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Oz

Amag: Akdeniz Havzasi'na 6zgii bir bitki tiirii olan enginar (Cynara cardunculus var. scolymus L.) Akdeniz
diyetinin dnemli bir bileseni olup, zengin iniilin, diyet lif, biyoaktif bilesik ve mineral madde igerigine sahiptir.
Bitkinin tiiketilen kismu etli ¢igek tablasi olup (toplam biyokiitlenin yalnizca %15-20’si kadar1) enginar yan
tirtinleri olarak isimlendirilen geri kalan %80-851ik boliimii (yapraklar, ¢igek sap1 ve brakte yapraklar) evsel,
endiistriyel ve tarimsal atik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Saglik agisindan yararlari kanitlanmis enginar bitkisinin
biiylik boliimiinii olusturan bu degerli atigin, potansiyel bir kaynak olarak yeniden gida sanayisinde
degerlendirme olanaginin arastirilmasi 6nem arz etmektedir. Calismada enginar yan tirlinlerinin fonksiyonel
bilesen olarak biskiivi tiretimine dahil edilmesi ve elde edilen tiriinlerin fizikokimyasal, duyusal ve fonksiyonel
Ozelliklerinin karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Materyal ve yontem: Bu kapsamda, enginar yan {irlinleri (¢igek sap1 ve brakte yapraklar) liyofilize edilerek
enginar unu (EU) haline getirilmistir. Elde edilen EU sirastyla; %0, 1, 5, 10 ve 20 ikame oranlarinda bugday
unu ile yer degistirerek biskiivi liretiminde kullanmilmistir. Biskiivilerin toplam fenolik madde miktar1 (TFM)
Folin-Ciocalteu yontemine gore, antioksidan kapasiteleri ise CUPRAC ve FRAP yontemleri kullanilarak
belirlenmistir.

Tartisma ve sonug: Enginar unu katkili biskiivilerin fiziksel 6zelliklerinde (en, ¢ap, yayilim orani) herhangi
bir degisim gozlenmezken, katki oraninin artigina bagl olarak renk koyulagmistir. Biskiivilerin toplam fenolik
madde ve antioksidan kapasite iceriklerinde ise katki oranma gdre dogrusal artislar tespit edilmistir. Duyusal
analiz sonuglarina gore EU ile zenginlestirilen tiim biskiivilerin kabul edilebilir oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak, daha saglikli gidalar1 talep eden tiiketicilerin ihtiyaglari dogrultusunda, atik olarak nitelendirilen
enginar yan iiriinlerinin, fonksiyonel biskiivi iiretiminde etkin bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Enginar (Cynara scolymus L.) unu; biskiivi; antioksidan kapasite; fonksiyonel 6zellikler
Abstract

Objective: Artichoke (Cynara cardunculus var. scolymus L.), a plant species native to the Mediterranean
Basin, is an important component of the Mediterranean diet and has rich inulin, dietary fibre, bioactive
compounds, and mineral content. The consumed part of the plant is the fleshy flower receptacle (only 15-20%
of the total biomass) and the remaining 80-85%, which is called artichoke by-products (leaves, flower stalk
and barracked leaves) emerges as domestic, industrial, and agricultural waste. This waste constitutes the

Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii tarafindan yaymlanmistir.
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majority of the artichoke plant and it has proven health benefits. Therefore, it is important to investigate the
possibility of reusing it as a potential resource in the food industry. In the study, it was aimed to use artichoke
by-products as a functional component in cookie production and to compare the physicochemical, sensory and
functional properties of the products obtained.

Materials and methods: Artichoke flour (EU) was produced using lyophilized of artichoke by-products
(flower stem and barracked leaves). EUs were used to replace wheat flour in the cookie formulation at the
levels of 0, 1, 5, 10 and 20% (w/w). Total phenolic content (TFM) was analysed using Folin—Ciocalteu assay,
and antioxidant capacities were assessed by CUPRAC and FRAP methods.

Results and conclusion: While no change was observed in the physical properties (width, diameter, spread
rate) of the artichoke flour added cookies, the colour became darker depending on the increase in the additive
ratio. Linear increases were determined in the total phenolic contents and antioxidant capacity contents of the
cookies according to the additive ratio. According to the sensory analysis results, it was determined that all
cookies enriched with EU were acceptable. As a result, it has been shown that artichoke by-products, which
are classified as waste, can be used effectively in the production of functional cookies, in line with the needs
of consumers who increasingly demand healthier food.

Keywords: Artichoke (Cynara scolymus L.) flour; cookie; antioxidant capacity; functional properties

Enginar yan tiriinleri ile zenginlestirilmis biskiivilerin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerinin degerlendirilmesi
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1. Giris

Enginar (Cynara cardunculus var. scolymus L.),
Asteraceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitki
tiriidiir. Enginar bitkisinin tiiketilen kismim
cicegin kapitulum (bascik) bolgesindeki etli cicek
tablas1t olusturmaktadir. Bu bitki eski Misirlilar,
Yunanlilar ve Romalilar tarafindan hem gida
olarak hem de ¢esitli hastaliklarin tedavisinde tibbi
amacli olarak kullanmilmistir. Saglik acisindan
enginarin hipokolesterolemik (Silva de Costa vd.,
2009; Ceccarelli vd., 2010; Pandino vd., 2012;
Pereira vd.,, 2013; Fratianni vd., 2014),
antiinflamatuar (Lattanzio vd., 2009; Garbetta vd.,
2014), antikanserojenik (Mabeau vd., 2007; Shukla
vd., 2010; Soto vd., 2014; Zuorro vd., 2014) ve
antidispeptik (Marakis vd., 2002) gibi etkileri
kanitlanan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Glinlimiizde de iyi duyusal ozellikleri ve saglik
yoniinden olumlu faydalar1 nedeniyle 6zellikle de
Akdeniz bolgesi iilkelerinin giinliik diyetinde
enginarin énemli bir yeri bulunmaktadir (Sharara
ve Ghoneim, 2011). Diinya genelinde 2020 yilinda
enginar  Uretimi  1.516.955 ton  olarak
gergeklesmistir. Ulkeler bazinda
degerlendirildiginde ilk bes siray1 iiretim miktar1
bakimindan sirastyla, italya (367.080 ton), Misir
(308.844 ton), Ispanya (196.970 ton) ve Cezayir
(126.762 ton) paylasmaktadir. Ulkemiz ise enginar
iiretiminde 39.280 ton ile diinyada 10. sirada yer
almaktadir (FAO, 2022).

Enginar, polifenol igerigi ve biyoaktif bilesikler
nedeniyle yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
sebzelerden biri olarak kabul edilmekte ve ayni
zamanda ¢6ziiniir bir lif olan iniilin gibi 6nemli bir
fruktooligosakkarit icermektedir (Noriega-
Rodriguez vd., 2020). Bu bilesikler, insan saglig1
acisindan olduk¢a onemli faydalar saglamaktadir.
Birgok calismada enginarlarda bulunan polifenolik
bilesiklerin hem antioksidan kapasiteleri hem de
saglik  koruyucu potansiyeli  gosterilmistir
(Lattanzio vd., 2009; Ceccarelli vd., 2010; Pandino
vd., 2012; Pereira vd., 2013; Garbetta vd., 2014).

Cigek sapi ile birlikte hasat edilen basin sadece
cigek tablasi taze tiikketim ve konserve sanayi igin
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kalan kisimlar
(cicek sap1 ve brakteler) toprak iistii biyokiitlenin
%80-85’ini olugturmaktadir ve bu biiyiik miktar
1skartaya ¢ikartilarak kullanilmadan atilmaktadir
(Pandino vd., 2012; Noriega-Rodriguez vd., 2020).
Bir ¢alismada, enginar atiklarindan (brakte ve
cicek sap1) polifenolik antioksidanlarin hafif
ekstraksiyon  islemleriyle  elde  edilmesi
amaglanmis ve 40°C, %75 etanol ve 10 dakikalik
reaksiyonda elde edilen sonuglarin en iyi oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda ¢alismada enginar

atik oziitiiniin Caco-2 (insan Kolorektal kanser
hiicre hatt1) ve MCF-7 (Insan meme kanseri hiicre
hatt1) hiicreleri tizerinde iyi bir anti-proliferatif
potansiyel etki sundugu gosterilmistir (Soto-
Maldonado vd, 2020). Baska bir ¢alismada, C.
cardunculus var. scolymus ve C. cardunculus var.
ferocissima  (Madeira  cardoon) tiirlerinin
metanolik ekstrakt ve toz formlarinin fenolik
bilesimini karsilagtirmak ve sinarin, luteolin,
apigenin  ve  quercetin  igerigi  yOnilyle
degerlendirmek amaglanmistir. Calisma sonuglari,
enginar iceren {rilinlerin yiiksek bir radikal
stiplirticii etki gosterdigini, Madeira cardoon'dan
elde edilen ekstraktin ise bu yonlerden zayif
kaldigin1  kanitlamigtir (Gouveia ve Castilho,
2012). Atik ekstraktlarmin gida takviyesi olarak
kullanilmasinin yani1 sira bu atiklarin  ekmek
yapimina ilave edilmesinin olumlu etkilerini
gosteren sinirli sayida c¢alisma mevcuttur. Frutos
vd. (2008) tarafindan enginar brakte ve sap
kiispesinin % 3, 6, 9 ve 12 oranlarinda bugday
ekmegine ilavesiyle elde edilen ekmeklerde renk,
0zgiil hacim, nem, doku ve duyusal ozellikleri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
%9'un tizerindeki enginar lifinin eklenmesi ekmek
dokusunu 6nemli 6lglide degistirmistir. Enginar
iceren ekmekler daha yiiksek lif igerigine sahip
olmus ve duyusal panel tarafindan kabul edilebilir
olarak degerlendirilmistir. Bagka bir ¢alismada ise
enginar sapi tozu, sirastyla %0, %2,5, %5, %7,5 ve
%10 oranlarinda ekmek yapiminda kullanilmistir.
Enginar sap1 ilavesi ile ekmeklerde tekstiir ve
goriinimde degisimler, daha koyu renkli i¢ ve daha
yogun koku go6zlemlenmis ayni zamanda
ekmeklerin toplam fenol igerigi onemli olgiide
artmistir. Duyusal testte, en kabul edilebilir oranlar
olarak %7,5 ve %10 oranlart belirlenmistir
(Boubaker vd., 2016).

Tiiketicilerin saglikli beslenmeye olan ilgisinin
artmasi ile gidalarin fonksiyonellestirilmesi, daha
saglikl hale getirilmesi uygulamalar1 giin gectikce
artmaktadir. Fonksiyonel gidalar {iretilirken;
zenginlestirme, yerine koyma ve giiclendirme
olmak tizere 3 farkli sekilde gidalardaki besin
ogeleri artirilmaktadir (Ozer ve Giiner, 2008).
Zenginlestirme kavrami, gidada dogal olarak
bulunan veya bulunmayan bir besin maddesinin
uygulanan prosesler sonucunda kaybedilen
kisminin veya daha fazlasimnin yerine koyulmasi
olarak tanimlanabilir (Aslan ve K&ksel, 2003). Bu
amacla  zenginlestirilecek  gidalarin  tiiketici
tarafindan siklikla tiiketilen gidalar olmasina
dikkat edilmektedir. Bu gidalarin basinda ekmek,
eriste, tarhana, biskiivi, kek, kurabiye, kraker vb.
unlu mamuller gelmektedir (Rupasinghe vd., 2008;
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Adegunwa vd., 2012; Giil vd., 2013; Gé¢men vd.,
2019; Ince ve Cagindi, 2020; Diilger Altiner vd.,
2021; Ilter Erilmez, 2021).

Biskiiviler, diinya capinda en yaygin tiiketilen
atistirmaliklardan biridir ve yiiksek doymus yag
girdisi, rafine edilmis polisakkaritler nedeniyle
ozellikle cocuklarda obezite oranindaki artigla siki
bir sekilde baglantilidir. Bu tiriinlerdeki kompleks
karbonhidrat icerigine ana katki, bugday unudur.
Bugday ununun daha yiiksek besin kalitesine sahip
unlarla kismi ikamesi, 6zellikle kii¢lik ¢ocuklarda
bu atistirmaliklarin  asir1  kilo ve obezite
problemlerindeki etkisini azaltabilir (Diaz vd.,
2019). Bu anlamda, besleyici degeri artirilmis ve
yeterli renk, doku ve kabul edilebilirlik
Ozelliklerine sahip biskiivilerin elde edilmesini
saglayan geleneksel olmayan unlar kullanilarak,
bugday ununun kismi ikamesi {izerine yapilacak
caligmalar biiyiik 6nem arz etmektedir. Literatiirde
atik yan {iriinlerin alternatif kullanim olanaklarinin
arastirildigi yumurta kabugu tozu katkili kurabiye
(Zerek, 2021); badem i¢ kabugu tozu ilaveli
biskiivi (Sardogan, 2016); visne, nar ve kayisi
cekirdegi tozu ilaveli kek (Tuna, 2015); {iziim
cekirdegi unu ilaveli kurabiye (Acun ve Giil, 2014)
gibi birgok unlu mamullerle yapilan ¢alisma yer
almaktadir. Bu c¢alismalardan ¢ikartilan ortak
sonuglara gore; gida endiistrisi tarafindan atik
olarak nitelendirilen bircok hammaddenin uygun
formlara (un veya ekstrakt) donistiiriilerek unlu

mamullerin zenginlestirilmesi amaciyla
kullanilabilecegi yoniindedir.
Enginar atiklarmin gida sanayisinde

degerlendirmesi ile ilgili kisitli sayida arastirma var
iken bu degerli atifin biskiivi iiretiminde
kullanimina yonelik bir caligmaya
rastlanilamamigtir. Buradan yola c¢ikilarak, bu
calismanin amaci, olduk¢a zengin bir icerige sahip
enginar bitkisinin atik kisimlarindan un elde
edilmesi ve bu hammaddenin bugday ununun kismi
ikamesi ile besinsel olarak gelistirilmis ve duyusal
olarak kabul edilebilir biskiivi formiile etmektir.
Bdylece herkes tarafindan sevilerek tiiketilen bir
gida maddesi olan biskiivinin besleyici degerinin
yiikseltilmesi ve sektore fonksiyonel ozelliklere
sahip yeni alternatif bir {riin kazandirilmasi
hedeflenmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal

Calisgmada kullanilacak atik enginarlar (Cynara
cardunculus var. scolymus L. cv. Bayrampasa)
iireticiden temin edilmistir. Orneklerin brakte ve
sap kisimlarindan hasarli ve hastalikli olanlar
ayiklanmis, saglam ve kullanilabilecek o6zellikte

olanlar 2 kere distile su ile yikanarak, 3 giin siire ile
liyofilize (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Almanya) edilmistir. Liyofilize edilen
ornekler sap ve brakte yapraklar olarak degirmen
tipi ogiitiicii (Arzum, Tirkiye) kullanilarak ayri
ayrt un haline getirilmis, 212 pm gdzenek ¢aplh
elekten gecirilerek ve esit oranda karistirtlarak
analizlerde ve biskiivi iiretiminde kullanilmak
lizere hazirlanmustir.

2.2, Yontem
2.2.1. Biskiivi iiretimi

Biskiivi tiretiminde AACCI Metot No: 10.54.01
uygulanmistir (Anonim, 1999). Enginar unu katkilt
biskiivilerde bugday unu sirasiyla  kendi
agirhiginin; %1, %5, %10 ve %20 ikame
oranlarinda enginar unlar ile yer degistirerek
kullanilmistir. Enginar unu ilave edilmeksizin
kontrol 6rnekleri de tiretilmistir. Kullanilan biskiivi
formiilasyonu Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Biskiivi formiilasyonu

Bilesenler! Oran (%)
un? 100, 99, 95, 90, 80
Enginar unu 0,1,5, 10,20
Sakkaroz 32
Esmer seker 10
Yagsiz siit tozu 1,0
Tuz 1,25
Sodyum bikarbonat 1,0
Shortening 40
Yiiksek fruktozlu misir

1,5
surubu
Amonyum bikarbonat 0,5
Deiyonize su Farinograf analizi ile

Bilesenler 21 +1<C; 2 %14 rutubet esasina gére

Un ve amonyum bikarbonat disindaki diger kuru
bilesenler bir kapta iyice karistirilmig ve hazirlanan
bu kuru karisim ile yag, mikserin haznesine
aktarilip her 1 dakikada bir siyirma islemi
yapilarak toplam 3 dakika karistirilmak suretiyle
krema elde edilmistir. Ayr1 bir kapta su, yiiksek
fruktozlu misir surubu ve amonyum bikarbonat ile
hazirlanan sivi karisim kremaya eklenerek ve her
15 saniyede bir styirma islemi yapilarak toplam 1
dakika karigtirllmistir. Bu karigima, un ilave edilip
her 10 saniyede bir siyirma islemi yapilarak toplam
30 saniye karistirma sonucunda biskiivi hamuru
elde edilmistir. Hamur mikserin haznesinden
almarak esit pargalara bdliinerek ve her birine
oblong sekil verilerek tepsiye yerlestirilmistir.
Oklava ile tizerinden 1 kez ileri ve 1 kez geri
gegcilerek hamur agildiktan (6 mm yiikseklik) sonra
kalipla (60 mm c¢ap) sekil verilmistir.
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170+2°C°deki firinda (Inoksan FKE 006, TR) 11
dakika pisirilmistir.

2.2.2. Fiziko-kimyasal analizler

Un ve biskiivi 6rneklerinin nem ve titre edilebilir
asitlik (TEA-sitrik asit cinsinden) degerleri
sirastyla, Anonim (1990) (AOAC Metot
No0:925.40) ve  Anonim (2007)’e  gore
belirlenmistir. pH Ol¢iimleri dijital pH metre
(Hanna 210, Germany) yardimiyla
gergeklestirilmistir.

Un ve biskiivi o6rneklerinin renkleri Minolta CM
3600d model renk olgiim cihaz1 kullanilarak
belirlenmistir. CIE Renk Degerleri (L*, a*,
b*)’nden olusan ti¢lii skalada L*=100 beyaz, L*=0
siyah; yiiksek pozitif a* kirmizi, yiiksek negatif a*
yesil; yiiksek pozitif b* sar1 ve yliksek negatif b*
mavi olarak degerlendirilmistir.

Uretilen biskiivilerde fiziksel 6zelliklerden cap ve
kalinlik, AACCI Metot No.10.54 (Anonim,
1999)’a gore, kumpas kullanilarak belirlenmistir.
Biskiivilerin yayilma orani, her biskiivi i¢in ¢apin
kalinliga orani hesaplanarak tespit edilmistir
(Anonim, 1995).

2.2.3. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

Un ve biskiivi ornekleri toplam fenol miktar1 ve
antioksidan analizlerinde kullanilmak iizere Vitali
vd. (2009) tarafindan uygulanan prosediir modifiye
edilerek ekstraksiyonlar hazirlanmigtir. Bu amagla,
2,0 g Ornek tartilarak lizerine 20 mL %371k
HClI/metanol/su (1:80:10 v/v) ¢ozeltisi eklenmistir.
Tiipler doner ¢alkalayici (JB50-D, Shanghai, Cin)
ile 250 rpm 20°C’de 2 saat boyunca calkalama
islemine birakilmistir. Daha sonra 4°C’de 10
dakika 3500 rpm'de santrifiij (Sigma 3K 30,
Almanya) edilmistir. Islem sonucunda tiipteki
berrak iist faz (supertant) farkli bir tiipe ayrilip -
16°C’de analiz edilinceye kadar muhafaza
edilmistir.

2.2.4. Toplam fenolik madde (TFM) miktarimin
belirlenmesi

Un ve biskiivi oOrneklerinin icerdigi TFM
miktarinin belirlenmesi amaciyla Folin-Ciocalteu
kolorimetrik metodu, Naczk ve Shahidi (2004)’nin
belirttigi yonteme gore tespit edilmistir. 750 nm
dalga boyunda spektrofotometrik (Optizen marka
3220 UV-Mecasys) okuma yapilmistir. Sonuglar
100 g taze agirlik (TA) basina mg gallik asit
esdegerleri (GAE) olarak hesaplanmustir. Analizler
ticer tekrarl gergeklestirilmis ve + Standart Sapma
Degerleri (SD) verilmistir.

2.2.5. Antioksidan kapasite

Un ve biskiivi Orneklerinin  antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi amaciyla CUPRAC
(Kuprik indirgeyici antioksidan kapasite) Apak vd.
(2004) ve FRAP (Ferrik iyonu indirgeme
antioksidan giicii) Sun vd. (2017)’ne gore
uygulanmustir.

CUPRAC: 1,0x102 M Bakir(IDkloriir ¢dzeltisi,
7,5%10° M neokuproin ¢ozeltisi, 1 M amonyum
asetat tampon ¢ozeltilerinin her birinden 1’er mL
ile x mL 6rnek ekstrakti ve (4-x) mL damitik su, bir
deney tiipline konulmustur. Karanlik ortamda 30
dakika bekletildikten sonra, spektrofotometrede
450 nm’de kor Ornege kars1 absorbans degerleri
okunmustur.

FRAP: 250 mL TPTZ, 250 ml FeCls ve 62,5 ml
asetat buffer c¢ozeltileri karistirildiktan sonra
37°C’de su banyosunda 1sitilarak FRAP soliisyonu
hazirlanmigtir. x mL 6rnek, (4-x) mL saf su ve 3
mL hazirlanan FRAP ¢ozeltisi deney tiipiinde
karigtirillarak  37°C’del5 dk su banyosunda
bekletilmistir. Siire sonunda spektrofotometrede
(Optizen marka 3220 UV-Mecasys) 595 nm’de kor
ornege kars1 absorbans degerleri okunmustur.

