (yapay et i¢in paketleme asamasi he-
niiz gerceklesmemis olsa da) her iki kategori i¢in de gida gii-
venligi kriterleri ve hijyen kurallarinin yerine getirilmesi ge-
rekmektedir. Ayrica lilkeler ve kitalar bazinda gida iizerine
diizenleyici farkliliklar goriilmektedir. Ozellikle gelismis iil-
kelerde tiiketiciler, herhangi bir hayvanin insan gidasi iireti-
minde kullanilmasi konusuna karst durumdadir (Croney ve
ark., 2012). Ayrica artan insan niifusu ile birlikte et talebi gi-
derek artmakta, mevcut kaynaklar yasanan iklim krizinin et-
kisi ile hizla azalmakta ve diizenleyici ortam daha karmagik
hale gelmektedir. Tiim bu kosullar altinda geleneksel et iire-
timinin daha yiiksek maliyetlere maruz kalmasi yani etin daha
pahali hale gelmesi muhtemeldir. Geleneksel etin fiyati art-
tik¢a ucuz alternatiflere olan talebin artacagi dngoriilmekte-
dir. In vitro kiiltiirlenmis etler pazara girmeden 6nce asilmasi
gereken hala 6nemli teknolojik ve/veya diizenleyici engellere
sahiptir. Bazi bilim adamlari, {iriiniin asla ticarilesmeyecegini
iddia ederken, digerleri et endiistrisinde devrim yaratacagini
iddia etmektedir (Chiles, 2013). Ayrica gelecek yillarda gele-
neksel et tiretiminin kalitesi, hayvan refahi ve siirdiiriilebilir-
lik tizerine iyilestirmeler yapilmasi ya da agroekolojik {iriin-
lere ilgi duyan tiiketicilerin, bu sistemlerin ¢iktilarina ilgi du-
yarak et tiiketimini azaltmalar1 ve alternatif protein kaynak-
lar1 alimlarin1 artirmalar1 da muhtemeldir. Tiim bu olasiliklar
ve tekniklerin ortaya ¢ikmasi ve iyilestirilmesi halinde farkli
sektorlere hitap eden, rekabet ortaminin arttig1 farkl iiriin ve
iirlin gruplarindan olusan karmasik bir pazarin ortaya cika-
cag1 ongoriilmekdir (Bonny ve ark., 2015).

Sonuc¢

Sonug olarak geleneksel et endiistrisi degisen bir pazarla kars1
karstyadir. Farkl tliketici gruplari, mevcut et iiretim uygula-
malarinda cesitli degisiklikler talep etmektedir ve bu baski-
lardan herhangi birinin gz ardi edilmesinin sektor i¢in zararl
olacag1 disiiniilmektedir. Yapay et teknolojileri, canli bir
hayvandan biyopsi alinarak ve bu kas par¢asinin, gogalma ye-
tenegine sahip olan, doniistiirebilen kok hiicreler araciliiyla
besin ve biiyiime faktorlerinin saglandig1 uygun bir kiiltiir or-
taminda tiretilmektedir. Bu siire¢ boyunca hiicreler, laboratu-
varda yetistirilen etin gelisimini saglamak i¢in uygun kosul-
larda tutulmaktadir. Dolayisiyla tiiketicilerin g¢evresel siirdii-
riilebilirlik, saglik sorunlar ve hayvan refah1 gibi degisen ta-
leplerini karsilamak igin ¢i1g1r agan teknikler ve teknolojiler
kullanmaktadir. Yine de bu iiriinlerin pazara genis 0l¢ekte gi-
rebilmesi igin asilmasi gereken bazi engeller mevcuttur. Ge-
lecekte pazara en uygun iiriinler diger tiriinleri geride biraka-
cak ve et endiistrisinin gelecegini belirleyecektir. Hayvanla-

rin kullanildig1 geleneksel et iiretiminin ise yapay etin getir-
digi baz1 endigeler ve dezavantajlar sebebiyle tamamen orta-
dan kaldirilmasinin pek olasi olmadigi diistiniilmektedir. An-
cak piyasanin iyilestirmeye gitmesi ise kag¢inilmazdir.

Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar ¢atismasi: Yazarlar bu yazi i¢in gergek, potansiyel veya al-
gilanan ¢ikar ¢atigsmasi olmadigini beyan etmislerdir.

Etik izin: Arastirma niteligi bakimindan etik izne tabii degildir.
Finansal destek: -

Tesekkiir: -

Agiklama: -
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