Her iki antioksidan kapasite analizleri 3 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmis ve sonuglar hesaplanirken
hazirlanan kalibrasyon denklemi kullanilarak g
taze agirlik bagina (TA) umol troloks esdegeri (TE)
olarak hesaplanmustir.

2.2.6. Duyusal analiz

Duyusal degerlendirmeler duyusal kalite kriterleri
iceren form iizerinden 1-9 hedonik skalasina (en
cok begenilen biskiiviye 9 puan, en az begenilene
ise 1 puan) gore yapilmistir. Duyusal analiz, 15-50
yaslari arasindaki 30 kisi  tarafindan
gerceklestirilmistir. Panelistler birbirinden
etkilenmeyecek sekilde, aydinlik ve dis etkenlere
kapal1 bir ortamda puanlama yapmistir. Biskiiviler
renk, lezzet/tat, goriiniis, gevreklik, agizda
dagilma, koku ve genel kabul edilebilirlik olmak
lizere 6  Ozellikten degerlendirmeye  tabi
tutulmustur.

2.2.7. istatistiksel analiz

Istatistik analiz SPSS  (23.0) kullamlarak
yapilmistir. Ornekler aras1 farkliliklar p<0,05
onemlilik diizeyinde test edilmis ve ortalama
degerler arasindaki farkliliklar TUKEY ¢ok yonlii
alan testiyle belirlenmistir.

3. Bulgular ve tartisma
3.1. Fiziko-kimyasal 6zellikler

Enginar unu ve EU ile zenginlestirilmis
biskiivilerin kimyasal 06zellikleri Cizelge 2’de
verilmistir. Biskiivilerdeki en yiiksek nem igerigi
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EU-%20 biskiivi o6rneklerinde (%7,25) tespit
edilirken, kontrol grubu biskiivilerde nem
iceriginin en diisiik (%5,78) oldugu belirlenmistir
(p<0,05). Atik enginar ununun nem igeriginin
yiksek olmast (%11,90) nedeniyle, katilma
orantyla dogru orantili bir sekilde biskiivilerin nem
icerigini arttirdig1 saptanmistir (p<0,05). Enginarin
lif igerigi bakimindan zengin bir tiir (Borsini vd.,
2021) oldugu ve bitkisel liflerin de yiiksek su tutma
kapasitesine sahip oldugu goz oniine alindiginda
EU ve EU ile zenginlestirilmis biskiivilerin yiliksek
nem icerigine sahip oldugu diistiniilmektedir.
Caligmamizla benzer sekilde Gogmen vd. (2019),

kahve ¢ekirdegi zarmin biskiivi ununa belirli
oranlarda karistirilmasinin, kontrol grubuna
(%6,41) gore biskiivilerin  nem  igerigini
yiikselttigini, en yiiksek nem igerigine %7,5 kahve
cekirdegi zar1 ilave edilen (%7,89) biskiivilerin
sahip oldugunu ifade etmislerdir. Skrbi¢ ve
Cvejanov (2011), endiistriyel olarak iretilen
biskiivilerin %2,0-7,5 nem icerdigini, Smith (1972)
ise bisklivi nem igeriginin %14'i ge¢memesi
gerektigini belirtmiglerdir. Buna gore, EU ilaveli
biskiivi unlarmin nem igerigini bir miktar
arttirmakla birlikte, tim orneklerin nem degerleri
belirtilen simirin altinda kalmusgtir.

Cizelge 2. Enginar unu ve EU ile zenginlestirilmis biskiivilerin bazi fiziko-kimyasal 6zellikleri

Ornek Nem (%) TEA (%) pH

EU 11,90+0,80 0,12+0,00 5,04+0,01
Kontrol (EU-%0) 5,78+0,35¢ 0,06+0,00° 7,97+0,05 2
EU-%1 5,97+0,63 0,06+0,00° 8,010,042
EU-%5 6,03+0,46 ¢ 0,06+0,00° 7,79+0,01 P
EU-%10 7,06+0,79 2 0,08+0,00° 7,74+0,02°
EU-%20 7,25+0,68 0,12+0,00? 7,4240,01

Ayni siitunda farkly harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (p<0,05). TEA: Titre Edilebilir Asitlik; EU: Enginar unu

Enginar ununda TEA %0,12 olarak belirlenmistir.
Biskiivi 6rneklerinde ise kontrol grubu ile EU-%1
ve EU-%5 o6rneklerinde %0,06 TEA belirlenirken,
EU artigina paralel olarak en yiiksek TEA degeri
90,12 ile EU-%20’de 6l¢iilmiistir.

Calismada, pH degerleri karsilastirildiginda en
diisiik pH degerinin 5,04 ile EU’da, en yiiksek pH
degerinin ise, kontrol (7,97) ile EU-%1 (8,01)’de
oldugu saptanmistir. Bu durumun, enginarin
organik asit iceriginden kaynaklandig1
diisiiniilmektedir. Bes farkli enginar ¢esidi ilizerine
yapilan bir ¢aligmada, enginarlarda apidik asidin en

asidin takip ettigi belirlenmistir (Turkiewicz vd.,
2019).

Biskiivi kalitesinin fiziksel gostergelerinden olan
ve pisirme sirasinda meydana gelen boyutsal
degisimlerin derecesini degerlendirmek amaciyla
biskiivilerin ¢api, kalinligi ve yayilma oranlar
Olciilerek Cizelge 3’te verilmistir. Lif igerikli ve
glutensiz Ozellige sahip bir hammadde biskiivi
hamuruna  eklendiginde,  pisirme  sonrasi
biskiivilerde boyutsal farkliliklar olusabilmektedir
(Klunklin ve Savage, 2018). Ancak sonuglara gore,
EU ilavesinin biskiivilerin caplari, kalinliklar1 ve

yiiksek oranda oldugu, bunu malik, sitrik ve kinik yayllma oranlar1  {lizerine etkisi  Onemsiz
bulunmustur (p=0,05).
Cizelge 3. Biskiivilerin fiziksel 6zellikleri
Ornek Cap (cm) Kalinlik (cm) Yayilma Orani (C/K)
Kontrol (EU-%0) 59,62+0,94 10,57+0,56 5,64+0,23
EU-%1 60,01+0,46 10,67+0,42 5,63+0,19
EU-%5 59,20+0,59 10,96+0,47 5,41+0,28
EU-%10 59,12+0,66 10,73+0,42 5,52+0,24
EU-%20 58,90+0,69 10,35+0,35 5,7040,17
EU: Enginar unu
Renk, gidalarin ve tarim iiriinlerinin temel fiziksel almaktadir. Elde edilen sonuglara  gore,

ozelliklerinden birisi olarak kabul edilmekte ve
tiiketici kabulii lizerindeki biiyiik etkisi nedeniyle
incelenen temel parametreler arasinda yer

biskiivilerin renkleri EU ilavesi ile belirgin sekilde
degismis olup (p<0,05) Sekil 1 ve Cizelge 4’te
goriilmektedir. Biskiivilerin her iki ylizeyinde de
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L* degerleri, EU ilavesi arttikca 6nemli O6l¢iide
azalmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda EU ilave
oraninin artig1 ile birlikte a* degerlerinde de
istatistiki  olarak anlamli azalislar mevcuttur
(p<0,05). Biskiivi iist yiizeyinde a* degeri kontrol
grubunda 1,84’ten EU-%20 grubunda -2,98’¢; alt
yiizeyde ise, kontrol grubunda 6,70’ten EU-%20
grubunda 0,10’a dismiistir. Bununla birlikte, b*
degerleri, iist yiizeyde kontrol biskiivilerinde 20,08
olarak, %1, %5, %10, %20 EU ilaveli dérneklerde
ise sirastyla 20,73; 17,70; 16,05 ve 16,27 olarak
Olciilmiistiir. Sonug olarak, biskiivilerde EU ilave
oram arttikga, L*, a* ve b* degerleri istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde azalmistir (p<0,05). EU
ilaveli biskiivilerin kontrolden daha koyu renkli
olmasinin nedeni enginar bitkisine yesil rengi
veren klorofil pigmentinden kaynaklanmaktadir.
EU’nun renk degerleri: L: 65,34, a*: -5,50, b*:

16,10 olarak ol¢iilmiis olup, bu rakamlar renk
skalasinda yesil rengin tonlarini temsil etmektedir.

Sekil 1. Biskiivilerin goriiniimii

Bu bulgulara benzer sekilde, Pasqualone vd.
(2020), biskiivi formiilasyonlarinda badem zar1
ilavesi  kullamilan  biskiivilerde,  kullanilan
hammaddenin rengine bagli olarak parlakligin
daha az oldugunu ve rengin daha koyulastigini
rapor etmislerdir.

Cizelge 4. Enginar unu ve EU ile zenginlestirilmis biskiivilerin renk degerleri

Renk
Ornek Biskiivi iist yiizeyi Biskiivi alt yiizeyi
L a* b* L a* b*

EU 65.34+0.08 -5.5040.03  16.10+0.01  65.34+0.08  -5.50+0.03  16.10+0.01
Kontrol (EU-%0) 63.55£1.06%  1.84+0.41% 20.08+0.56% 51.60£3.30% 6.70£6.50*  19.60+0.902
EU-%1 61.47+£039°  0.47+0.15°  20.73+1.92@ 52.11+1.23% 2.90+1.13° 192440982
EU-%5 54.31x1.17¢  -0.86+0.24¢ 17.70+0.32° 46.74+1.12° 0.41£0.44° 17.34+0.97°
EU-%10 47.35+0.879  -2,22+0.239 16.05£0.68° 38.46+0.58° -1.79+0.379 13.67+0.49°¢
EU-%20 42.53+0.46°¢ -2.98+0.17¢ 16.27+0.12° 37.05+1.92¢ 0.10+0.61°¢ 14.41+1.23¢

Ay stitunda farkly harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (p< 0,05). EU: Enginar unu

3.2. Toplam fenolik madde
antioksidan kapasite

miktar1 ve

Biskiivilerin toplam fenolik madde miktarlar1 ve
antioksidan kapasiteleri artan EU miktarina bagh
olarak istatistiksel olarak onemli (p<0,05) bir artig
gostermistir (Sekil 2, Sekil 3 ve Sekil 4). Toplam
fenolik madde miktar1 kontrol grubu biskiivilerde
939,58 mg GAE/100g TA iken; bu deger EU-%1,
EU-%5, EU-%10 ve EU-%20 orneklerinde
sirasiyla, 1.161,29; 2.473,87; 2.887,87 ve 4.152,14
mg GAE/100g TA olmustur. Benzer olarak,
antioksidan kapasite degerleri de kontrol grubu,
EU-%1, EU-%5, EU-%10 ve EU-%20 gruplarinda
CUPRAC i¢in sirasiyla, 12,16; 13,92; 18,22; 23,13
ve 32,29 umol TE/g TA; FRAP icin ise sirasiyla
5,76; 7,47; 13,28; 25,27 ve 36,49 umol TE/g TA
olarak belirlenmistir. Bagka bir deyisle, kontrol
grubuna  gére %20 oraninda EU ile
zenginlestirilmis  biskivilerin  toplam  fenolik
madde miktarlari, %341,92 oraninda, antioksidan
kapasiteleri ise %165,45 (CUPRAC) ve %533,65
(FRAP) oranlarinda artmigtir. Bu sonuglar, biskiivi

formiilasyonuna EU eklenmesinin biskiivilerin
fonksiyonel ozelliklerinin artirilmasina oldukca
yiikksek oranlarda somut katki verdigini ayni
zamanda atitk olarak goriilen degerli bir
hammaddenin gida sanayisinde yeni bir kullanim
alan1 olabilecegini gostermektedir. Magda vd.
(2008), atik portakal ve mandalina kabugunu toz
haline getirerek biskiivi iiretiminde kullanmistir.
Portakal ve mandalina tozu katkili biskiivilerde,
katki orani arttikca diyet lif ve kiil miktar artarken
protein ve karbonhidrat miktarinda azalma oldugu,
ayrica her iki meyve unu katilan biskiivi
orneklerinin toplam fenolik madde miktarlar ile
antioksidan kapasitelerinin kontrol 6rneginden
yiiksek ¢iktig1 bildirilmistir. Bolek (2020), biskiivi
iretiminde nar kabugu tozu kullaniminin
biskiivilerin toplam fenolik madde miktarinda
(kontrol grubunda 88,66 mg GAE/100g ve %12 nar
kabugu tozu katkili biskiivi grubunda 155,07 mg
GAE/100g), ve DPPH yo6ntemine gore antioksidan
kapasite miktarinda (kontrol grubunda %26,2 ve
%12 nar kabugu tozu katkil1 biskiivi grubunda ise
%50,15) artisga sebep oldugunu bildirmistir.
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Mevcut calismada elde edilen sonuglar, unlara
katilan tirtinler ile yapilmis ¢alismalara benzer bir
sekilde, enginar unu katkisinin fenolik madde
icerigi ile antioksidan kapasite miktarinda artisa
neden oldugunu goéstermistir.
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Kontrol EU-%1 EU-%5 EU-%10 EU-%20

Toplam Fenolik Madde Icergi

3

Sekil 2. Biskiivilerin toplam fenolik madde
icerikleri (mg GAE/100g TA).
*Aym siitunda farkl harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki

fark 6nemlidir (p< 0.05).
EU: Enginar unu; EU-%0: Kontrol grubu
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Sekil 3. CUPRAC yontemine gore biskiivilerin
toplam antioksidan kapasiteleri (umol TE/g
TA).
1Ayni siitunda farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki
fark 6nemlidir (p< 0.05). EU: Enginar unu; EU-%0: Kontrol

grubu
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Sekil 4. FRAP yontemine gore biskiivilerin
toplam antioksidan kapasiteleri (umol TE/g
TA).

*Aym siitunda farkh harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki

fark 6nemlidir (p< 0.05).EU: Enginar unu; EU-%0: Kontrol
grubu

3.3. Duyusal analiz

Biskiiviler, duyusal 6zellikleri bakimindan
degerlendirildiginde (Sekil 5) formiilasyonlar
arasinda 6nemli bir fark gézlenmezken, en yiiksek
genel kabul edilebilirlik puani %35-EU katkili
(7,36) biskiivi orneklerinde belirlenmistir. Bu
biskiivilerin, kontrol grubu biskiivilere (7,18)
oranla daha yiliksek puan almasi EU ilavesinin
kabul edilebilir oldugunu gostermektedir. Ancak,
duyusal analiz sonucuna gore biskiivilerdeki EU
ilave oram1 arttikca genel kabul edilebilirlik
puaninin azaldigi ve %20 EU katkili biskiivi
orneklerinin en diisiik begeni puani (6,00) aldig
gorilmiistiir. Ayrica EU ilavesi ile biskiivilerin
gevrekliginin  kontrol Ornegine gore azaldigi
bulunmustur (p<0,05). Bu durum ¢alismada
kullanilan enginarin yiiksek lif igerigine sahip
olmasiyla iliskilendirilebilir. Benzer olarak, lif
icerigi yiiksek nar kabugu (Ismail vd., 2014) ve
olgunlagsmamis muz (Norhidayah vd., 2014) ilavesi
ile yapilan biskiivilerde de gevrekligin kontrol
orneklerine gore daha az oldugu belirlenmistir.
Duyusal degerlendirmede, yeni iirliniin besten fazla
puan almasi iriiniin kabul edilebilirligi igin
yeterlidir (Knuckles vd., 1997). Bu bakimdan,
tiiketicilerin renk, koku, lezzet/tat, goriiniis, agizda
dagilma, gevreklik agisindan degerlendirmeleri,
EU ilavesi ile tretilen biskiivilerin tamaminin
kabul edilebilir oldugunu gostermistir.

4. Sonug

Son yillarda tiiketicilerin, gidalarm saglik
iizerindeki potansiyel faydalarina kars1 artan
duyarlilig1, fonksiyonel iiriinlere yonelik giiclii bir
talebi dogurmaktadir. Enginar konserve sanayisi,
tiim bitkinin sadece c¢igek tablasi kismini
kullanmakta ve geriye kalan brakte, govde ve
yapraklar (bitkinin toplam biyokiitlesinin yaklasik
%80-85') biiyilk miktarda tarimsal atik
olusturmaktadir.  Bununla  birlikte,  insan
tiketiminde kullanilamayan bu kisimlar yiiksek lif
ve antioksidan igerikleri nedeniyle gida katki
maddeleri ve nutrasétiklerin liretimi igin degerli bir
hammadde kaynagi olusturmaktadir. Enginarin
kullanilmayan brakte ve gévde kisimlarindan elde
edilen enginar unu, biskiivi iiretiminde basan ile
kullanilmis ve biskiivilerin toplam fenolik madde
ve antioksidan kapasite igerikleri katki oranina
gore dogrusal olarak artmistir. Ayrica, EU ile
zenginlestirilen tim  biskiivilerin  tamaminin
duyusal olarak  kabul edilebilir oldugu
belirlenmistir. Sonu¢ olarak bu calisma, hem
tarimsal atik miktarinin azaltilmasina ihtiyag duyan
sanayicinin hem de giderek daha saglikli gida talep
eden tiiketicilerin  ihtiyaclarin1  karsilayan,
kullanilmadan  atilan  enginar  pargalarinin
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fonksiyonel biskiivi iiretiminde etkin bir sekilde
kullanilabilecegini gostermektedir. Bu nedenle,
enginar atiklar kullanilarak tiretilen unlar biskiivi
iiretiminde kullanmak, diisiik degerli bir yan {iriini
degerli bir kaynaga doniistiirmenin uygun bir

yoludur ve enginar isleme endiistrisine atik
bertarafi i¢in verimli ve ¢evre dostu bir ¢oziim
sunmaktadir. Bu agidan degerlendirildiginde saglik
odakli bir gida {rinii hazirlarken, doniisiimiin
pratik bir 6rnegi de ¢alismada gosterilmistir.

Duyusal Ozellikler

== EU-%0 EU-%1

EU-%5 =—e—EU-%10 -—o—EU-%20

Renk

Sekil 5. Biskiivilerin duyusal analiz sonuglarinin degisimi
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Amag: Gil (Rosa damascena Mill.) bitkisinin insan saglig1 acisindan kullanim gesitliligi ve fonksiyonel
Ozelliklerinin arttirtlmasi1 énemli bir konudur. Bu ¢alismada bazi baslatici kiiltiir ve asit direnglilik 6zellikleri
belirlenmis laktik asit bakterilerinin (LAB) giil sirkesinin fermantasyonunda kullamlabilirligi aragtirtlmstir.

Materyal ve yontem: Bu amagla Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus faecium ve Lactiplantibacillus
plantarum suslar1 giil sirkesi orneklerine ilave edilerek 37°C’de 18 saat fermente edilmis ve 7 giin
depolanmustir. Kontrol grubunda ve LAB ilave edilen giil sirkesi drneklerinde fizikokimyasal, mikrobiyolojik
ve gaz kromatografi-kiitle spektrometre (GC-MS) cihazi ile ugucu bilesen analizleri ger¢eklestirilmistir.

Tartisma ve sonug¢: Depolama sonunda pH ve toplam titrasyon asitligi i¢erikleri sirasiyla 3,58-3,65 ve %2,45-
2,74 araliginda tespit edilmistir. Mikrobiyolojik analizlerde laktokoklar 5,15-6,33 log KOB/mL, laktobasiller
5,07-6,69 log KOB/mL, asetik asit bakterileri 4,73-6,62 log KOB/mL ve maya-kiif 5,35-6,53 log KOB/mL
diizeyinde belirlenmistir. Giil sirkesi 6rneklerinde GC-MS ile 6ne ¢ikan ugucu bilesenler; asetik asit, 2-feniletil
alkol, feniletil asetat, etil asetat, sitronelil asetat, B-sitronellol, metil 6jenol ve giil-oksittir. Kontrol grubuna
kiyasla LAB ilaveli gruplarda bazi ester ve terpen diizeyleri daha yiiksek belirlenmistir. Sonuglar, se¢ilen LAB
suslarinin giil sirkesini uygun bir substrat olarak fermente edebilecegini ve sirkenin fonksiyonel 6zelliklerini
destekledigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Rosa damascena Mill.; giil sirkesi; laktik asit bakterileri; ugucu bilesen

Abstract

Objective: Increasing the usage variety and functional properties of the Rose (Rosa damascena Mill.) plant
for human health is an important topic. In this study, the usability of lactic acid bacteria (LAB) with identified
starter culture and acid resistance characteristics was investigated in the fermentation of rose vinegar.

Material and method: For this purpose, Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus faecium, and
Lactiplantibacillus plantarum strains were added to rose vinegar samples and fermented at 37 °C for 18 hours
and stored for 7 days. Physicochemical, microbiological, and gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS) analyses were performed on the rose vinegar samples with added LAB.

Discussion and results: At the end of the storage period, pH and total titration acidity contents were
determined in the range of 3.58-3.65 and 2.45-2.74%, respectively. In microbiological analyses, lactococci
were determined at levels of 5.15-6.33 log CFU/mL, lactobacilli at 5.07-6.69 log CFU/mL, acetic acid bacteria
at 4.73-6.62 log CFU/mL, and yeast-mold at 5.35-6.53 log CFU/mL. The volatile compounds highlighted by
GC-MS analysis in the rose vinegar samples were acetic acid, 2-phenylethyl alcohol, phenethyl acetate, ethyl
acetate, citronellyl acetate, B-sitronellol, methyl eugenol, and rose oxide. Some ester and terpene levels were
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found to be higher in the LAB-added groups compared to the control group. The results showed that the
selected LAB strains could ferment rose vinegar as a suitable substrate and support its functional properties.

Keywords: Rosa damascena Mill.; rose vinegar; lactic acid bacteria; volatile component
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1. Giris

Rosaceae familyasinda yer alan Rosa damascena,
R. gallica ve R. centifolia tiirleri bugiin diinyanin
birgok yerinde aktif olarak kullanilmaktadir. Suudi
Arabistan, Misir, Tiirkiye, Fas, Bulgaristan, Iran,
Fransa, Cin ve Hindistan’da ticari amagcla
yetigtirilebilmektedir ~ (Mileva  vd.,  2021).
Ozellikle, Rosa damascena Mill. (Sam giilii, yagh
giil, pembe giil) degeri yiliksek ugucu yag iireten en
onemli giil tiiriidiir (Baydar ve Baydar, 2013). Rosa
damascena  Mill.  tiirliniin  iglenmesi  ve
yetigtirilmesi,  Tirkiye’nin  giineybatisindaki
“giiller yoresi” denilen Isparta ve gevresinde yogun
olarak yapilmaktadir. Isparta’da ihracat i¢in yilda
yaklasik  6.000-8.000 ton giil {retilmektedir
(Ozdemir ve Budak, 2022).

Rosa sp.’den elde edilen giil yagi, giil suyu ve giil
biyoaktif bilesen oOzleri kozmetik ve ilag
endistrilerinde olduk¢a Onemlidir (Younis vd.,
2021; Xie ve Du, 2022). Ayrica bu firiinler
alkaloidler, fenolik asitler, flavonoidler ve diger
fenolik bilesikler dahil olmak tzere gesitli
fitokimyasal  bilesenler igerdiginden  giiglii
antioksidan, antidiyabetik, anti-HIV,
antibakteriyel, antienflamatuar ve kardiyotonik
ozelliklere sahiptir (Labban ve Thallaj, 2020; Galal
vd., 2022; Hamza vd., 2022). Tarihsel olarak adet
kanamasi, iltihaplanma, solunum sorunlari,
depresyon, kabizlik ve gogiis agrisini tedavi etmek
icin de kullanilmistir (Moein vd., 2016; Alizadeh
ve Fattahi, 2021).

Fermantasyon, genellikle mevcut biyoaktif
bilesikleri {ireten ve/veya yeni biyoaktif
bilesiklerin olusmasina izin veren bir islemdir
(Ozdemir vd., 2022). Yiizey kiiltiirii y&ntemini
benimseyen sirke {iiretimi, biyoaktif bilesiklerin
nihai iirline aktarimasinda yiiksek bir etkiye
sahiptir. Kullanilan hammaddeye ve iiretim
yontemine bagli olarak degisim gosteren fenolik
maddeler, sirkenin antioksidan ve antimikrobiyal
potansiyelini de etkilemektedir (Karabiyikli ve
Sengiin, 2017). Geleneksel yontemle {iretilen
sirkelerin, fonksiyonel o6zelliklerinin, endiistriyel
sirkelere  kiyasla daha fazla olabilecegi
bildirilmistir (Budak vd., 2014; Karabiyikli ve
Sengiin, 2017). Metabolit ve ugucu aroma
bilesiklerindeki artiglari, sirkede olgunlasma
sirecinde olusan organik asit ve fenolik
bilesiklerdeki  degisikliklerle iliskilendirerek
olumlu etkilere yol acabildigi bildirilmektedir (Nie
vd., 2019).

Fermente {irtinlerin insan beslenmesindeki énemi
hem igerdikleri biyoaktif bilegsenler hem de yararh
mikroorganizmalardan kaynaklanmaktadir. Sirke,
etil alkol ve asetik asit fermantasyonlarindan olmak

tizere iki asamali fermantasyon uygulamasi ile
nisasta ve seker igeren  hammaddeden
tiretilmektedir  (Ozdemir ve Budak, 2022).
Fermantasyonda bakteriyel suslarin iyilestirilmesi,
tiirlerin tanimlanmas1 ve fermantasyona dahil olan
baskin suglarin karakterizasyonu nihai iiriin kalitesi
acgisindan olduk¢a onemlidir (Hidalgo vd., 2010).
Sirkede fermente edici  mikroorganizmalar
arasinda asetik asit bakterileri ve mayalarin kritik
oneme sahip oldugu disiiniliirken, laktik asit
bakterilerinin (LAB) popiilasyonunda sirkenin
tadim iyilestirmede giiclii bir rol oynadigi
diisiiniilmiistir (Lei, 2000). Sirke Orneklerinde
yapilan  ¢alismada maya  (Saccharomyces
cerevisiae) cinsleri diigiikk fenotipik ve genotipik
cesitlilik gosterirken, Lactobacillaceae
(Limosilactobacillus fermentum, L. plantarum,
Lentilactobacillus  buchneri, Lacticaseibacillus
casei), Pediococcus ve Weissella tiirlerinin bakteri
popiilasyonunda ayni evrede baskin oldugu
belirlenmistir (Wu vd., 2012). Chen vd. (2017),
hem S. cerevisiae hem de L. plantarum’u igeren
karma bir kiltiriin kullanilmasinin narenciye
sirkesinin kalitesini Onemli O&lglide artirdigini
bildirmistir.

Fermantasyonda kullanilan suslar ayni tiiriin
suslar1 arasinda bile farklilik goésterebilmektedir.
Bu calismada, baslatici kiiltiir 6zellikleri ve asit
direnclilikleri belirlenen farkli LAB’nin hos bir
koku ve farmakolojik etkileri olan giil sirkesinde
fonksiyonel olarak kullanilabilirligi arastirilnustir.

2. Materyal ve yontem

2.1. LAB suslarimin 16S rRNA gen dizisi ile
tammmlanmasi

Bu calismada; fizikokimyasal testler, antibiyotik
duyarliligi, organik asit ve aroma {iretim
kapasiteleri ile bazi1 baglatici kiiltiir 6zellikleri daha
onceden belirlenmis (Alp ve Oner, 2014;
Ertiirkmen ve Oner, 2015) 7 LAB kullanilmustir.
Man Rogosa Sharpe (MRS) broth besiyerinde
37°C’de 18 saat aktiflestirilen kiiltiirlerden
genomik DNA ekstraksiyonu, baslangi¢c numunesi
hazirlama protokolii ile {ireticinin talimatlar
izlenerek NanoBiz Genomik DNA izolasyon Kiti
ile gerceklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) 50 pL hacimde 1X Taq tampon ¢dzeltisi, 1,5
mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, her biri primerden 0,3
pmol/pL, 1,5 U Taq DNA Polimeraz ve 100 ng/pL
genomik DNA  kalibi icermistir.  Bakteri
kiiltiirlerinden  izole edilen genomik DNA
orneklerindeki 16S rRNA bolgelerini ¢ogaltmak
amaciyla 27-F (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3°) ve 1492-R
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(5>- TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3
evrensel primer ¢iftleri kullanilmigtir. PZR
programi 94°C, 1 dk; 30 dongii: 94°C, 45 sn; 55°C,
45 sn; 72°C, 45 sn olarak ayarlanmistir. PZR
triinlerini (ileri ve ters primer) siralamak igin
BigDye Terminator v3,1 Dongii Dizileme Kiti
(Applied Biosystems, Foster City, CA) (Macrogen
Holland Laboratuvar1) ve ABI 3100XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
California) cihaz1 kullamilmigtir. Sekans dizi
analizlerine gore elde edilen niikleik asit dizi analiz
sonuglart FinchTV programinda agilmig ve diziler
NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri tabaminda BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) programi kullamlarak
tanimlanmis olan tiim sekanslarla karsilagtirilarak
sekanslarin  hangi mikroorganizma tiiriine ait
olabilecegi bilgisine ulagilmistir.

2.2. Suslann diisiik pH degerlerine kars: direng
ozellikleri

MRS’de gelistirilen aktif kiiltiirlerden 1’er mL
steril eppendorf tiiplerine alinarak 12.000 rpm’de
10 dakika +4°C’de santrifiijlendikten sonra
stipernatant atilmustir. Fosfat tamponlu tuz (PBS)
¢ozeltisi ile pelet 2 kez yikanmustir. Suslara ait
pelletler pH’s1 SM HCI ile 3,0’e ayarlanan PBS
tampon ¢ozeltileri igeren tiiplere eklenerek
vortekslenmistir. 37°C’de inkiibasyona birakilan
tiiplerden 0., 1. ve 3. saatlerde 6rnekler alinarak seri
diliisyonlar hazirlanmis ve MRS agar ortaminda
paralelli yayma ekim yapilarak sayim yapilmistir.
Mikrobiyolojik sayim sonuglart log KOB/mL
olarak hesaplanmistir (Maragkoudakis vd., 2006).

2.3. Geleneksel yontemle giil sirkesi iiretimi

Arastirmada kullamilan giil sirkeleri geleneksel
yontemle iiretilmistir (Ozdemir, 2019). Sirke
iiretimi i¢cin hammadde olarak her bir denemede
Burdur ilinden, giil 6rnekleri (Rosa damascena
Mill.) temin edilmistir. Giil Ornekleri yikama
isleminden sonra pargalanarak 3 adet 5 L’lik cam
kavonozlara 1.000’er g alinarak her partiye 1,5 L
su eklenmis ve 1 hafta +4°C’de dinlenmeye
brrakilmistir. Fermantasyonun optimizasyonu i¢in
her kavanoza 50 g bal (Ozkovan Gida Ltd.,
Tirkiye) ve 0,3 g/l olacak sekilde maya S.
cerevisiae kiiltiirti (Kurumaya, Pakmaya, Tiirkiye)
ilave  edilmistir. ~ Fermantasyon  kapaklari
kapatilarak 20 giin etil alkol fermantasyonuna
brrakilmistir. Alkol fermantasyonu sona erdiginde
her bir kavanoza katki maddesi i¢cermeyen 1/10
oraninda yillandirilmis sirke ilave edilerek toplam
hacim 5 L’ye kadar su ile tamamlanmistir.
Kavanozun agzi bir bez kullanilarak hava girigine
izin verecek sekilde kapatilmig ve sirke ornekleri
karanlik ortamda 28-30°C sicaklikta 60 giin asetik

asit fermantasyonuna tabi tutulmustur. Sirke
fermantasyon islemini takiben, filtrasyon iglemi
yapilmustir.

2.4. LAB suslarimin sirke érneklerine ilavesi

LAB suslart MRS sivi besiyerinde 37°C’de 24 saat
siireyle inkiibe edilmistir. Hicreler PBS
cozeltisinde 4.000xg’de 4°C’de 10 dakika boyunca
santrifiij (Sigma 2-16KL, Germany) edilerek
yikanmustir. Buradan, i¢inde 3 mL PBS bulunan
tiiplere aktarilarak 5 no’lu Mac Farland tiipleriyle
esdeger bulaniklikta hiicre siispansiyonu elde
edilmigtir. Aktif suslar cam kavanozlara aktarilan
sirke orneklerine %2 oraminda agilanmistir. Sirke
ornekleri 37°C’de 18 saat fermantasyona
birakilmigtir. Sirke tretimleri 3 tekerriir olarak
gergeklestirilmistir. Depolamanin 1., 3. ve 7.
giniinde fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
analizler yapilmistir.

2.5. pH ve toplam asitlik degerleri

Sirke 6rneklerinde pH 6lgtimleri pH metre (Mettler
Toledo SG23-FK2) ile yapilmistir. Orneklerin
toplam asitlik degerler 0,1 N NaOH kullanilarak
titrimetrik yonteme gore belirlenmis ve sonuglar %
asetik asit cinsinden verilmistir (AOAC, 1992).

2.6. Mikrobiyolojik analizler

Sirke orneklerinden uygun diliisyonlardan yayma
kiiltir yontemi ile ekim yapilarak Lactobacillus
spp. sayimi i¢in MRS Agar besiyerinde 30°C’de 48
saat, Lactococcus spp. saymm i¢in M-17 Agar
(M17, Merck) besiyerinde 30°C’de 48 saat, maya
ve kif saymi icin %10’luk tartarik asit ile
asitlendirilmis Potato Dextrose Agar (PDA,
Merck) besiyerinde 25°C’de 3-5 giin ve asetik asit
bakterileri i¢in Glucose Yeast Extract Calcium
Carbonate Agar (GYC, Himedia) besiyerinde
30°C’de 5-10 giin inkiibe edilmistir (FDA-BAM,
2001). Sayim sonuglart log KOB/mL olarak
verilmistir.

2.7. Sirkede ucucu bilesenlerin belirlenmesi

Sirkede ugucu bilesenlerin belirlenmesi, kat1 faz
mikro ekstraksiyon teknigi (SPME) kullanilarak,
gaz kromatografi-kiitle spektrometre (Shimadzu
GC-MS- 2010 Plus, Japon) cihazi ile belirlenmistir.
Bu amagla LAB ilaveli sirke &rnekleri
inkiibasyonun 7. giiniinde, amber headspace vial
(Supelco 27159 15 mL clear PTFE/Silicone septa
Cap) icine konularak agzi hava sizdirmaz
silikon/PTFE kapakla kapatilmistir. Bu vialler 30
dakika kadar 60°C’de tutulduktan sonra 75 pum
inceliginde Carbokzen-Polidimetilsilokzan
(CAR/PDMS) kaph fused silica SPME fiber
(Supelco, Bellefonte, PA, ABD) ile tepe
boslugunda ugucu bilesenler absorbe edilmistir
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(Sanchez-Palomo vd., 2005). Cihazda Restek (Rx-
5 Sil MS 30 m x 0,25 mm, 0,25 um, katalog no:
Restek 13623) kapiler kolonu kullanilmigtir.
Calismamizda kullanilan yonteme ait GC-MS
parametreleri; enjeksiyon sicakligi: 250°C, kolon
akis hizi: 1,61 mL/dk, kolon sicakligr 40°C’de 2
dakika bekledikten sonra 250°C’ye dakikada
4°C’lik artis ile ulasma ve 250°C’de 5 dakika
bekleme olarak belirlenmis ve analizlerde
kullamlmigtir. Enjeksiyon sonrasi elde edilen
pikleri tamimlamak i¢in, yontem parametreleri
cihaza girildikten sonra C7-C30 alkan serisi
sirasiyla cihaza enjekte edilmis ve dort farkl
(Wiley, Nist, Tutor ve FFNSC) GC-MS
kiitiphanelerinde tanimlanmigtir. Her bir pikin
alikonma zamanlar1 ile hidrokarbon standardinin
alikonma zamanlar1 kullanilarak hesaplanan

Cizelge 1. LAB suslarmin 16S rRNA ile tanisi
Table 1. Diagnosis of LAB strains with 16S rRNA

“Retention Index” (RI) degerleri referans alinmistir
(Giger, 2016).

2.8. Istatistiksel degerlendirme

Uretilen giil sirkelerinin depolama siiresince
yapilan analiz sonuglart Minitabl7 istatistik
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Giil
sirkesi tiretiminde kullanilan LAB suglarmin sirke
orneklerinin bazi ozellikleri iizerine etkisi tek
faktor varyans (one-way ANOVA) analizleri ve
farkliliginin ~ belirlenmesinde ~ Tukey  testi
kullanilmustir,

3. Bulgular ve tartisma

Giil sirkesi fermantasyonunda kullamilan LAB
suslarinin tiir diizeyinde tanisi ve benzerlik oranlari
Cizelge 1°de verilmistir.

Sus kodu Benzer tiir Genbank erigim numarasi Baz sayis1 Niikleotid benzerlik (%)
Strain code Similar species Genbank access number Number of bases Nucleotide similarity (%)
PeE32 Lactococcus lactis subsp. lactis MT473570 1461 99,49
PeE26 Lactococcus lactis subsp. lactis MF369939 1403 98,57
IE25 Lactococcus lactis subsp. lactis MT473513 1458 99,60
PeLc15 Lactococcus lactis subsp. lactis MK290332 1480 98,83
PelL.c6 Lactococcus lactis subsp. lactis MF369939 1403 99,22
PelLc2 Enterococcus faecium MN475959 1268 99,59
PeLb75 Lactiplantibacillus plantarum MZz208267 1266 94,35

16S rRNA dizi analizi ile 7 adet LAB’nin niikleotid
benzerlik oranlart  %94-99 araliginda tespit
edilmistir. Sekans analiz sonuglarina goére %99
benzerlik ile 3 LAB’nin (PeE32, IE25, PeLc6)
Lactococcus lactis subsp. lactis tiiriine; 1 LAB’nin
(PeLc2) Enterococcus faecium ve 1 LAB’nin
(PeLb75) %94,35 benzerlik ile Lactiplantibacillus
plantarum tiirlerine benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Elde edilen sonucglar, 16S rRNA
genlerinin tiirler arasinda iyi korundugunu ve
fenotipik caligmalarla yapilan tanimlamalarin
genetik  temelli caligmalarla  desteklenmesi
gerektigini ortaya koymustur. Arastirmacilar, 16S
rRNA gen dizi analizi ile iran’mn geleneksel Motal
(Azizi vd., 2017) ve Lighvan peynirlerinden
(Edalatian vd., 2012a; 2012b) izole ettikleri
LAB’nin Lactobacillaceae (Lactobacillus,
Lactiplantibacillus ve Levilactobacillus),
Lactococcus ve Streptococcus cinslerine ait
oldugunu belirlemistir.

Sirke kalitesi kullamilan hammaddeye ve
uygulanan  fermantasyon islemine bagldir
(Ozdemir vd., 2022). LAB’nin sirke iiretiminde
kullamlabilmesi i¢in diisiik pH’ya dayanikli olmasi
gerekmektedir. Bu amagla suslarin pH 3,0°te
direnglilik testi gerceklestirilmis ve sonuglar
Cizelge 2’de gosterilmistir.

Suslarin diisiik pH’ya Kkars1 direnglerinin biiyiik
Ol¢iide tiire bagli oldugu belirtilmektedir (Mufioz-
Quezada vd., 2013). Bu ¢alismada, suslara yapilan
pH 3,0 direnclilik testlerinde tiim suslarin
canliligini korudugu en az canlilik gosteren susun
PeLcl5 numarali sus oldugu 3. saat sonunda en
fazla canlibik oranmin (>5 log KOB/mL) ise
PeE32, PeLb75, PelLc6 ve Pelc2 numarali suslar
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 2. LAB suslarin pH 3,0’te direnglilik testi
Table 2. LAB resistance testing of strains at pH 3.0

Sus kodu  Suslarin pH 3,0’te direnglilik testi (log KOB/mL)
Strain Resistance testing of strains at pH 3.0 (log
code CFU/mL)

0. dk 1. saat 3. saat

0. min 1. hour 3. hour
PeE32 8,37+0,07%  7,79+0,065 5,72+0,07%
PeE26 7,90+0,07%  5,63+0,15% 4,48+0,08%°
E25 6,70+0,08"°  6,57+0,09% 4,51+0,05%
PeLcl15 6,98+0,01%°  4,50+0,235° 4,30+0,09%°
PeLc6 8,11£0,50"% 7,160,465 5,31+0,19%
PeLc2 8,15+0,55%  5,92+0,535« 4,61£0,20°
PelLb75 7,78+0,19%%  6,40+0,265¢ 5,40+0,25%

*Aym siitunda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢, d) ve aym satirda yer alan
farkli biiyiik harfler (A, B, C, D) ortalama degerler arasindaki istatistiksel
farklilig1 gdstermektedir (p<0,05).

*Different lowercase letters (a, b, c, d) in the same column and different capital
letters (A, B, C, D) in the same row indicate the statistical difference between
the mean values (p<0.05).

Bazi arastirmacilar LAB’nin asit toleransinin, bu
mikroorganizma grubunda bulunabilen bir enzim
olan ATPaz’in varligi ile ilgili olabilecegini
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belirtmistir (Lertworapreecha vd., 2011; Reis vd., orneklerinin isimleri, icerdikleri LAB, pH ve
2016). LAB suslariin kullanilmadigir kontrol toplam titrasyon asitligi (%) gibi baz

grubuna ilave olarak asit direngliligi yliksek olan 4 fizikokimyasal ozellikleri Cizelge 3’te
farkli LAB ile 18 saat 37°C’de fermente edilen ve gosterilmigtir.
30°C’de 1, 3 ve 7 giin depolanan giil sirkesi
Cizelge 3. Giil sirkesi 6rneklerinin bazi fizikokimyasal 6zellikleri
Table 3. Some physicochemical properties of rose vinegar samples
Sirke grubu LAB 1. giin 3. giin 7. giin
Vinegar group LAB 1. day 3. day 7.day
Kontrol LAB kullanilmamuigtir. 3,65+0,01" 3,65+0,01° 3,66 £ 0,014
H Gs1 PeLb75 L. plantarum 3,62+0,00°* 3,60 +0,01° 3,58 +£0,01%
pH GS2 PeLc6 Lc. lactis 3,63+0,02°%  3,60+0,01% 3,610,014
P GS3 PeLc2 E. faecium 364+002% 362+002° 3,620,034
GS4 PeE32 Lc.lactis 3,650,024 3,63+ 0,03~ 3,62 £0,014%
Kontrol LAB kullanilmamistir. 2,44 +0,04%  245+0,05% 2,48 +0,044¢
Toplam titrasyon asitligi GS1 PeLb75 L. plantarum 2,48 £0,058 2,50+ 0,095 2,68 + 0,094
(%) GS2 PeLc6 Lc. lactis 2,45£0,07% 2,52+0,15% 2,50 £ 0,054°¢
Total titration aciditiy (%) GS3 PeLc2 E. faecium 2,49 £0,06% 2,54 +0,0678 2,65 £ 0,09480¢

GS4 PeE32 Lc.lactis 2,48 £0,06% 2,59 + 0,065 2,74 + 0,107

GS: Sirke kodu (Vinegar code)

*Aym siitunda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢, d) ve ayni satirda yer alan farkli biiyiik harfler (A, B, C, D) ortalama degerler arasindaki istatistiksel farklilig
gostermektedir (p<0,05).

*Different lowercase letters (a, b, c, d) in the same column and different capital letters (A, B, C, D) in the same row indicate the statistical difference between the mean

values (p<0.05).

LAB suslar1 sekeri pargalama, fermantasyon ve
depolama sirasinda pH seviyesini degistiren
organik asitler iiretme yetenegine sahiptir (Ricci
vd., 2018). Bu ¢alismada, LAB ile fermente edilen
giil sirkesi 6rneklerinin pH degerlerinin 3,58-3,65
arasinda degistigi tespit edilmistir. Farkli suslar
kullanilarak ~ fermente edilen giil  sirkesi
orneklerinde depolamanin 3. ve 7. giinlerinde pH
degerleri agisindan Onemli bir farklilik oldugu
belirlenmistir (p<0,05). L. plantarum ile fermente
edilen GS1 sirke 6rneginin depolama sonundaki
pH degeri, depolama baslangicina gore azalig
gostermistir (p<<0,05). Bu calismada elde edilen pH
sonuclar, Ozdemir vd. (2022) tarafindan tespit
edilen ali¢c sirke orneklerinin pH degerleri (3,53-
3,63£0,1) ve Bayram vd. (2020) tarafindan tespit
edilen Trabzon hurmasi sirke orneklerinin pH
degerleri (3,64) ile benzerlik gostermistir.

LAB ilaveli giil sirkesi orneklerinin toplam
titrasyon asitligi degerleri depolama siiresinin
sonunda asetik asit cinsinden %2,45-2,74
araliginda  degismistir.  Arastirma  bulgulari,
Sengiin vd. (2020) tarafindan geleneksel
yontemlerle {iretilen farkli sirke orneklerinde
belirlenen titrasyon asitligi deger araligina (1,11-
5,61) benzer bulunmustur. Farkli LAB kullanilarak
iiretilen giil sirkesi 6rneklerinde depolamanin 3. ve
7. giinlerinde tespit edilen titrasyon asitligi
degerleri, hem sirke c¢esidi hem de depolama
giinleri acisindan farklilik gostermistir (p<0,05).
Toplam titrasyon asitligi degeri depolamanin
sonunda LAB susu kullamlmayan kontrol
grubunda en diisik diizeyde kalmistir. Bu
calismada depolama boyunca pH degerlerinde

onemli diizeyde degisiklik saptanmazken GSI1,
GS3 ve GS4 sirke orneklerinin titrasyon asitligi
degerlerinde 6nemli diizeyde artis gézlemlenmistir
(p<0,05). Arastirmacilar, toplam titrasyon asitligi
degerinin artmasinin, esas olarak asetik asit ve
diger organik asitlerin iiretilmesinden
kaynaklanabilecegini, ayrica pH degerinin
stabilitesinin ise organik asidin zayif bir asit
Ozelligi  gostermesinden dolayr olabilecegini
belirtmektedir (Ozdemir vd., 2022). Depolama
sonunda en yiiksek toplam asitlik degeri L.
plantarum ve Lc. lactis igeren GS1 (%2,68) ve GS4
(%2,74) sirke orneklerinde tespit edilmistir. Bu
farkliliklarin sus cesitliliginden kaynaklanabilecegi
distiniilmiistir. Bu calismada baslatic1  kiiltiir
ozellikleri olan 4 farkli LAB’nin giil sirkesinin
fermantasyonunda kullaniminin mikrobiyal flora
iizerine etkileri Cizelge 4’te verilmistir.

Sirke orneklerine fermantasyon sirasinda eklenen
PeLb75 L. plantarum susu ile Lactobacillus spp.
sayisi depolamanin 1. giiniinde 5,70 log KOB/mL
diizeyinde belirlenmistir. Depolama siiresinin
sonunda, L. plantarum i¢eren GS1 sirke 6rneginin
Lactobacillus sayis1 artis gostererek 6,00 log
KOB/mL diizeyine ulagmistir. Bunun nedeni bu
susun disiik pH gibi stres faktorlerine karsi kisa
siirede tepki vermis olmasi ve bu sayede L.
plantarumun bilylimesinin kuvvetli bir sekilde
metabolize oldugunu disiindiirmektedir. Buna
ilave olarak, kontrol grubunda fermantasyon
sonunda Lactobacillus ve Lactococcus diizeyi <5
log altinda iken LAB ilave edilen gruplarda 5,0 log
KOB/mL’den daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug,
secilen LAB suslarinin giil sirkesini uygun bir

Geleneksel yontemle giil sirkesi iiretiminde asit toleransh bazi laktik asit bakterilerinin kullanim1
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substrat olarak fermente edebilecegini gostermistir.
Bununla birlikte, 7 giinliik depolama sonunda
kontrol grubunun laktobasil ve laktokok sayilari
sirastyla 4,98 ve 4,93 log KOB/mL diizeyine
diismiistiir. Depolama siiresi arttikga, Gnemli
miktarda metabolit birikimi ile giil sirkesinde
LAB’nin kullanabilecegi bilesenlerin  6nemli
Olglide azaldig1 diistintilmiistiir. Asetik asit bakteri
sayist depolama siiresince GS2 ve GS4
orneklerinde onemli diizeyde azalis gdstermistir

Cizelge 4. Giil sirkesi drneklerinin bazi mikrobiyolojik dzellikleri
Table 4. Some microbiological properties of rose vinegar samples

(p<0,05). 7 giinlik depolama sonunda &rnekler
arasinda en yiiksek asetik asit bakteri sayis1 L.
plantarum igeren GS1 &rneginde 6,55 log
KOB/mL ile en yiiksek diizeyde belirlenmistir
(p<0,05). Bulgularimiz Sengiin vd. (2022)’nin
meyve sirkelerinde yaptigi c¢alismada sirke
orneklerinde belirlenen asetik asit (2,54-7,05 log
KOB/mL) ve laktik asit (1,91-6,81 log KOB/mL)

bakteri sayilar1 araligina benzer bulunmustur.

Sirke grubu 1. giin 3.glin 7. giin
Vinegar group 1. day 3. day 7.day
Kontrol 5,64+0,074° 5,00+0,138° 4,98+0,07%°
GS1 5,70+0,4540 6,06+0,15%2 6,00+0,16"2
Lactobacillus spp. GS2 5,54+0,204° 5,07+0,3440 5,00+0,354°
GS3 6,220,384 6,04+0,15% 5,990,144
GS4 6,69+0,16%2 5,15+0,148° 5,12+0,15%°
Kontrol 5,53+0,2142 4,97+0,0982 4,93+0,075%°
GS1 5,810,274 5,27+0,40782 5,15+0,045®
Lactococcus spp. GS2 5,96+0,55%2 5,47+0,28%2 5,40+0,244
GS3 5,90+0,35%2 5,67+0,3442 5,59+0,3642
GS4 6,33+0,26"2 5,22+0,2282 5,19+0,218%
Kontrol 5,93+0,1244 5,28+0,068¢ 5,24+0,0380¢
. . = GS1 5,88+0,2380¢ 6,58+0,0742 6,55+0,0742
Aset_lk asit bakter|§| Gs2 5,23+0,05° 4,86+0,03% 4,73+0,11B4
Acetic acid bacteria
GS3 5,99+0,41 42 5,44+0,290 5,42+0,32A0
GS4 6,62+0,3742 5,030,038 5,000,128
Kontrol 6,15+0,18"2 5,77+0,075° 5,70+0,075°
i Gs1 6,04:£0,424% 6,530,084 6,480,082
Maya-kiif GS2 5,700,094 5,52+0,05% 5,5140,06%
Mold-yeast
GS3 5,80+0,2742 5,46+0,19 5,38+0,20°
GS4 6,35+0,4742 5,61+0,22A80 5,35+0,218°

*Aym siitunda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢, d) ve ayni satirda yer alan farkli biiyiik harfler (A, B, C, D) ortalama degerler arasindaki istatistiksel farkliligt

gostermektedir (p<0,05).

*Different lowercase letters (a, b, c, d) in the same column and different capital letters (A, B, C, D) in the same row indicate the statistical difference between the mean

values (p<0.05).

Sirkede meydana gelen bozulmalar, genellikle
maya ve kiif gibi istenmeyen mikroorganizmalarin
gelismesi sonucunda, ortam asitlik degerinin
diismesiyle gerceklesmektedir (Giudici vd., 2017).
Ayrica, bu mikroorganizmalar oksidatif ve
fermentatif aktivite, CO, kaynakli bozunma ve
diger bozunma faktorlerinin aktivitelerine izin
verdikleri icin fermantasyon sirasinda istenmezler.
Ancak metabolizmalarmin bir sonucu olarak
diasetil gibi aroma maddeleri iireterek iirliniin
aroma gelisimine de yardimeci olabilirler. Bu
calismada, LAB ilave edilen giil sirkesi gruplarinda
toplam maya-kiif diizeyi 5,35-6,53 log KOB/mL
araliginda belirlenmistir. Depolamanin 3. giiniinde
GS2 ve GS4 sirke drneklerinde maya-kiif canliligi
azalmis ve tim gruplar fermantasyonu, ortalama 5
log KOB/mL {izerinde tamamlamistir. Bu sonug,
muhtemelen mayalanabilir ~ sekerin  birincil
fermantasyon bittikten sonra ortamda kalmasi ve
mayalarin bu sekerleri tiiketerek asit inhibisyonuna

kadar ikincil fermantasyon asamasinda yer aldigi
sonucunu diisiindiirmektedir. Fermente iirlinlerde
pH degerinin 4,5’in altma diisiiriilmesi ile
Enterobacteriaceae gelisiminde sinirlayici faktor
olabilecegi bildirilmektedir  (Ozer ve Kalkan
Yildirim, 2018). Calismamiz kapsaminda da sirke
orneklerinde fermantasyon sirasinda ve sonunda
Enterobacteriaceae saptanmamustir. Ayrica bu
durum asetik asitin de laktik asit gibi diger organik
asitler ile beraber iyi bir koruyucu olmasindan
kaynakl1 olabilir.

Giil sirkesi 6rneklerinde tespit edilen asit ve alkol
ile terpen ve ester bilesiklerinin kimyasal
gruplarma gore smiflandirilmalart ve toplam %
alanlart Sekil 1 ve Sekil 2’de verilmistir. Sirke
orneklerinde 24 adet ucucu bilesen saptanmus,
bunlarin 2’si alkol, 3’ii asit, 10’u ester, 8’i terpen
ve D’inin ise aldehit grubundan olustugu tespit
edilmistir. Giil sirkesi 6rneklerinde GC-MS ile 6ne
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¢ikan ugucu bilesenler; asetik asit, 2-feniletil alkol,
feniletil asetat, etil asetat, sitronelil asetat, f-
sitronellol, metil 6jenol ve giil-oksittir.

Laktik asit bakterilerinin yani sira mayalarin da
organik asit tirettigi bilinmektedir (Mukherjee vd.
2020). Calisma kapsaminda LAB ilave edilmeyen
kontrol grubunda farkli miktarlarda organik
asitlerin bulunmasi, giil sirkesinde dogal olarak
bulunan mayalar tarafindan da iiretilebilecegini
diistindiirmiistiir. Sirkenin ana iriinii, keskin ve
eksi tadin olugsmasinda etkili olan asetik asit L.

plantarum igeren sirke grubunda %22,95 ile en
yiiksek oranda bulunmustur. Bu durum aym sirke
grubunun asetik asit bakteri diizeyinin yiiksek
olmasi ile benzerlik gdstermistir. Cigek, bal ve giil
aromalar1 veren feniletil alkol (esik degeri; 0,2
mg/L) (FEMA, 2022) tespit edilen alkol gruplari
arasinda en yiiksek orana sahip bilesik olarak
saptanmistir. Bu ¢aligmada, LAB ilaveli giil sirke
orneklerinde ester gruplarindan feniletil asetat ve
etil asetat bazi arastirmacilarin sonuglarina benzer
sekilde en sik rastlanan ester bilesikleri olmustur
(Oztiirk vd., 2015; Sengiin ve Kilig, 2019).

Asit ve Alkoller (Acid and Alcohol)
m Kontrol mGS1 mGS2 =GS3 mGS4

22,95

18,98

11,88
11,52
11,96

Asetik asit

22,81

22,14
18,03
17,92
18,5

2-feniletil alkol

Sekil 1. LAB ilave edilen giil sirkesi 6rneklerinde GC-MS ile tespit edilen asit ve alkollerin kimyasal gruplarina gore siniflandirilmalart

Figure 1. Classification of acids and alcohols detected by GC-MS in rose vinegar samples added to the LAB according to their chemical
groups (area%)
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Sekil 2. LAB ilave edilen giil sirkesi 6rneklerinde GC-MS ile tespit edilen ester ve terpenlerin kimyasal gruplarina gore siniflandirilmalari

(%alan)

Figure 2. Classification of esters and terpenes detected by GC-MS in rose vinegar samples added to the LAB according to their chemical
groups (area%)

Etil asetat bilesiginin {izlim saraplarinda yaygin
bulunan bir ester oldugu ve bakteriyel
fermantasyon sirasinda iiretildigi bildirilmektedir
(Ribereau-Gayon vd., 2006). Cicek, meyve, bal ve
giil tatlar (esik degeri; 0,09 mg/L) (FEMA, 2022)
veren feniletil asetat kontrol gubuna gore Lc. lactis
ve E. faecium igeren sirke gruplarinda yiiksek
oranda belirlenmistir. Bu sonug, segilen suslarin
hetero ve homo fermentatif ozellikleri ile
iligkilendirilmistir. Ayrica bu ¢alisma kapsaminda
sitronelil asetat bilesigi giil sirkesi orneklerinde
yaygin bulunan 3. ester bilesigidir. Ucucu bilesen
bulgularma gore narenciye ve giil aromalar1 veren
[-sitronellol terpen bilesigi giil sirke 6rneklerinde
yilksek oranda bulanarak aromaya katkida
bulunmustur. Bunun yaminda gil sirkesi
orneklerinde giil oksit gibi giil bitkisine ozgi
terpen tlirevi bilesiklerde ortaya c¢ikmustir. Bu
durum LAB ilaveli sirke 6rneklerinin aromatik ve
biyoaktif sirke dretimi i¢in uygun hammadde
iceriklerine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

4. Sonuc¢

Bu c¢alismada daha 6nceden farkli kaynaklardan
izole edilen LAB, 16S rRNA dizi analizi ile tiir
diizeyinde tanimlanmustir. Baslatici kiiltiir ve asit
direncliligi olan LAB’nin gil sirkesinin
fermantasyonunda kullanimz; sirkenin
mikrobiyolojik ve fiziko-kimyasal 6zelliklerini
onemli diizeyde etkilemistir. Kontrol grubuna
kiyasla LAB ilave edilen sirke gruplarinda bazi
ester ve terpen miktarlar1 daha yiliksek oranda
belirlenmistir. Bu sonug, kullanilan LAB’nin giil
sirkesinin fonksiyonel ozelliklerini destekledigini
gostermistir. LAB ilave edilerek fermente edilen
giil sirkesi orneklerinden elde edilen sonuglar, L.
plantarum igeren sirke grubunun depolama
sonunda LAB ve asetik asit bakteri sayisinin diger
sirke gruplarina gore daha yiiksek diizeyde
oldugunu gostermistir. Giil sirkesi oOrneklerinin
LAB diizeyi kullanilan sus cesidine ve depolama
siiresine bagli olarak degismistir. Caligma
kapsaminda kullanilan LAB suslar1 giil sirkesinin
fermantasyonda mikrobiyal floray1 kontrol altinda

tutup sirkede kalite parametrelerinin
iyilestirilmesine ve fermantasyonun
standartlagtirilmasina ~ yardimci  olarak  giil

sirkesinin fonksiyonel 6zelliklerini destekleyebilir.
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Giris: Genetik Modifiye Organizmalarin (GDO) kontrol analizlerinin ilk asamasinda GDO tarama analizi yer
almaktadir. GDO’lu iiriinlerin %90’ 1ndan fazlasinda genetik modifikasyonu gosteren bolgeler; 35S promotor,
NOS terminator ve FMV promotor bolgeleridir. Ticari kitler de genel olarak bu boélgeleri taramak igin
iretilmistir. Bu bolgeler tarandiginda daha az ileri analize ihtiya¢ duyulmaktadir. Ticari kitler kullanim
kolaylig1 saglamasi nedeni ile tercih edilmekte ancak analiz maliyetini artirmaktadir. Bu ¢aligmada multipleks
test materyalinin laboratuvar i¢i metot olarak hazirlanmasi ile maliyetin diisiiriilmesi amag¢lanmustir.

Materyal ve yontem: Calismada ilk etapta bilesenler uygun oranlarda karistirilarak GDO tarama testi
hazirlanmistir. Bu tarama testi ile daha sonra sertifikali referans madde (CRM), gida ve yem matrikslerinde
validasyon ¢aligmalari gerceklestirilmistir.

Tartisma ve sonug: Planlanan bu ¢alisma sonucunda LOD (tespit limiti) seviyesi 10 DNA kopyasi olan hassas
ve analiz maliyeti ticari kite oranla daha diisiik multipleks GDO tarama testi gelistirilmistir. Bu testin yanlis
negatiflik ve yanlis pozitiflik oranlart %0 bulunmustur. Asimetrik LOD sonucu tiim boélgeler i¢in 10
kopya/10000 kopya olmustur. Sartlardaki kiigiik degisiklikler ile 30 DNA kopyasinin pozitif sonu¢ vermesi bu
tarama testinin saglamlik kriterine uygun oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: GDO; 35S; NOS; FMV; multipleks; validasyon; PCR

Abstract

Introduction: Genetically Modified Organisms (GMO) screening analysis is the first step of the GMO control
analysis. Regions showing genetic modification in more than 90% of GMO products are 35S promoter, NOS
terminator and FMV promoter regions. Commercial kits are also generally produced to scan these regions.
Less further analysis is needed when these regions are scanned. Commercial kits are preferred due to their ease
of use, but they increase the cost of analysis. In this study, it was aimed to reduce the cost by preparing the
multiplex test material as an in-laboratory method.

Materials and methods: In the study, the GMO screening test was prepared by mixing the components in
appropriate proportions in the first stage. With this screening test, validation studies were carried out on
certified reference material (CRM), food and feed matrices.

Discussion and conclusion: As a result of this study, a multiplex GMO screening test with a LOD (limit of
detection) level of 10 DNA copies was developed. False negative and false positive rates of this test were
found to be 0%. The result of asymmetric LOD was 10 copies/10000 copies for all regions. The positive result
of 30 DNA copies with minor changes in the conditions showed that this screening test complied with the
robustness criteria.

Keywords: GMO; 35S; NOS; FMV; multiplex; validation; PCR
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1. Giris

Biinyelerine yabanci genler dahil edilerek genetik
yapilar1 degisiklige ugratilan, yabanci genleri
genomlarina entegre eden ve bu oOzellikleri
gosteren  organizmalara  “genetik  modifiye
organizma (GDO)” denir (Sen ve Altinkaynak,
2014). GDO’lar; dogada kendiliginden polenlesme
veya tozlasma yoluyla gerceklesmesi miimkiin
olmayan, laboratuvar sartlarinda genetik zincirde
degisiklikler gerceklestirmek suretiyle olusturulan
yeni organizmalar seklinde tanimlanabilir (Kagit
Ve Aslan, 2022). Ya da baska bir tanimla GDO’lar,
sahip olduklar1 gen dizilimleri biyoteknolojik
yontemlerle  degistirilerek  yeni  Ozellikler
kazandirilmis  organizmalardir  (Giingdr ve
Demiryiirek, 2021). Yeni bir 6zellik i¢in organizma
genomuna dogal canli organizmalardan alinan bir
parca DNA ya da birkag kiiciik DNA pargasindan
olusan sentetik bir kombinasyonun eklenmesi ile
bu islem gerceklestirilir (Atsan ve Kaya, 2008).

Genetik modifiye (GD) bitkiler, dogal yapilarinda
olmayan bir veya birden fazla genin bir sekilde
genoma eklenerek bitkinin bir pargasi haline
getirilmesi ile olusturulur. Diinya capinda GD
bitkilerin tiretimi siirekli artmaktadir (Clive, 2009).
Kullanim amaglar1 tarim iiriinlerine viriis, mantar,
bakteri, parazit, herbisit ve boceklere Kkarsi
dayaniklilik kazandirilmasi; sicaklik, kuraklik,
rutubet ve tuzluluk gibi olumsuz faktorlere kars
tolerans  kazandirilmasi;  albenilerinin  ve
dayanikliliklarinin  artirilmasi, tat, aroma ve
kokularmin  degistirilmesi, meyve olusturma
siirelerinin ~ kisaltilmasi, besin  degerlerinin
iyilestirilmesi, sekonder metabolit (as1, ilag)
iretiminin ~ saglanmas1  ve  verimliliklerinin
artirtlmasidir. Gelistirilmelerinden bu yana; birgok
alanda giindelik hayatimiza giren GDO’larin, en
yaygin uygulama alani buldugu sektorler, tarim ve
gida sektorii olmustur. Ancak, uzun siiredir
ozellikle gida olarak tiikettigimiz GDO’larin ve
tirevlerinin, insan saglhgi iizerinde; alerjik ve
toksik etkiler olusturma, antibiyotiklere direng
gelisimine neden olma, kanser olusumunda rol
oynama gibi olumsuzluklara yol agabilecegini
savunan tartigsmalar yapilmaktadir (Sen ve
Altinkaynak, 2014).

Niifus artis1 nedeniyle meydana gelen beslenme
yetersizligi sorununun giderilmesi amaciyla birim
alandaki verimin artirilmasi, ekilebilir alanlarin
arttirlmasindan daha fazla Oonem kazanmis ve
caligmalar bu yonde yogunlasmistir. Yesil devrim
donemi de denilen 1965-1985 yillarinda klasik
1slah yontemlerinin yani sira giibre, hormon, tarim
ilaglar1 ve yeni teknolojik makineler kullanilarak
tarimsal iirlinlerin kalite ile veriminde kayda deger

artis saglanmistir. Ancak zamanla tarim ilaglariin
toprakta birikmesi ile sagliga zararli olmalari,
klasik  1slah  yoOntemlerinin  uzun  siiregte
gerceklesmesi, yiiksek is gilici maliyeti gibi
dezavantajlardan dolay1 yesil devrim ihtiyaglar
kargilayamaz hale gelmistir. Artan ihtiyaglardan
dolay1 yeni arayislar sonucunda GDO’lar ortaya
cikmistir (Arvas ve Kaya, 2019). Tarimda GDO
kullanimin1 savunanlarin temel iddiasi, insan
niifusunun  artmasina bagli olarak ihtiyag
duyulacak gida maddesinin yetersiz kalacagindan,
gelecekte insanligin GDO’lu tohumlara muhtag
olacagidir (Kagit ve Aslan, 2022).

Uluslararas1  Zirai-Biyoteknoloji  Uygulamalari
Kurulusu (ISAAA) verilerine gore biyoteknolojik
tiriinlerin ticarilestirilmesinin 24. y1l1 olan 2019'da,
29 tilkede 17 milyona yakin ¢iftci tarafindan 190,4
milyon hektar biyoteknolojik mahsul ekilmistir. ik
biyoteknolojik mahsuliin ticarilestirildigi 1996
yilinda 1,7 milyon hektarlik ilk ekimden itibaren,
2019 yili ekimi yaklasik 112 katlik bir artisa isaret
etmektedir. Bu nedenle, biyoteknolojik mahsuller,
modern tarim tarihinde en hizli benimsenen mahsul
teknolojisi olarak kabul edilmektedir (ISAAA,
2023).

GDO’larin riski ilk olarak 1975’teki Asilomar
Konferansi’nda tartisilmigtir.  Arastirmacilarin
endisesi daha ¢ok rekombinant DNA teknolojisi
sonucu, toplum saghigini tehdit edecek viriislerin
yaratimi ve sizintisi konusunda olmustur. GDO’lar1
giivenlik ve beslenme acisindan degerlendirmek
iizere 1990, 1996 ve 2000 yillarinda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO)
goriismeler  diizenlemistir. GD gidalara
yerlestirilen yeni proteinlerin  allerjenitesinin
degerlendirilmesi i¢in 2000 yilinda bir karar agaci
olusturulmustur. Buna gore allerjenite risk
degerlendirme prosediirlerinin  giivenilirliginin
artirilmasi gerektigi kararina varilmistir (Ocal ve
Isikl1, 2019).

Tiirkiye’de uygulamaya konan Biyogiivenlik
Kanunu’nun ikinci bolimii madde 5’te Tiirkiye
sinirlart igerisinde GDO’lu bitki veya hayvan
dretimi  yasaklanmistir. Ayrica bir bagka
yasaklanan konu ise Tirkiye’ye kurul karar
dahilinde ithal edilmis olan GDO’lu {irlinlerin
amaci disinda kullanilmasidir (Anonim, 2010).
Boylece hayvan yemi olarak ithal edilen GDO’lu
tarim irlinlerinin baska bir alanda kullanilmasi
mevzuat ile yasaklanmistir (Kagit ve Aslan, 2022).

GDO olugturulmasinda en sik kullanilan promotor
ve terminator dizileri olarak; karnabahar mozaik
viriisiine (Cauliflower mosaic virus, CaMV) ait
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35S promotoru, figwort mozaik viriisiine ait FMV
promotoru ve Agrobacterium tumefaciens’den
alman nopalin sentez NOS terminatdrii kullanilir.
GDO tarama islemi sirasinda bu spesifik gen
bolgeleri hedef alinmaktadir. Bu sekilde iiriin
icerisinde GDO’nun varlig1 tespit edilmis olur.
Bundan sonraki asamada ise GDO’nun tiirii ve
miktarinin tespitine gegilir (Cetinkaya vd., 2019).

GDO’larda hedef dizilerin ¢esitliligi nedeni ile
tespit tekniklerinin cesitleri de siirekli artmaktadir.
Analitik ¢abayr en aza indirmek, ancak ileri
analizlere gegmeden Once bir 6n se¢im yaparak
gergeklesebilir.  Bunun igin  kullanilacak bir
multipleks PCR Kit ile birden fazla bolge
taranabilir. ~ Karnabahar mozaik  viriisiiniin
(Cauliflower mosaic virus, CaMV) 35S geni,
Agrobacterium  tumefaciens'in ~ sentez  geni
nopalinin sonlandiricis1 yani NOS geni, figwort
mozaik virlisliniin promoter geni FMV ve toprak
bakterisi Streptomyces hygroscopicus'un bar geni
GDOQ'larda en yaygin kullanilan dizilerdir (Dorries
vd., 2010). Bu diziler gen aktarimini saglayan
dizilerdir. Istenilen gen dizisini eklemek igin
kullanilan bir nevi araci gen dizileridir.

GDO bolgelerini tespit etmek amaciyla yapilmig
tarama testleri ile ilgili literatiirde yeralan bazi
calismalar su sekildedir; Ddrries vd. (2010)
GDO’larda yaygin kullanilan bolgelere yonelik
(35S/NOS/FMV/bar/plant) yaptiklar1 bir ¢aligmada
multipleks tarama testi gelistirip ticari kit olarak
(foodproof GMO Screening Kiti, BIOTECON
Diagnostics GmbH, Potsdam, Germany) piyasaya
sunmuglardir. Hangerliogullar1 ve Yilmaz (2023)
da foodproof GMO Screening Kiti kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada bu kalitatif tarama testlerinin
giivenilir sonuglar verdigini, dolayisiyla kontrol
laboratuvarlarinda  izleme  igin  basariyla
kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Cottenet vd.
(2019) daha genis bir araligi kapsamak icin, iki
tane real-time PCR reaktifi tasarlamigtir. Bunlarin
ilki altt GD bolgesini (p-35S, t-NOS, p-FMV, t-E9,
Pat ve CrylAb/c), ikincisi bunlari icermeyen GD
tiplerinden olan 6 GD tipini (DAS-40278-9, VCO-
1981-5, 305423, CV127, GHB614 ve 73496)
kapsayan PCR reaktifleridir. Bu yontemde fast
PCR kullanilmig ve sonu¢ alma siiresinde daha
fazla azalma saglanmistir. Bahrdt vd. (2010)
yilinda yaptiklar ¢alisma ile GDO hedeflerinden
en az birini iceren ve 100'den fazla onayh
GDO'nun taranmasint saglayan bir hekzapleks
real-time PCR tarama testi gelistirmis ve
validasyon calismalar1 ile dogrulamiglardir. Guo
vd. (2012), yaptiklar1 ¢alisma ile 90'dan fazla
onayli GDO tipinin igerdigi 8 bdlgeyi (CP4-
EPSPS, bar, pat, CrylAb, CrylAc, CrylA (b/c),
mCry3A ve Cry3Bbl) bir arada tarayan

quadrupleks PCR testi gelistirmis ve hassasiyetini
(LOD) 80 kopya olarak tespit etmislerdir.
Waiblinger vd. (2008), gida iiriinlerinde GDO’lar1
tespit etmek i¢in bir P35S ve t-NOS dupleks real-
time PCR tarama yOnteminin validasyonunu
laboratuvarlar ~ arast  ortak  calisma  ile
gerceklestirmiglerdir. Tespit limitini 10 DNA
kopyas1 olarak bulmuslardir. Sistemin dogruluk ve
hassasiyetini 6lgmek icin 35S/NOS pozitif olan
Btl1, sadece NOS pozitif olan GA21 ve sadece
35S pozitif olan MON810 CRM’leri kullanilmstr.
Dogrulama verilerinin ¢ogu Avrupa GDO
Laboratuvarlar1 Ag1 (ENGL) minimum performans
gereksinimlerini  karsilamigtir. Grohmann vd.
(2017), 6 GD soya fasulyesi tipinin (MON 87701,
MON 87708, MON 87769, DP-305423, CV-127
ve DAS-68416) 6’I1 olarak tarama testini
gelistirmigler ve laboratuvarlar arasi ortak ¢aligma
ile validasyon calismalart gergeklestirmislerdir.
Debode vd. (2017), GDO tespiti i¢in iki singlepleks
(tE9 ve pea lektin) ve bir dubleks (pat/bar) gercek
zamanlt PCR yonteminin validasyonu igin
laboratuvarlar arasi c¢aligmalar yapmiglardir. Bu
yontemin amaca uygun oldugunu ve GDO tarama
tespiti icin kullanilabilecegini ifade etmislerdir.
Huber vd. (2013), pentapleks metot ile 5 GDO
bolgesinin  (P-35S, t-NOS, ctp2-cp4-epsps)
laboratuvarlar arasi g¢aligma ile validasyonunu
gerceklestirmigler ve hedeflenen diziler i¢in 20
kopyanin altinda tespit limitine ulasmiglardir. Bu
tarama testi ile diinya ¢apinda uygulanan en yaygin
GDO bolgelerinin  tespit edilebilecegini, bu
metodun rutin GDO analizinde uygulanmasi ile
GDO taramasi ig¢in maliyet ve zaman agisindan
tasarruf saglanacagini séylemislerdir. Eugster vd.
(2014), tetrapleks (P-35S, t-NOS, T-35S and P-
FMV) real-time PCR metodu gelistirmis ve
dogrulamiglardir. Ayrica sistemin saglamligini
laboratuvarlar arasi testlerle de gostermislerdir. Bu
yontemin, GDO boélgelerini tespitinde hassas ve
giivenilir bir tarama prosediirii sagladigi sonucuna
varmiglardir.

Bu ¢aligsma ile gida, yem ve tohumlarda multipleks
GDO tarama testi gelistirilmesi ve validasyon
yapilmast planlanmistir. Literatiirde yer alan
caligmalardan farkli olan yami Tiirkiye’deki kamu
ve Ozel laboratuvarlarinda metot birlikteligi
kapsaminda ¢alisilmasi  gereken  bdlgelerin
hedeflenmis olmasidir. Bunlar; 35S, NOS, FMV,
plant gen bolgeleri olup ayni zamanda ticari
kitlerin de hedefledigi bolgelerdir. Bu kapsamda
her bir gen bolgesi icin gerekli primerler ve farkl
boyalar ile boyanmis problar temin edilmistir.
Dupleks ve single iki metot birlestirilerek tripleks
seklinde bir multipleks metot olusturmak
amaclanmigtir. Farklt bolgelere ait primer-
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problarin aymi miks igerisinde Dbirlestirilip
karistirilmas: ile multipleks tarama miksi elde
edilmistir. Daha sonra bu kitin metot validasyonu
gergeklestirilmigtir.

Biyogiivenlik Kanunu cercevesinde Tiirkiye’de
GDO analizleri kamu ve o6zel gida kontrol
laboratuvarlarinda yapilmaktadir. GDO tarama
analizlerinde ¢ogunlukla ticari kit metodu
kullanilmaktadir. Kit metodu, kullanim kolaylig1
ve hassasiyeti nedeni ile tercih edilmektedir. Ancak
oldukc¢a pahali olan GDO analizlerinde maliyetin
onemli kismim1 kit maliyeti olusturmaktadir.
Tanimlama (var/yok) analizleri igin kit fiyatlar
degisken olmakla birlikte 6-46 €/test seklindedir
(Gruden vd., 2012). Bu durum analiz yaptirmak

durumunda olan sanayici, ¢ift¢i ve ireticide
memnuniyetsizlik yaratmaktadir. Kit metodu
yerine, laboratuvar ortaminda kit benzeri metot
olusturulmast  maliyet  acisindan  avantaj
saglayacaktir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal
2.1.1. Master miks ve oligoniikleotit primerler

Calismada PCR master miksi olarak TaqMan™
Universal PCR Master Miks (Cat no: 4304437)
kullanilmigtir. Tarama test materyali i¢in kullanilan
primer-prob gen dizilimleri ise Cizelge 1°de
listelenmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan primer-problar ve gen dizilimleri

Adi Oligoniikleotidler =~ DNA dizilimi (5’ to 3°) Referans
355 Forward primer GCC TCT GCC GAC AGT GGT European
oromotor  REVerseprimer  AAG ACG TGG TTG GAA CGT CTTC (CZ%TE}SS'OH

Probe FAM-CAA AGA TGG ACC CCC ACC CAC G- BHQ1 Waibli’nger vd.

Forward primer CAT GTAATG CATGACGTT ATTTATG European
NOS Reverse primer TTG TTT TCT ATC GCG TAT TAAATG T Commission
terminator p (2011);

Probe YY-ATG GGT TTT TAT GAT TAG AGT CCC GCA A-BHQ1 Waiblinger vd.
EMY Forward primer CAA AAT AAC GTG GAAAAGAGCT European

Reverse primer TCTTTT GTG GTC GTC ACT GC Commission
promotor (2017)

Probe CY5-CTG ACA GCC CAC TCA CTA ATG C-BHQ2 '

Forward primer ATT GAG CCT TGG TAT GGA AACCT Taberlet vd

; aberlet vd.

Plant Reverse primer GGATTT GGC TCAGGATTGCC (1991)

Probe FAM-TTA ATT CCAGGG TTT CTC TGA ATT TGA AAG TT - TAMRA

2.1.2. Sertifikal referans malzemeler (CRM) ve
numuneler

Asimetrik LOD caligmalart igin 35S iceren A5547
(AOCS 0707-C8), NOS igeren FG72 (AOCS 0610-
A5), FMV igeren 87705 (AOCS 0210-A2) soya
CRM’leri; LOD, yanlis negatiflik ve saglamlik
caligmalarinda 35S-NOS-FMV’yi iceren
MON89034 (AOCS 906-E2) musir CRM’i
kullanilmistir. Yanlhis pozitiflik (YP) ve yanlis
negatiflik (YN) caligmalarinda iglenmis gida olarak
biskiivi, islenmemis gida olarak misir 6zii, yem
olarak damitik misir + ¢6ziinlir madde (DDGS) ve
tohum olarak da misir tohumu calisilmistir.
Caligma negatif kontrolii olarak sterilize su
kullanilmustir.

2.2. Yontem

Calisma 6ncesinde CRM’ler ve numunelerin DNA
izolasyonlar1  gergeklestirilmistir. Hazirlanacak
GDO tarama testinin validasyonu i¢in yapilacak
caligmalar Cizelge 2’deki gibi planlanlanmistir.
Calisma  parametreleri ve sayilari  rehber

dokiimanlara gore belirlenmistir (Broeders vd.,
2014; ENGL, 2015; ENGL, 2017; Anonim, 2018;
ENGL 2021).

Cizelge 2. Validasyon calismasinda yapilan
analizler ve tekerriir sayilart

Materyal LOD Asimetrik Saglamlik YP YN

CRM 40 30 30

Islenmis 10 10
Gida

Islenmemis 10 10
Gida

Yem 10 10
Tohum 10 10
Toplam 40 30 30 40 40
Genel 180

Toplam

Cizelge 3 ve 4’te PCR master miks karigim oranlari
verilmistir. GDO tarama analizinde 35S, NOS,
FMYV birlestirilerek iiglii metot seklinde, plant geni
(bitki DNA’s1) analizi ise tek bagina galisilmistir.
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Cizelge 3. Plant tarama analizi PCR master miks ¢6zeltisindeki bilesenlerin oranlari

Bilesen tiirii Bilesen adi Konsantrasyon Hacim (pL)

Reaktif ¢ozeltisi TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) 1x 12,5
Forward primer (10 M) 300 nM 0,75

Plant primer-prob Reverse primer (10 uM) 300 nM 0,75
Prob (10 uM) 200 nM 0,5

Su Nuclease free water 55

Numune DNA 5

Plant geni ¢aligmasi ile hem bitkisel DNA elde edilip
edilmedigi yani izolasyon kontrolii hem de inhibisyon

kontrolii saglanmistir. Numune miktar1 maksimum 40
ng/puL olacak sekilde ayarlanmistir.

Cizelge 4. GDO tarama analizi PCR master miks ¢6zeltisindeki bilesenlerin oranlari.

Bilesen tiirii Bilesen adi Konsantrasyon Hacim (pL)
Reaktif ¢ozeltisi TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) 1x 12,5
Forward primer (10 pM) 100 nM 0,25
35S primer-prob Reverse primer (10 pM) 100 nM 0,25
Prob (10 uM) 100 nM 0,25
Forward primer (100 pM) 1000 nM 0,25
NOS primer-prob Reverse primer (100 uM) 1000 nM 0,25
Prob (10 uM) 200 nM 0,5
Forward primer (10 pM) 340 nM 0,85
FMV primer-prob Reverse primer (10 pM) 340 nM 0,85
Prob (10 uM) 120 nM 0,3
Su Nuclease free water 3,75
Numune DNA )

2.2.1. DNA izolasyonu ve spektrofotometre
ol¢iimleri

CRM ve numunelerin DNA izolasyonunda ticari
kit GENESpin DNA Ekstraksiyon Kiti (Eurofins
GENESpin, 2016) protokolii uygulanmigtir. DNA
izolatlarimin spektrofotometrik ol¢timleri Thermo
Scientific Nanodrop 2000 Spektrofotometre ile
gergeklestirilmistir.

2.2.2. Real-time PCR ve
kosullar

amplifikasyon

Tium validasyon calismalar1 Qiagen Rotor Gene Q
cihazinda yapilmistir. Saglamlik ¢alismasi igin
farkli marka PCR cihazi olarak Applied
Biosystems 7500 Fast kullanilmigtir. PCR sartlart;
UNG 50°C’de 120 sn, baslangi¢ denatiirasyonu
95°C’de 600 sn, 45 dongli amplifikasyon
(denatiirasyon 95°C’de 15 sn, annealing ve uzama
asamas1 60°C’de 60 sn) seklinde ayarlanmustir.
Okumanin yapildig1 son asama i¢in FAM, YY ve
CY5 boyalar seg¢ilmistir.

2.2.3. Tespit limiti (LOD)

Tespit limiti, bir test numunesinde gilivenilir bir
sekilde tespit edilebilen minimum analit miktar

olarak tanimlanir. 35S, NOS ve FMV bdlgelerini
iceren %100 MON 89034 misir CRM’inden 20, 10,
5 ve 1 kopya zorunlu olmak iizere en az 3 farkh
seviyede (beklenen LOD istii ve alti olacak
sekilde) seyreltmeler yapilmig ve her biri 10 tekrar
seklinde GDO tarama analizine tabi tutulmustur.
Bu parametrede yanlis negatif oraninin %5’den az
olmasi gereklidir. Bu durum 10 PCR tekrarmin
pozitif olmasi ile saglanabilmektedir. Bu nedenle
her ii¢ bolgenin de 10 tekrar 6l¢lim sonucunun
pozitif oldugu en diisiik seviye LOD degeri olarak
kabul edilmigtir.

2.2.4. Asimetrik LOD (LODasym)

Asimetrik LOD (LODasym) multipleks Kalitatif
PCR testleri i¢in validasyon parametrelerinden
biridir. LODasym i¢in hedeflenen bolgenin diisiik
miktardaki analitinin, diger bolgelerdeki yiiksek
konsantrasyondaki analit varlig1 karsiliginda tespit
edilebilirligi  ol¢iilmigtir.  %95’lik  giiven
seviyesinde yanlis negatif sonuglarin  %5’i
gegmemesi gerekmektedir.

GDO tarama testi ile yapilan LODasym ¢alismasi
icin sadece 35S bolgesini iceren %100°lik A5547,
sadece NOS bolgesini igeren %100’lik FG72 ve
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sadece FMV  bolgesini igeren  %100’lik
MONS7705 Soya CRM’leri kullanilmistir. Metot,
hedef bdlgenin 10 kopya, diger bolgelerin 10000
kopya analit varliginda (1:1000 oraninda), 10’ar
paralel seklinde teste tabi tutulmustur.

2.2.5. Saglamhk

Bu yontemin saglamlik testi, deney kosullarindaki
kasitlt sapmalar ile test edilmistir. Saglamlik
caligmalart 35S, NOS ve FMV’yi iceren MON
89034 ile LOD'nin 3 kat1 olarak 3’er tekerriir olarak
calisilmistir. Prosediire uygun faktorlere karsi
degistirilmis faktorler caligilarak test edilmistir.
Saglamlik c¢alismasinda kullanilan faktorler su
sekildedir:

e Termal dongiileyicideki degisiklik igin;
iki farkli marka PCR cihazi kullanilmistir
(Applied Biosystems 7500 Fast ve Qiagen
Rotor Gene Q 5’plex).

e Master miks  konsantrasyonundaki
degisiklik icin konsantrasyon %10
azaltilip %10 artirlmustir.

e Reaksiyon hacmindeki degisiklik igin;
reaksiyon hacmi 1 pl azallip 1 pl
artirilmustir.

e Primer ve prob konsantrasyonlarindaki
degisiklik icin konsantrasyon %30
azaltilmigtir.

e Tavlama (annealing) sicakligindaki
degisiklik i¢in sicaklik 1°C azaltilip 1°C
artirilmastir.

2.2.6. Yanhs pozitiflik

Yanlis pozitiflik orani, bilinen negatif bir 6rnegin
kullanilan metotla pozitif olarak tanimlanmasi
olasilig1 olup ylizdesel olarak ifade edilmektedir.
Yem, tohum ve gidalarda (islenmis ve islenmemis)
her bir iirlin i¢in 2 ekstraktta 5 tekrarli calisma
yapilmigtir. Calismada %95 giiven araliginda
asagida belirtilen formiile gore yanlis pozitif orani
hesaplanmustir.

% Yanlis Pozitif Sonug = (Pozitif tespit edilen
negatif Ornek sayis1 / Bilinen tim negatif
orneklerin sayis1) x 100

2.2.7. Yanhs negatiflik

Yanlis negatiflik orani, bilinen pozitif bir 6rnegin
kullanillan metotla negatif olarak tanimlanmasi
olasilig1 olup yiizdesel olarak ifade edilmektedir.
Yem, tohum ve gidalarda (islenmis ve islenmemis)
her bir iirlin i¢in 2 ekstraktta 5 tekrarli ¢alisma
yapilmstir. Verifikasyonu yapilan gen bolgelerini
icerecek  sekilde maksimum esik  degeri
seviyesinde CRM ile spike yapilarak elde edilen
pozitif numuneler teste tabi tutulmustur. Calismada
%95 giiven araliginda asagida belirtilen formiile
gore yanlig negatif orani hesaplanmustir.

% Yanlig Negatif Sonu¢g= (Negatif tespit edilen
pozitif 6rnek sayisi / Bilinen tiim pozitif 6rneklerin
sayis1) x 100

Cizelge 5. Calismada kullanilan CRM ve numunelerin DNA miktar ve safliklari

Numune ad1 Icerigi

Niikleik asit Saflik

konsantrasyonu (ng/pl) (260 nm/ 280 nm)

CRM MON89034

CRM MONS87705 FMV igeren %100 Soya

CRM FGT72 NOS igeren %100 Soya
CRM A5547 35S iceren %100 Soya
Islenmis gida Biskiivi A

Islenmis gida Biskiivi B

Islenmemis gida Misir 6zii A
Islenmemis gida Misir 6zii B

Tohum Misir tohumu A

Tohum Misir tohumu B

Yem DDGS A

Yem DDGS B

FMV, NOS ve 35S igeren %100 Misir

65,5 1,84
110,9 1,84
119,4 1,78
111,8 1,81
36,6 1,68
34,2 19
104,6 18
1215 1,52
70,5 1,71
89,5 1,63
23,7 1,38
36,4 1,34

Gida, yem ve tohumda multipleks GDO tarama testi gelistirilmesi ve validasyon ¢aligmalart
Nihal AKMAN, Adnan Fatih DAGDELEN



Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 31:23-32 (2024/1) 29

3. Tartisma ve sonuc
3.1. DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen izolatlarin
DNA miktar1 (niikleik asit konsantrasyonu) ve
safliklar1  nanodrop  spektrofotometre  ile
Olgiilmiistiir. CRM’ler tek, numuneler ise iki
paralel seklinde izole edilmistir. Cizelge 5°te
gosterilen CRM’lerin DNA miktarlar1 daha sonraki
asamalarda  kopya  sayis1  ayarlamalarinda
kullanilmigtir. Numuneler ise maksimum 40 ng/ul
olacak sekilde ayarlanmustir.

DNA ve RNA cozeltileri 15181 kismen 280 nm’de
ve protein gozeltileri 260 nm’de sogurdugundan
260 ve 280 nm (A260/A280) Ol¢iim araligindaki
bir oran, niikleik asitlerin saflik degerini verir.
DNA ve RNA yaklasik olarak 1,8 ve 2,0
degerlerinde A260/A280°e¢ sahiptir. Saf DNA
yaklasik 1,8 saf RNA ise yaklasik 2,0 degerini
vermelidir. Eger proteinden kaynaklanan bir
kontaminasyon varsa A260/A280 yukarida verilen
degerlerden daha az olacaktir (Somma, 2006).
Saflik 2,0’m istii bir degerde ise RNA’se ile
muamele veya saflastirma kolonu gibi uygulamalar
ile bu deger dusiiriilebilir. Ancak diigiik degerdeyse
yiikseltilmez, oldugu gibi analize alimir. DNA
izolasyonu sonucunda CRM ve numunelerin
safliklart ve miktarlari bu calisma igin yeterli
olarak elde edilmistir.

3.2. Tespit limiti (LOD) cahismasi

%100’lik MON89034 misir CRM’i ile hazirlanan
20, 10, 5, 1 DNA kopyast ve 10’ar tekerriirlii
yapilan LOD c¢alismas1 sonucu Cizelge 6’da
verilmistir.

Cizelge 6. LOD ¢aligsmasi analiz sonuglari

Pozitif sonug sayisi

K
opya sayist 35S NOS FMV  Plant

20 10010 10710 10/10 10710

10 1010 1010  10/10  10/10

6/10 8/10 6/10 6/10
4/10  3/10 1/10 4/10

Mevcut calismada LOD degeri biitiin bolgelerde
tekrarlarin tiimiiniin tespit edildigi en diisiik deger
olan 10 kopya olarak bulunmustur. Dérries vd.
(2010) gelistirdikleri foodproof GMO Screening
Kiti (BIOTECON Diagnostics GmbH, Potsdam,
Germany) ile belirlenen bolgelere
(35S/NOS/FMV/bar/plant)  yonelik  yaptiklar
calismada da tespit limitini 10  hedef
kopya/reaksiyon olarak belirlemislerdir. Iki gercek
zamanli PCR reaktifinin tasarlandigi bir diger
calismada ise FAST PCR kullanilmis ve sonug

alma siiresinde daha fazla azalma oldugu ifade
edilmistir. Ayrica ayni1 aragtirmada yontem genis
bir tarama kapasitesi gostermis ve LOD degerinin
20 kopyanin altinda oldugu rapor edilmistir
(Cottenet vd., 2019). Taranan bolge sayisi arttikca
hassasiyetin azalmas1 s6z konusu olabilir. Nitekim
Guo vd. (2012), yaptiklar ¢alisma ile quadrupleks
PCR testi ile hassasiyeti (LOD) 80 kopya olarak
tespit etmislerdir. Bunun tersi olarak es zamanli
daha az bolgenin taranmast ise hassasiyeti
arttirabilir. Ornegin iki singlepleks (tE9 ve pea
lektin) ve bir dubleks (pat/bar) real-time PCR
yonteminin laboratuvarlar arast c¢aligmalar ile
validasyonu sonucunda LOD degeri 5 kopya olarak
bulunmustur (Debode vd., 2017).

3.3. Asimetrik LOD (LODasym) ¢calismasi

CRM’lerin seviyesini 10/10000 DNA kopyast
seklinde ayarlayarak yapilan LODasym sonuglari
Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Asimetrik LOD galigmasi analiz
sonugclari

Kopya sayist ayarlanmis CRM Pozitif sonug sayisi

karigimi 35S NOS FMV

10 kopya 35S

10000 kopya NOS 10/10  10/10 10/10
10000 kopya FMV

10000 kopya 35S

10 kopya NOS 10/10 10/10 10/10
10000 kopya FMV

10000 kopya 35S

10000 kopya NOS 10/10  10/10 10/10
10 kopya FMV

LODasym c¢alismasi ile multipleks GDO tarama
testinde hedeflenen bolge icin diisiik miktardaki
analitin, diger bolgelerin yiiksek
konsantrasyondaki analit varlig1 karsiliginda tespit
edilebilirligi ol¢tlmiistiir.

Calisma sonucunda diger bolgelerin 10000 kopya
varliginda hedef bdlgenin 10 kopyasi tespit
edilmistir. Tiim paralellerde pozitif sonu¢ vermesi
nedeniyle (%95°’lik giiven seviyesinde, yanlis
negatif sonuglarin %5’1 gegmemesi ile) elde edilen
sonuglar kabul kriterini karsilamaktadir. Bahrdt vd.
(2010) yaptiklari ¢alisma ile GDO hedeflerinden en
az birini iceren 100'den fazla onayli GDO'yu
kapsayan bir hekzapleks, real-time PCR tarama
testi gelistirmisler ve LODasym g¢alismasi ile diger
tim GDO hedeflerinin 1000 kopyasinin varliginda
her bir GDO sisteminin hassasiyetini < 10 hedef
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kopyasi olarak tespit etmislerdir. Huber vd. (2013),
gelistirdikleri pentapleks metodun LODasym
degerini diger hedeflerin 20000 kopyasinda P-35S,
pat ve ctp2-cp4-epsps hedefleri i¢in 20 kopya, T-
NOS i¢in 1040 kopya bulmuslardir. T-NOS en
diisiik duyarlhiliga sahip bolge olmustur. Debode
vd. (2017), pat/bar dupleks metodunun LODasym
analizi i¢in Bt11 ve Bt176 CRM’leri her iki hedef
icin  1:1000  asimetrik hedef seviyesinde

Cizelge 8. Saglamlik ¢aligmasi analiz sonuglari

karigtinllmistir. Diger hedefin 20000 kopyasinda
bir hedefin 20 kopyas:t analiz edilmistir. Alt1
tekrarly analiz ile beklenen elde edilmis ve 20
kopya tespit edilmistir.

3.4. Saglamhik ¢calismasi

Analiz  prosediirinde  kiiciik  degisiklikler
uygulanarak yapilan saglamlik analizinin sonuglari
Cizelge 8’de verilmistir.

Pozitif sonug sayisi

Faktorler
35S NOS FMV Plant
Kontrol Normal sartlarda 3/3 3/3 3/3 3/3
Farkli marka PCR cihazi ABI 3/3 3/3 3/3 3/3
) %10 azaltilinca 3/3 3/3 3/3 3/3
Master miks konsantrasyonu
%10 artirilinca 3/3 3/3 3/3 3/3
) ) 1 pl azaltilinca 3/3 313 313 3/3
Reaksiyon hacmi
1 pl artirthinca 3/3 313 313 3/3
Primer konsantrasyonu %30 azaltilinca 3/3 313 313 3/3
Prob konsantrasyonu %30 azaltilinca 313 313 313 3/3
1 °C azaltilinca 3/3 3/3 3/3 3/3
Tavlama sicaklig1
1 °C arttirilinca 3/3 3/3 3/3 3/3

Tim sartlarda 30 DNA kopyasinin pozitif sonug
vermesi GDO tarama testinin saglamlik kriterine
uygun oldugunu gostermistir. Grohman vd. (2017),
saglamhik c¢alismasin1 6 farkli real-time PCR
cihazinda  caligarak  yapmuslardir.  Analiz
sonuglarinda olagandisi bir duruma rastlanmadigi
bildirilmistir. Debode vd. (2017) gelistirdikleri
metodun saglamlik calismasi igin, master miks
bilesenlerinde (%30 daha az primer, %30 daha az
prob, master miksin 1 pl az veya ¢ok kullanilmasi),
cihaz kullaniminda (2 farkli cihaz) ve tavlama
sicakliklarinda (standart kosullara kiyasla 1 °C'den
az/fazla) degisiklikler yaparak kontrol etmislerdir.
Bu c¢alisma 20 kopya iizerinde test edilmistir.

Olumsuz bir durum ile karsilasilmadigi
bildirilmistir. Huber vd. (2013), mpPCR testlerinin
saglamlik  caligmasim1  tavlama sicakliginda

degisiklik (£1°C), toplam primer-prob karigiminda

%20 varyasyon ve farkli cihazda ¢alisma seklinde

uygulamislardir.  Uygun  sonuglar  alindigi

bildirilmistir.

3.5. Yanhs pozitifik ve yanhs negatiflik
calismasi

Yanlis pozitiflik ve yanlis negatiflik ¢aligmalarinda
islenmis gida olarak biskiivi, islenmemis gida
olarak musir 6zii, yem olarak DDGS ve tohum
olarak da musir tohumu olmak {izere 4 {iriin grubu

kullanilmistir. Her bir iirlin igin 2 ekstrakta 5
tekrarlt toplam 40 calisma yapilmistir. Yanlis
negatiflikte ise numuneler MON89034 CRM’i ile
kirletilerek hazirlanmis ve ayn1 sekilde 2 ekstrakta
5 tekrarli toplam 40 ¢alisma yapilmistir.

Yanlis pozitiflik c¢aligmasinda negatif oldugu
bilinen orneklerden 10’ar reaksiyon sonucunda
toplam c¢aligilan 40 negatif 6rnegin hicbirinde
yanlig pozitif sonug alinmamustir. Yanlis negatiflik
calismasinda ise, negatif matrikslerin MON89034
ile kirletilmesi ile olusturulan 35S/NOS/FMV
bolgelerini igeren kirli 6rneklerden 10’ar reaksiyon
sonucunda, toplam calisilan 40 pozitif Ornegin
hepsinden pozitif sonug alinmaigtir.

Buna gore bu ¢alismanin sonucunda %YP ve % YN
orani %0 olarak bulunmustur. %95 giiven aralig1
temel alinarak sonuglar uygun bulunmustur.
Grohmann vd. (2017), 6’11 mpPCR yontemlerinde
720 PCR analizinin verileri degerlendirmis ve
%0,3 yanlis pozitif oran1 ve %3,9 yanlis negatif
orani  gozlemislerdir. Huber vd. (2013),
gelistirdikleri test materyali ile 54 farkli CRM test
etmigler daha sonra bu CRM’leri gida, yem ve
tohum numunelerine karigtirarak c¢aligmislar, bu
¢alismanin sonucunda YN ve YP oranlarint %0
olarak belirtmislerdir.
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4. Sonug

Bu calisma ile laboratuvar i¢i metot olarak elde
edilen GDO ve bitki (plant) geni tarama testlerinin
validasyon caligmalart gercgeklestirilmistir.
Metodunun laboratuvar sartlari altinda
gecerliligini, uygunlugunu, tekrarlanabilirligini ve
giivenilirligini ispatlamak amaciyla yapilan bu
calismalar sonucunda elde edilen bulgularin
degerlendirilmesiyle bahsi gegen bu metodun
uygun ve giivenilir oldugu ve bu yontemin tiim
gidalar, tohumlar ve yemlerde GDO tarama
analizleri i¢in kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Tarama testinin LOD degeri 10 DNA kopyasi
olarak tespit edilmistir. Bu deger ayn1 zamanda
bircok ticari kitin de LOD degeri olup Tiirkiye’deki
GDO  laboratuvarlarinda  metot  birlikteligi
acisindan da tavsiye edilen LOD degeridir.
Calisma ile laboratuvarlarda kullanilabilecek, ticari
kit hassasiyetinde ve daha ekonomik bir GDO
tarama testi elde edilmistir. Laboratuvarlarda
kullanilan ticari tarama kitleri genel olarak ithal
edilmekte olup yiiksek {icretler ile temin
edilmektedir. Kit giderleri analiz maliyetindeki en
onemli kalemi olusturmaktadir. Ancak bu
calismadaki  gibi  primer-problar  bir  kez
sentezletilip temin edildiginde seyreltilerek c¢ok
fazla reaksiyonda kullanilabilir. Bu ¢aligmanin asil
maliyet  kalemini PCR master  miksi
olusturmaktadir. Ancak bu da ticari kit maliyetine
nazaran daha ekonomiktir. Bu c¢alismada PCR
master miksi olarak kullanima hazir ticari bir iiriin
kullanilmistir.  Analiz maliyetini daha fazla
diisiirmek i¢in PCR master miksi bilesenleri (Taq
DNA Polimeraz, dNTP'ler, Mg*?, vs.) ayri ayri
temin edilerek laboratuvar ortaminda da PCR
master miksi hazirlanabilir.

Metot ekonomik avantaj saglamasina ragmen daha
fazla iggiicii ve hassasiyet gerektirmektedir. Primer
problarin tek tek hazirlanip, hesaplanmasi ve
birlestirilmesi esnasindaki hata ve bulagsmalardan
kaynaklanabilecek yanlis sonuglara karsi azami
dikkat gostermek gerekmektedir.

Bu calismada plant taramasi analizi gogalabilir
bitki DNA’s1 kontrolii olmasinin yani sira
inhibisyon kontrolii olarak da kullanilmistir. Ancak
bitkisel DNA’nin tespit edilmedigi durumlarda
DNA izolat1 pozitif kontrol igeren bir master miks
ile caligilarak inhibisyon olup olmadigi tespit
edilmelidir. Sonucun negatif bulunmas1 numunede
inhibisyon oldugu anlamina gelir. Bu durumda
analizin devami i¢in inhibisyonun giderilmesi
gerekecektir. Sayet bu metotta inhibisyon kontrolii
dordiincii bir boya ile farkl bir kanalda, multipleks
metodun iginde yapilacak olsa idi sarf ve isgiicii
acisindan  avantaj  saglayacakti.  Multipleks

kanallarin artmasinin yanlis pozitiflik ya da
negatiflik ihtimalini arttirabilecegi endisesi ile bu
caligmada dordiincii kanal kullanilmamistir. Bagka
bir calismada metot gelistirilerek inhibisyon
kontroliinii de icerecek sekilde tasarlanabilir.
Boylece bitki geni kolay elde edilebilen iiriinlerde
plant taramasi yapilmadan iki yerine tek PCR
kuyucugunda islemin tamamlanmasi avantaj
saglayabilir.
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Abstract

Objective: Probiotic microorganisms which constitute an important part of functional foods are living
creatures that have been proven to benefit human health. However, most of the time they lose their vitality
entirely or partly before reaching the human gastrointestinal system due to the various degenerative processes
that they are exposed to during food production stages. Those who have been able to maintain their vitality are
exposed to destructive bioprocesses in the digestive system.

Conclusion: It is possible to provide the probiotic microorganisms to reach the target point by maintaining
their vitality at an optimum level utilizing the microencapsulation method which we could consider as a
technological packaging process. In this study, information is given about microencapsulation methods applied
to probiotic microorganisms and the coating materials used.

Keywords: probiotics; microencapsulation; coating material; microencapsulation methods

Oz

Amag: Fonksiyonel gidalarin 6énemli bir kismii olusturan probiyotik mikroorganizmalar insan sagligina
faydali oldugu kanitlanmis canlilardir. Ancak ¢ogu zaman gida iiretim asamalarinda maruz kaldiklar ¢esitli

dejeneratif islemler nedeniyle insan gastrointestinal sistemine ulasamadan canliliklarini tamamen veya kismen
kaybederler. Canliligini koruyabilenler sindirim sisteminde yikici biyoproseslere maruz kalirlar.

Sonug: Teknolojik bir paketleme islemi olarak degerlendirebilecegimiz mikroenkapsiilasyon yontemi ile
probiyotik mikroorganizmalarin canliliklarimi optimum diizeyde koruyarak hedef noktaya ulagsmasim
saglamak mimkiindiir. Bu calismada probiyotik mikroorganizmalara uygulanan mikroenkapsiilasyon
yontemleri ve kullanilan kaplama malzemeleri hakkinda bilgi verilmektedir.

Anahtar kelimeler: probiyotikler; mikroenkapsiilasyon; kaplama materyali; mikroenkapsiilasyon yontemleri
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1. Introduction

Today, it is expected that foods not only satisfy
hunger or meet nutritional needs but also prevent
nutritional diseases and improve health. In this
respect, functional foods play an important role
(Cencic and Chingwaru, 2010).

The usage of functional foods dates back to the
1980s in Japan. In 1991, the concept of FOSHU
(Japanese Foods for Specified Health Use)
emerged, which is used to name foods that have a
positive effect on human health, depending on the
components they contain or the removal of
allergens from the food (Kumagai, 2014).

In the Turkish Food Codex (Law No. 5179 on the
Amendment of the Law Decree on the Production,
Consumption and Inspection of Foods), functional
foods are defined as "nutritions which are
protective, corrective and/or reducing the risk of
disease, depending on one or more effective
ingredients, in addition to their nutritive effects and
whose these effects have been scientifically and
clinically proven™ (Anonymous, 2004).

Probiotic microorganisms constitute an important
class of functional foods. These microorganisms,
which are mostly found in dairy products can be
found in many food products containing probiotic
properties from vegetable and fruit-based products
to cereal and legume-based products, from meat
and meat products to chocolate (Erem, 2019).

Probiotics are described by the World Health
Organization as “live microorganisms having a
positive effect on the health of the person when
taken in adequate amounts,” (FAO/WHO, 2001).
Beneficial intestinal bacteria, which are generally
taken into the body together with fermented
products and raw fruits and vegetables, perform
numerous important functions in a symbiotic
interaction with their hosts (Markowiak and
Slizewska, 2017). Usage of probiotics has a
positive effect on the advance of targeted
microorganisms in the host gastrointestinal tract,
discards fungi or harmful bacteria, and enhances
the normally occurring defense actions of the host's
immune system (Pech-Canul et al., 2020).

Probiotics have some potential benefits such as
strengthening the immune system, inhibiting
pathogenic organisms, facilitating the metabolism
of fats and proteins, providing the synthesis of
vitamins, reducing cholesterol and blood pressure,
increasing mineral absorption, preventing stress,
preventing harmful bacterial growth under colitis,
managing urogenital health, playing a role in anti-
microbial activities, detoxification and protection
from toxins (Amin et al., 2013; Genis and Tuncer,

2019; Erginkaya et al., 2019). Trying to regulate
the intestinal microbiota by the consumption of
products containing prebiotics, probiotics and their
combined uses (symbiotics) are among the most
accepted methods today (Altindis and Yilmaz,
2017).

In addition to being used while curing many
illnesses such as cancer, diarrhea, asthma, celiac,
lactose intolerance, allergies, diarrhea, it has been
reported that it is effective in reducing the
inflammatory intestinal risk, treating Helicobacter
pylori infections, and preventing antibiotic-
associated diarrhea (Arvanitoyannis and Van
Houwelingen-Koukaliaroglou 2005; Cencic and
Chingwaru, 2010; Shiby and Mishra, 2013;
Markowiak and Slizewska, 2017; Sanchez et al.,
2017; Erem, 2019). It is known that the intake of
Lactobacillus reduces tumor development by
reducing fecal enzymes such as nitroreductase, f3-
glucuronidase, and azoreductase which can convert
pro-carcinogens to carcinogens in the digestive
tract in humans (Amin et al., 2013).

Studies put forward that herbal probiotic products
provide benefits such as strengthening the immune
system, increasing immunoglobulin production,
cleansing the colon and liver, and increasing
calcium absorption in vegan and vegetarian
individuals (Akpinar and Seven, 2019).

The amount of global probiotic trade in 2018 was
45.6 billion dollars. It was projected that this value
will rise to 65 billion dollars in 2024 (Anonymous,
2018).

Most of the probiotics used in commercial products
today a members of the Lactobacillus or
Bifidobacterium genera, which are found in many
foods and the human intestine and sensitive to
harsh  conditions.  Streptococcus  citrovorus,
Streptococcus  lactis,  Lactobacillus  casei,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus rueteri, Saccharomyces
boulardii, Bifidobacterium bifidium general are
important probiotic organisms. It has been reported
that Pediococcus, Bacillus, and some yeast strains
are also proper probiotic candidates (Celikel et al.,
2018).

It is also stated in Annex 2 of the Turkish Food
Codex Regulation on Nutrition and Health
Declarations that food must include at least 1.0x10°
cfu/g live probiotic microorganisms to be
considered  probiotic  (Anonymous, 2017).
However, factors cause a diminution in the number
and activity of probiotic microorganisms in food
production stages. These factors are pH, oxygen,
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water activity, chemicals such as hydrogen
peroxide; various parameters used in production
such as the presence of salt and sugar, colorants,
and artificial flavoring; microbiological parameters
(probiotic strain type, amount and inoculation rate;
and processing parameters such as incubation
temperature, heat application, packaging material,
product cooling rate, production scale, and storage
method) (Erem, 2019).

In studies evaluating the viability of some
commercial probiotics during their passage
through the gastrointestinal tract, it was shown that
all products used commercially tested suffered a
10¢-fold diminution in colony-forming units (cfu)
within 5 minutes (Dodoo et al., 2017). Therefore, it
is a big problem that many commercial probiotic
products do not provide the expected effect
because beneficial bacteria are not able to keep
their viability during food processing, storage, and
transit through the upper gastrointestinal tract; in
addition, even if they reach the targeted point, it is
a possibility that they can not identify themselves
as part of the intestine microbiome and can only
pass into the stool (Yao et al., 2020).

More effective strategies are required to increase
the stability of probiotics in foods and to preserve
them while they pass through the human intestine.
The number of live probiotic microorganisms in
the product can be increased by methods such as
choosing strains that are resistant to stress and
digestive conditions, performing multi-stage
fermentation, reducing the oxygen permeability of
the product package, adding micronutrients that
can be used by probiotics and microencapsulation
applications (Celikel et al., 2018).

Yao et al. (2020) examined the viability of
probiotic microorganisms in the intestinal tract
using in vitro and in vivo techniques and stated that
encapsulation practices are necessary to maintain
their viability in storage conditions and the colon.
These technologies not only protect probiotics
from harsh environmental conditions but also
increase the mucoadhesive properties of probiotics.
Encapsulation is a method based on the principle of
coating with protective material or bonding to a
carrier material in nano (<0.2 pm), micro (0.2-5000
pum), and macro (>5000 pum) sizes. Basically; it is
carried out by adding the bioactive component into
the solid or liquid matrix, providing the liquid
matrix dispersion, and providing stabilization by a
chemical (polymerization), physical
(solidification,  evaporation,  etc.) or
physicochemical (gelation) process (Sarao and
Arora, 2017).

2. Microencapsulation applications

Microencapsulation can be defined as “the
retention of a compound in a compound or
emulsion for its immobilization, protection,
controlled release, structuring, and
functionalization”. A microcapsule is the structure
of a semi-permeable, spherical, thin, and strong
membrane with a diameter ranging from a few
microns to 1 mm surrounding a solid or liquid. In
addition to its protective feature, it facilitates the
transport of cells and allows controlled release
(Amin et al., 2013; Yao et al., 2020).

The main purposes of applying microencapsulation
are to prevent the encapsulated bioactive material
from being damaged by the environment or to
prevent its damage to the environment (pH,
temperature, enzyme, oxygen, etc.); preserve
bioactivity, mask flavor and aroma components; be
able to turn liquids into solids and to ensure the
release of the encapsulated material at the target
point (Unal and Erginkaya 2010; Aloglu and Oner,
2010; Yao et al., 2020). It is a method that is used
to limit the relationship of bioactive substances that
are not desired to be found in the environment
(enzymes, etc.) or that are desired to be protected
from environmental conditions (probiotics,
vitamins, polyunsaturated fatty acids, etc.) with the
environment. Microencapsulation increases the
bioavailability of bioactive substances and extends
the shelf life of products (Chen and Subirade,
2007).

Although microencapsulation is used in many
areas, the most common wuse is in the
pharmaceutical industry at a rate of 68%. This is
followed by food at 13%, cosmetics at 8%, textile
at 5%, biomedical at 3%, agriculture at 2%, and
electronics industry at 1% (Uran et al., 2017; Genis
and Tuncer, 2019).

The active substance  encapsulated in
microencapsulation is described as the core
material and can be dissolved, liquid, or solid
dispersed. The protective matrix structure is called
capsule, shell, wall, or coating (Sarao and Arora,
2017). While the thickness of the protective coating
in microcapsules is between 0.5-150 um, the
capsule diameter varies between 0.01 and 1.000
um, probiotics can survive in multilayer coated
microcapsules and a layer thickness of 20 um is
sufficient to maintain this (Li et al., 2017; Genis
and Tuncer, 2019).

Microcapsules can be defined as single-core
(mononuclear), multi-core (poly/multinuclear),
matrix  (matrix), multi-wall, and irregular
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according to their morphological structures (Genis
and Tuncer, 2019).

The capability of microcapsules to enhance the
survival of probiotics is related to their size. In food
products, when the capsules are too large, they may
leave a bad taste in the mouth and remain in the
stomach. On the contrary, if they are very tiny, it
cannot be possible to encapsulate or degrade too
quickly due to the large surface area. Cook et al.
(2014) stated that capsules should have a diameter
of less than about 200 pm for passing effectively
throughout the gastrointestinal tract. Li et al.
(2017) stated that their diameter should be
approximately 500 um.

2.1. Microencapsulation materials

It is very important to select the correct coating
material to carry out a  successful
microencapsulation process. The coating material
to be used in microencapsulation; should not show
toxic properties, should be GRAS (generally
accepted as safe), should be easily processed,
should not react with other substances in the
environment, should not react with the active
material during and after application, should
increase the stability of the active material and
protect it from environmental effects, should be
biodegradable, should exhibit good rheological
properties at high concentrations where sensorial
properties are important, should be in a suitable
structure to enable the release of the active material
at the desired time, and should be cost-effective
(Unal and Erginkaya, 2010; Palamutoglu et al.,
2013, Yavas et al.,2019; Pech-Canul et al.,2020). It
should also have properties such as resistance to
high temperature and pressure, low humidity and
oxygen permeability, low hygroscopicity (ability to
take up water), low solubility in water, low pH, or
resistance to the digestive system environment
(Amin et al., 2013). As with all other materials to
be used in food processes, they must meet the
safety criteria of EFSA (European Food Safety
Authority) in Europe and the FDA (Food and Drug
Administration) in the United States (Palamutoglu
etal., 2013).

Proteins and polysaccharides, which are among the
coating materials that can be used in foods on the
market,  form  moisture-permeable  films
(hygroscopic), especially at high relative humidity
values. They generally exhibit good barrier
properties against lipids and gases. Lipid-based
coatings offer perfect water barrier properties, and
latent gas flow, and are comparatively heat
resistant (they are compounds with a high melting
point). Nevertheless, its mechanical properties are
generally weak (Amin et al., 2013).

Generally, biopolymers with good thermal
stability, low toxicity, high biocompatibility, and
low cost are used in the coating of probiotics (Yao
et al., 2020).

While today, alginates, starch, celluloses
(carboxymethylcellulose, methylcellulose,
nitrocellulose, ethylcellulose, cellulose acetate-
phthalate, acetylcellulose, cellulose acetate
butyrate-phthalate), carrageenan, gellan gum,
xanthan gum, and chitosan among the
polysaccharide-based coating materials are being
used in the microencapsulation of probiotic
cultures; compounds such as whey proteins,
gelatin, casein, gluten, chickpea proteins, and
cellulose acetate phthalate among the protein-
based coating materials and lipids (fatty acids and
fatty  alcohols,  glycerides, waxes and
phospholipids) are also suitable materials to be
used for encapsulation. However, studies on lipid
coating materials are very limited (Wandrey et al.,
2010; Aloglu and Oner, 2010; Martin et al., 2015;
Chen et al.,, 2017; Yao et al.,, 2020). Table 1
represents some studies on microencapsulation of
probiotic microorganisms.

2.1.1, Carbohydrate-based coating materials

The use of carbohydrate-derived coating materials
is most common in the spray-drying method. The
fact that they are easily accessible and the cost is
low increases the attractiveness of these materials
(Genis and Tuncer, 2019).

2.1.1.1. Alginates

Alginate, which is among the most frequently used
biopolymer building blocks to form capsules, is a
heteropolysaccharide that consists of D-
mannuronic acid and L-guluronic acid and can be
extracted from the cell wall of brown algae
(Laminaria spp.) (Altun and Ozcan, 2013; Martin
etal., 2015; Liuetal., 2016; Sarao and Arora, 2017;
Yao et al., 2020). Calcium alginate is a preferred
polymer for coating probiotic organisms due to its
advantages such as forming thin gels which are
effortlessly found in nature, economical, non-toxic,
and highly stable, forming a light matrix structure,
and appearing simply in alkaline buffer solution
(Gékbulut and Oztiirk, 2018). On the other hand,
forming a porous layer, being sensitive to acids (in
stomach conditions), its protective properties being
reduced by being affected by the external
environment, and being not suitable for large-scale
applications are its disadvantages (Gokbulut and
Oztiirk, 2018; Marcial-Coba et al., 2018). It has
been stated that increasing the effectiveness by
reinforcing alginate with other coating materials is
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a better way to preserve the viability and activity of
probiotics (Unal and Erginkaya, 2010).

Natural biopolymers, for example, p-carrageenan
and calcium alginate are suitable materials for gel
retention for probiotic applications (Amin et al.,
2013). It provides a more stable coating when used
with starch, pectin, carrageenan, chitosan, or some
synthetic polymers (Martin et al., 2015).

In some studies conducted on the encapsulation of
probiotic cells, factors such as alginate and calcium
chloride (CaCly) concentrations, hardening period
of the capsules, and cell concentrations were
examined. As a result, it was shown that the
microorganisms coated with calcium-alginate were
better preserved than the unencapsulated ones. In
vitro, studies have shown that the viability of
encapsulated microorganisms increases with the
upsurge in the size of the capsule (Dave et al.,
2004).

Chen et al. (2006) measured the resistance of
probiotics coated with alginate to gastrointestinal
conditions after a one-week storage period and
found that microcapsule application can raise the
viability of probiotic bacteria under simulated
gastric fluid test (SGFT) and 3% sodium alginate
combination mixed with 3% fructooligosaccharide
and 1% peptide is the best application.

Muthukumarasamy and Holley (2006)
microencapsulated Lactobacillus reuteri  with
alginate employing extrusion or emulsion
technology, added it to fermented dry sausage
dough, and examined its microbiological and
sensory properties. While a logarithmic decrease of
2.6 units was observed in dry fermented sausages
including L. reuteri added without encapsulation, a
logarithmic decrease of 0.5 units occurred in dry
fermented sausages including encapsulated L.
reuteri. As a consequence of the consumer taste
panel study, no substantial difference was observed
with the control sample in terms of sensory
properties.

2.1.1.2. Carrageenan

Carrageenan which is a hydrophilic, neutral
polysaccharide obtained from red seaweed by hot
alkaline extraction process is a natural polymer
used as an additive in the food sector. Carrageenan
is frequently used in food and cosmetic
formulations because of contributes positively to
the stability of fragrances and aromas. It has six
types and k-carregenan is the most commonly used
in encapsulation applications. The fact that
carrageenan is cheap and has biopolymer
properties causes it to be selected as a coating
material in encapsulation applications (Martin et

al., 2015). Carrageenan is mostly used as a coating
material in emulsion and extrusion methods
(Krasaekoopt et al., 2004).

In addition, carrageenan's positive effect on the
viability of the microorganism and its low
sensitivity to organic acids in fermented products
such as yogurt play an active role in the preference
of carrageenan in the microencapsulation of
probiotic cells (Martin et al., 2015; Sarao and
Arora, 2017).

Afzaal et al. (2019) examined the ability of the
probiotic Lactobacillus acidophilus ATCC4356
strain to survive in ice cream and artificial digestive
system conditions by encapsulating it with sodium
alginate and carrageenan  polysaccharides.
Researchers  reported  that  encapsulation
application substantially increased the survival
level of probiotic cells in ice cream and artificial
digestive system conditions compared to free cells.

Carrageenan has three (k-, 1- and A) types. The gel
properties of k-carrageenan are enhanced by
blending it with different coating materials, for
example with calcium alginate, vegetable oils, and
also numerous gums (eg, gellan, xanthan, and
carob gum) (Pech-Canul et al., 2020).

It is possible to find various studies on the
employment of microencapsulated probiotics in
fermented or frozen dairy products. In these
studies, it was stated that alginate and k-
carrageenan were mostly employed as coating
materials (Krasaekoopt et al., 2004; Chen and
Subirade 2007; Unal and Erginkaya, 2010; Altun
and Ozcan, 2013; Yao et al., 2020).

2.1.1.3. Xantan, gellan and gum arabic

Anionic polysaccharides like xanthan, gellan, and
gum arabic find application in probiotic
microencapsulation. Xanthan and gellan gums,
which are bacterial extracellular polysaccharides,
are respectively produced by Pseudomonas elodea
and Xanthomonas campestris. Also, gum arabic is
obtained from acacia family member trees, also
known as gumacacia (Arslan-Tontul and Erbas,
2017; Pech-Canul et al.,2020).

Acacia gum (gum arabic) is mostly used for coating
flavoring materials with its low viscosity, high
solubility, and ability to form emulsions (Merve et
al., 2014). The utilization of xanthan gum as a
coating agent has been shown to effectively
microencapsulate probiotics, protecting against
high temperatures and simulated gastrointestinal
conditions. (Pech-Canul et al., 2020).

In many studies, xanthan-gellan gum mixture was
used in the formation of encapsulated probiotic
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cells, and unlike alginate, the mixture showed high
resistance to acid conditions and Ca++ ions. (Chen
and Subirade, 2007). These polymers can be used
alone or with mixtures such as gellan-xanthan, and
alginate-starch, and it is aimed to keep the polymer
intact in high acid or basic environments (Arslan et
al., 2017).

Lactobacillus plantarum LAB12
microencapsulated utilizing xanthan and alginate
as coating materials has proven to improve the
viability of the probiotic microorganism and
provide better protection against elevated
temperatures and low pH, compared to its
unencapsulated form.

In the microencapsulation of L.casei, the survival
rate of probiotic microorganisms increased in the
environment where gastric fluid and bile salts were
simulated by using gellan gum, xanthan gum, and
sodium caseinate gellan gum mixtures (Pech-Canul
et al., 2020).

2.1.1.4. Chitosan

Comprised of glucosamine units, chitosan is the
only cationic polysaccharide derived from natural
sources. It is not preferred to be used alone in the
microencapsulation of probiotic microorganisms.
Since chitosan is positively charged while many
other polysaccharides are negatively charged, this
coating material is among of the most frequently
used polysaccharides for this aim (Yao et al.,
2020). It is known that coating with chitosan which
is an effective antimicrobial agent affects the
viability of probiotics (Speranza et al., 2018).

Numerous studies have reported that the
incorporation of chitosan into various materials,
including but not limited to starch, alginate, whey
protein isolate, and xanthan gum, offers protection
benefits to a wide range of probiotic
microorganisms under simulated in vitro
gastrointestinal conditions (Altun and Ozcan,
2013; Pech-Canul et al., 2020).

It was defined that the number of live bacteria in
milk and yogurt was higher than the uncoated ones
during the storage period in which Lactobacillus
encapsulated in alginate was coated with chitosan
(Krasaekoopt et al., 2004).

The status of the whey natural probiotic yeast
Kluyveromyces marxianus VMO0O04, which was
coated with  water-soluble  chitosan and
concentrated whey protein by spray drying method
was monitored in storage and simulated
gastrointestinal conditions; it was observed that it
showed 95% viability in gastrointestinal conditions
(Braber et al., 2020).

Several studies have shown that core-shell
microgels consisting of a calcium alginate core and
a chitosan coating improve the viability of
encapsulated probiotics incubated under simulated
gastrointestinal conditions (Mirtic et al., 2018).

Various studies have demonstrated the use of core-
shell microgels that comprise a calcium alginate
core and chitosan coating to improve the viability
of encapsulated probiotics incubated under
gastrointestinal environments that are simulated
(Yeung et al., 2016).

Several studies have highlighted the potential of
alginate-chitosan systems for colon targeting due to
their ability to be degraded by the colon's intestinal
microflora and subsequently release probiotics
(Hejazi and Amiji, 2003). Nonetheless, a recent in
vitro study stated that there is no enhancement in
probiotic viability when alginate microgels were
coated with chitosan compared to using solely
alginate microgels (Yeung et al., 2016).

2.1.1.5. Starch and its derivatives

Resistant starch is a good retainer for probiotic
organisms to reach the large intestine (Altun and
Ozcan, 2013).

The fact that starch contains nonionic, tasteless,
odorless, colorless, non-toxic properties, has semi-
permeable properties against oxygen, carbon
dioxide, moisture, and lipid components, is cheap
and easy to find makes it a suitable coating material
for probiotics (Agu et al., 2014). The most
frequently utilized coating materials in food
applications are; starch and its derivatives (syrups,
amylose, polydextrose, amylopectin,
maltodextrins, and cellulose and their derivatives).
The point to be paid to here is the ability of the
encapsulated bacteria to decompose starch being
taken into account (Wandrey et al., 2010).

It has been shown that alginate-starch microgels
increase Lactobacillus casei viability under
simulated gastrointestinal environments
(Pankasemsuk et al., 2016).

In a study, cultures of B. bifidum and L. acidophilus
were coated with a blend of calcium alginate-corn
starch; their vitality levels in yogurt and artificial
gastrointestinal system were examined, and it was
determined that the utilization of corn starch
enhanced the vitality, but the increase was not
significant with the effect of acidity and bile salts
and the death rate of the coated bacteria was lower
during the storage period (Acu et al., 2014).

L. rhamnosus KPb7 and L. acidophilus KPb4b
strains have been coated by electrostatic
vibration/dropping method, using
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alginate+manukol and alginate+starch, and their
various specialties were studied. It has been stated
that the most suitable values for storage conditions
are alginate+starch coating at 5°C; alginate+starch
microcapsules have the best protection in the
toxicity trial and these capsules are the best
combination for maintaining vitality (isleyen,
2010).

2.1.1.6. Cellulose and its derivatives

Cellulose acetate-phthalate (CAP), acetylcellulose,
carboxymethylcellulose, methylcellulose,
hydroxypropyl methylcellulose, hydroxypropyl
cellulose, hydroxyethyl cellulose, phthalate,
cellulose acetate-butylate, ethylcellulose,
microcrystalline cellulose, nitrocellulose are
cellulose derivatives which are used as coating
material (Genis and Tuncer, 2019; Pech-Canul et
al., 2020).

CAP is insoluble in acidity below pH 5, but soluble
in pH 6. Thanks to these features, they enable a
large number of living probiotic cells, which are
resistant to the acidic conditions of the digestive
system, to be transported to the colon (Sarao and
Arora, 2017). CAP is successfully applied in the
emulsion method.

In a study, CAP and beeswax layered coating were
applied on Bifidobacterium pseudorandom, and its
viability in the stomach environment was
monitored. It was observed that the vitality was
significantly preserved with the coating application
(Genis and Tuncer, 2019).

Semi-synthetic anionic polysaccharides, namely
carboxymethyl cellulose (CMQ) and
carboxymethyl chitin (CMCH), are derived from
cellulose and chitin, respectively. A study
conducted by employing these materials for
microencapsulation of L. acidophilus put forth that
these coating materials improved probiotic
viability during simulated gastrointestinal transit.
In a different examination, L.plantarum was coated
with CMC and «k-carrageenan and this application
was also found to be successful. Bifidobacterium
coated with CMCH and sodium alginate was
examined under simulated in vitro gastrointestinal
conditions and it was found that coating application
increased the survival rate of bacteria (Pech-Canul
et al., 2020).

2.2. Protein-based coating materials

What enables proteins to be a good coating material
are their large molecular weights, containing
water-soluble and insoluble groups together,
interacting within themselves and with a wide
variety of substances, and having technological

properties such as flexibility of their molecular
chains and solubility. Gelatin, whey protein isolate,
concentrated whey protein, egg white, casein, and
caseinates as animal origin proteins, and pea,
chickpea, corn, wheat, and soybean proteins as
vegetative proteins are among the proteins used as
coating materials (Pech-Canul et al., 2020).

Albumin, whey proteins, and soy proteins come to
the forefront with good emulsifying and gelling
specialties and are among the ideal materials for
microencapsulation by the coacervation method.
Coating Lactobacillus acidophilus by
electrospraying and fluid bed drying method using
albumin and stearic acid; encapsulation of
L.plantarum by extrusion method using soy protein
isolate and alginate; coating Lactobacillus
acidophilus by spray drying method employing
maltodextrin and soy extract are some of these
studies (Agu et al., 2014).

Soy protein isolates are a high-quality protein
source for vegetarians and people with milk
allergies. It contains features suitable for coating
technology such as emulsification and gelation
(Agu et al., 2014; Gonzalez-Ferrero et al., 2018).

Chickpea proteins are also preferred in
microencapsulation applications. The main reasons
for this are that it has high nutritional value, does
not show allergic properties, has anti-oxidation and
GRAS properties, and has emulsifying properties.
It has been reported that Bifidobacterium
adolescentis is protected against artificial gastric
fluid in capsules formed with chickpea protein-
alginate (Genis and Tuncer, 2019).

2.2.1. Gelatin

Gelatin, which is used in many areas in the food
industry, has capabilities such as foaming and
maintaining its foam for a long time, easy emulsion
and suspension formation, and film formation (Agu
etal., 2014).

For probiotic microencapsulation, gelatin needs to
be used in combination with other materials to
obtain certain features like desired molecular
weight, stickiness, viscosity, and gel strength. In
addition, since it is of animal origin, it is not
suitable for consumers with vegetarian or kosher
tendencies (Agu et al., 2014).

Gelatin is a good coating material in various
microencapsulation  methods like  complex
coacervation, extrusion, spray drying, spray
cooling, and lyophilization (Acu et al., 2014).

It has been shown that encapsulation of probiotics
in  alginate-gelatin ~ microgels created by
electrostatic complexing increases the viability of
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L. salivarus LiO1 following elevated temperature
applications, longstanding storage, and
gastrointestinal transit (Yao et al. 2020).

2.2.2. Whey proteins

Whey proteins, which have good gelling
properties, are effectively used in the coating of
probiotic organisms. They are preferred as coating
materials due to their high nutritional value, easy
dissolution, low viscosity in solution, and good
emulsification because of create strong gel (Martin
et al., 2015). These features enable them to be used
in the encapsulation of probiotics and to increase
their viability potential even under digestive
system conditions (Genis and Tuncer, 2019).

The ex vivo survival of Lactobacillus rhamnosus
GG which is coated and uncoated with whey
proteins in the digestive tract of pigs was
examined; it has been shown that the acid
resistance of the coated microorganisms is
increased, the adsorption capacity is high and the
controlled release of microorganisms occurs within
30 minutes of intestinal incubation, and the usage
of whey proteins for this purpose is appropriate
(Doherty et al., 2012).

2.2.3. Milk proteins

Milk proteins displaying good gelling properties
can be used for the microencapsulation of probiotic
microorganisms. Sodium caseinate is widely
recognized as the prevalent type of casein utilized
as a coating agent and one of its important features
is being resistant to heat denaturation (Altun and
Ozcan 2013; Genis and Tuncer, 2019). Sweet whey
has proved to be an effective alternative in the
microencapsulation process through spray drying
of Bifidobacterium lactis (Agu et al., 2014).

3. Microencapsulation methods

Today, interest in probiotic microorganisms,
whose positive effects on health have been proven,
is increasing. Unfortunately, these creatures not in
a sufficiently stable structure cause inhibition in
production, storage, and digestive system and
prevent them from providing the expected benefits.
Hence, various microencapsulation techniques
with different coating materials have been
advanced to prepare highly stable probiotics for the
food industry. Several research studies have
demonstrated that microencapsulation techniques,
such as microgels or other different kinds of
microcapsules, can be utilized for the development
of probiotics (Qin et al., 2014; Gonzalez-Ferrero et
al., 2018; Marcial-Coba et al., 2018; Mirti¢ et al.,
2018; Lee et al., 2019). These particles have sizes

in the range of 1 to 1,000 um. These systems can
be designed in various methods to enhance
viability in probiotic cells. Firstly; they can be
engineered to create a physical barrier that shields
probiotics from harmful elements in their
surroundings like digestive enzymes, gastric acids,
or bile salts. Secondly; it can be designed so that
probiotics can be encapsulated with certain
micronutrients like proteins, lipids, dietary fibers,
carbohydrates, or minerals that help them survive
(Haghshenas et al., 2015; Pankasemsuk et al.,
2016; Li et al., 2016; Gonzalez-Ferrero et al., 2018;
Yao etal., 2020). Third; they can be designed using
additives such as antacids for controlling local pH
to provide a favorable environment for probiotics
(Lietal., 2016).

The principle in the encapsulation of bioactive
materials is to prevent leakage from the inside or
the environment. Encapsulation techniques
include; extrusion, emulsion, spray cooling, spray
freezing (freeze drying), spray drying, liposome
entrapment, fluidized bed, coacervation, inclusion
complex, rennet gelled protein encapsulation,
hybridization system, colliding aerosol technology,
electrospinning, electrostatic deposition, ultrasonic
vacuum spray drying, two-stage drying, removal of
water by centrifugation, co*crystallization,
complexing and rotational suspension methods
(Unal and Erginkaya 2010; Qin et al., 2014; Agu et
al., 2014; Martin et al., 2015; Genis and Tuncer,
2019; Yao et al., 2020).

Emulsion, extrusion, phase separation, and spray
drying are the most frequently employed
techniques for coating probiotic organisms. These
methods can also be applied in combination (Cook
etal., 2012).

While probiotics are encapsulated in the gas phase
by spray drying technique, which is a
physicomechanical method, they are encapsulated
in liquid in extrusion and emulsion techniques. In
all of these methods, probiotics show viability of
over 90% (Palamutoglu et al., 2013).

By using different microencapsulation methods,
microcapsules with a wide variety of particle sizes
are produced. Microcapsules with particle size of
3-612 um are achieved by using spray drying; 79-
83 um by spray cooling; 1000-1400 um by spray
freeze drying; 70-80 um by lyophilization; 0.3-600
pm by electrospray; 56-133 um with fluid bed
drying; 15-3500 um by extrusion and 110-1250 um
by its improved version: vibrating nozzle
technology, 55-2250 pm by emulsification and 10-
3000 um by coacervation method (Pech-Canul et
al., 2020).
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Table 1. Some studies on microencapsulation of probiotic microorganisms

— Coating Coating -
Probiotic type material used method used Effect on vitality Reference
alginate was It was determined that the number of live bacteria in milk  Krasaekoo
Lactobacillus spp. coated with - and yogurt was higher than in uncoated milk and yogurt ptetal,
chitosan during the storage period. 2004
. N . . Muthuku
extrusion or While a logarithmic decrease of 2.6 units was observed in marasam
Lactobacillus . . dry fermented sausages, a logarithmic decrease of 0.5 y
- alginate emulsion : : - and
reuteri technolo units occurred in dry fermented sausages containing L. Holle
9y reuteri added without encapsulation. 2006y’
Lactobacillus wanthan and It r]as been proven to increase the viability Qf probl_otlc Pech-
lantarum LAB12 alginate - microorganisms and provide better protection against Canul et
P high temperatures and low pH. al., 2020
. soy protein
Lactobacillus isolate and extrusion increased probiotic viability Acu, 2014
plantarum .
alginate
. Pech-
La?;(;tt):;:llerLUS Sell\r/lrg Zr;ﬁ;r; - increased probiotic viability Canul et
P g al., 2020
gellan gum,
. xanthan gum, It was observed that the survival rate of probiotic Pech-
Lactobacillus : - . . . :
casei and sodium - microorganisms increased in the environment where Canul et
caseinate gellan gastric fluid and bile salts were simulated. al., 2020
gum mixtures
. . Pankasem
Lact(c:):;?llus algr:] r:illtri-s;?g‘:h - increases vitality suk et al.,
9 2016
Lsgtgg;?illllljgs sodium alginate - increases the survival level of probiotic cells Afzaal et
ATCCA356 and carrageenan al., 2019
electrosprayin
Lactobacillus albumin and g and fluid increased probiotic viability Agu et al.,
acidophilus stearic acid bed drying P 2014
method
- . It was determined that the utilization of corn starch
Bifidobacterium . o ) S
- calcium enhanced the vitality, but the increase was not significant
bifidum and : . - - Agu et al.,
- alginate-corn - with the effect of acidity and bile salts and the death rate
Lactobacillus . - 2014
. ; starch of the coated bacteria was lower during the storage
acidophilus ;
period.
Lactobacillus maltodextrin spray drying . S Acuetal,,
acidophilus and soy extract increased probiotic viability 2014
carboxymethyl
cellulose (CMC) Pech-
L. acidophilus and - probiotic increases vitality Canul et
carboxymethyl al., 2020
chitin (CMCH)
alginate+manuk
L. rhamnosus ol and electrostatic
KPb7 and L. alginate+starch oo alginate+starch coating at 5°C; has been observed as the Isleyen,
. ) - vibration/drop :
acidophilus and their ina method best protection 2010
KPb4b various Ping
specialities
It has been shown that the acid resistance of the coated
Lactobacillus whev proteins ) microorganisms increases, the adsorption capacity is Doherty et
rhamnosus GG yp high, and the controlled release of microorganisms occurs  al., 2012
within 30 minutes after intestinal incubation.
electrostatic High-temperature treatments have been shown to Ya0 et al
L.salivarus Li01  alginate-gelatin complexin increase the viability of L. salivarus LiO1 after long-term 2020 "
plexing storage and gastrointestinal transit.
- . Genis and
Bifidobacterium CAP and - viability was observed to be significantly preserved Tuncer,
pseudolangum beeswax 2019
Pech-
Bifidobacterium C.MCH a_nd - found to increase the survival rate of bacteria Canul et
sodium alginate al.. 2020
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Bifidobacterium sweet whe spray dryin reserves its vitalit Aguetal,
lactis y pray drying P y 2014
Bifidobacterium chickpea It was reported that it was protected against artificial G.?S;i:pd
adolescentis protein-alginate gastric fluid. 2019 !
Kluyver_omyces WaFer-solubIe . It has been observed that 95% viability is observed in Braber et
marxianus chitosan and spray drying - .
gastrointestinal cases. al., 2020
\VVM004 concentrate

3.1. Emulsion

In the emulsion technique, the suspension
containing the microorganisms forming the
discontinuous phase is added into vegetable oil
(sunflower oil, corn oil, canola oil, or soybean oil)
forming the continuous phase, and is continuously
mixed to ensure homogenization. Thus, a water-in-
oil emulsion is formed. At this stage, it is desirable
that the polymers do not dissolve in the oil so that
small gel particles can form in the oil phase, and
that the internal phase creates a small particle size.
In this way, smaller microparticles can be formed.
The size of these formed bead-like structures can
vary between 25 um and 2 mm depending on the
shaking speed (Heidebach et al., 2012; Martin et al.
2015). It is successfully implemented in the coating
of lactic acid bacteria. Emulsifying agents (for
example, Tween 80 and lauryl sulfate) reduce the
interfacial tension of the two immiscible phases,
produce higher homogenization, and may be
utilized to prepare smaller capsules. The
emulsification method is a low-cost method, unlike
extrusion, it is easily scalable (Krasaekoopt et al.,
2004; Pech-Canul et al., 2020).

To increase the quality of the emulsion, emulsifiers
which will reduce the surface tension and allow the
formation of smaller particles can be added to the
mixture. Alginate and its combinations,
carrageenan, chitosan, sodium carboxymethyl
cellulose, gelatin, and chickpea protein are the
preferred support materials in this method (Martin
etal., 2015).

3.2. Extrusion

Because of being simplicity, ease of application,
and low cost, the most commonly used and oldest
method is extrusion. However, the most significant
drawback of this technique is the slow
solidification of the coating of the microcapsules,
which makes high-capacity production difficult. In
this technique, hydrocolloids are used as coating
material. It is applied as microorganisms are added
to a prepared solution and hardened by forming
small beams of bubbles in the solidifying solution
(mostly CaCl. solution) with the help of a syringe
cap. Needle head and free fall distance have an

effect on the shape and size of the bead-like
structures created. In this technique, generally,
alginate is employed as a supporting material
(Krasaekoopt et al., 2004; Unal and Erginkaya
2010; Uran et al., 2017). Extrusion is mostly
known as a low-temperature encapsulation method.
It is generally used for coating flavoring agents.
Generally, sucrose, maltodextrin, glucose syrup,
glycerin, and glucose are used as coating material
(Anonymous, 2020).

A developing version of the extrusion process is the
vibratory nozzle method. It is a mechanical
technique and the droplet size varies according to
the jet diameter, the velocity of the extruded liquid,
viscosity, surface tension, and frequency of
vibration. In recent years, it has also started to be
utilized in the microencapsulation of probiotics
(Pech-Canul et al., 2020).

It has been reported that there is no sensory
difference in microcapsules in which emulsion and
extraction techniques are applied and even no
substantial difference in the viability rates of
probiotics. The process step that should be taken
into account in the application of these techniques
is homogenization due to its effect on the viability
of bacteria and capsule size (Unal and Erginkaya
2010).

3.3. Spray drying

Most methods are based on drying, as the
encapsulated ingredients are usually in liquid form.
In this method, generally, carbohydrate-based
materials are used as coating material or carriers
(Anonymous, 2020).

In this method, capsule formation is provided by
atomization of the microbial cell suspension in a
polymeric solution into hot dry air and quick
evaporation of the water in the environment. The
microencapsulated dry, powdery product is divided
from the carrier air in a cyclone. For product
optimization in spray drying, conditions like air
flow, inlet and outlet air temperatures, feed
temperature, and product feed rate should be
adjusted accordingly (Uran et al., 2017).
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Since probiotic bacteria are sensitive to
temperature, the temperature of the air inlet and
outlet of the system should be adjusted very
carefully in spray drying applications. While high
temperatures may cause inhibition of probiotics,
when the inlet air temperature is low, problems
may occur in the evaporation of water (Uran et al.,
2017). It is possible to obtain probiotics with the
desired particle size and preserved viability when
combined with other methods (such as double-
stage drying, spray freezing, freeze drying,
ultrasonic vacuum spray drying) by providing
optimum temperature (Martin et al., 2015).

Adjusting the feed temperature well also has an
effect on the viscosity. Although it seems like an
advantage to be a continuous and simple system,
when mass production is planned in spray drying
systems, there are also difficulties such as being
mechanized in a large area, requiring equipment,
and high installation and operating costs (Martin et
al., 2015).

There are studies on Bifidobacterium lactis treated
successfully with the sweet whey in the spray
drying method, on the microencapsulation of L.
acidophilus by spray drying employing
maltodextrin and trehalose, and on the successful
application of alginate and octenyl succinate starch
(E1450) by spray drying method (Pech-Canul et
al.,2020).

3.4. Spray cooling

In this method, which was developed to prevent
microbial organisms from being damaged by the
effect of high temperature applied in the spray
drying process, a system similar to the spray drying
line is used, but instead of heat application, cold
carrier air or a cold chamber is used (Uran et al.,
2017).

Spray drying and spray cooling methods for
microencapsulation of probiotics are alike in many
aspects; both methods contain dispersing the core
material through atomization into a chamber that
allows the coating to solidify. Then, the created
microcapsules are divided from the moist air by a
filter or a cyclone so that they are collected in
powder form. The basic divergence between these
methods is the temperature of the chamber at the
stage of solidification of the coating. While hot air
causes quick evaporation of the solvent in which
the coating material is dissolved during spray
drying, in spray cooling solidification is carried out
by atomizing the hot melt mixture of coating
materials in a cooled environment below the
melting point (Pech-Canul et al., 2020).

Spray cooling is also called spray concretion. A
molten matrix containing the bioactive compound
is atomized in order to form droplets that solidify
rapidly in contact with cold air. Spray cooling is
accepted as the cheapest encapsulation technology
with industrial-scale production capability. This
technology can be employed to produce smaller
beads, which is desired in the food industry (Martin
et al. 2015). These are the technologies that are
used to produce lipid-coated active compounds
(Anonymous, 2020).

3.5. Spray freezing

It is also called freeze drying, lyophilization or
cryodixication. This method is a drying process in
which the solvent medium is frozen and later
sublimated in a low-pressure environment (direct
transition from solid phase to gas phase). In this
application, the viability of probiotic cultures is
affected by high osmotic pressure and formed
crystals. For this reason, materials such as whey
protein, milk powder, maltodextrin, and glucose,
which exhibit cryoprotectant properties (protecting
cells at the freezing point), are added to the
medium. The coating material and probiotic cells
are sprayed into the chamber (into a cryogenic such
as liquid nitrogen) where the spray droplets are
quickly frozen. Later on, the frozen droplets are
lyophilized to remove the solvent and produce
dried particles (Martin et al., 2015; Pech-Canul et
al., 2020).

Compared to the spray drying method, this
technique offers advantages such as capsule
formation with more controlled particle size and
specific surface area, prevention of aroma losses,
and superior reconstitution qualities of dried
products, while having disadvantages such as being
30-50 times more expensive than spray drying,
high energy consumption, long processing time. In
addition, the capsules can be covered with an
additional shell against adverse environmental
conditions (Kog et al., 2010; Martin et al. 2015).

3.6. Coacervation

Coacervation occurs as a consequence of the
separation of the liquid phase of the coating
material from the polymeric solution and the
coating phase wrapping the core material in a
homogeneous layer. Coacervation technology is
not a preferred method in the food industry because
of is a very complex process and has a high cost
(Anonymous, 2020).

Microencapsulation by coacervation is essentially
comprised of three stages carried out under
continuous agitation. The first stage contains the
creation of three immiscible chemical phases
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(mounting fluid, core medium, and coating
material). The second stage involves the dispersion
of the core material in the polymer coating
solution, and the final stage involves the hardening
of the coating material to form the coating. Egg
whites (albumin), whey proteins, and soy proteins
are ideal coating materials for microencapsulation
through the coacervation process (Pech-Canul et
al., 2020).

3.7. Electrospinning method

The method employed for microencapsulation
known as electrospraying is founded on the
principle of electrohydrodynamics, so it can also be
called as electrohydrodynamic atomization. This
method applies electrical forces for the atomization
of liquids.

The process typically involves the flowing of a
liquid including the core material from the tip of a
mold that acts as an electrode and applying a high-
voltage electric field to the resulting droplets.
Solidification takes place in different ways such as
chemical hardening or solvent evaporation. This
technology can be incorporated with other
microencapsulation techniques to enhance its
effectiveness as well. The electrospray extrusion
technique has been successfully used for probiotic
microencapsulation until today. Using this method,
microcapsules can be formed by carbohydrate or
protein-based matrices (Zhang, 2020).

The electrospinning technique has advantages such
as producing very thin fibers or capsules of a few
nanometers with large surface areas, being a one-
step, easy-to-apply and inexpensive method. In
addition, large-scale productions being able to be
performed due to the simplicity of the technique
enable this method to be used in many areas
(Martin et al., 2015; Pech-Canul et al., 2020).

3.8. Layer by Layer method (LbL)

The Layer-by-Layer (LbL) method relies on the
chemical electrostatic attraction of materials with
opposite charges. To form microcapsules using
LbL, layers are formed by self-assembly via
electrostatic adsorption of materials with opposite
charges onto the surface of the core material. This
approach is very effective as an application for
creating multilayer capsules.

Moreover, the number of coating layers can be
increased through multiple repetitions of the
process. The core material is then subjected to
fluidized bed drying, where it is fluidized in the gas
phase and combined with the coating material as
particles or thin droplets. Because of electrostatic
forces, the coating material accumulates on the

core material's surface, creating a layer (Pech-
Canul et al., 2020).

3.9. Fluidized bed

This method, which was developed in the 1950s,
was used for the coating of tablet drugs, and today
it is used for coating many solid and functional
materials, including probiotic microorganisms.

The fluidized bed provides the drying process with
the principle of contact of the product with the hot
air. Solid particles applied with pressurized gas act
by displaying liquid characteristics. Pressurized
gas getting out of the distributor moves along the
bed and exerts a force on the particles against
gravity. If a drying process is desired, temperature
application can be made. The coating of probiotic
cells with this method relies on the principle of
spraying on inert carriers. The dissolved coating
material within a suitable solution is sprayed on the
probiotics moving towards the walls in the hot and
cold air flow in the coating room and it is ensured
to surround the particles suspended in the air.
While low cost and temperature control are the
advantages of this system, its need for expertise
and long process time are its disadvantages. In this
technique, starch and cellulose derivatives, gums,
and proteins are mostly used as coating material
(Agu et al., 2014; Martin et al. 2015).

The highest rate of vitality and bioactivity is
expected for bioavailability from probiotics. For
this purpose, the use of powder forms of bacterial
cultures provides both more resistance to
environmental factors and easier use. Amin, et al.
(2013) stated that among the many coating
techniques, the coating of dried microorganism
powders with the fluidized air bed technique for
encapsulation is the most promising technology so
far.

3.10. Double microencapsulation

To form microcapsules it is beneficial sometimes
to use a single and sometimes a multilayer
biopolymer. In double microencapsulation, the
protective properties of bacterial cells can be
increased by further modification of co-
encapsulation. For example, double
microencapsulation is performed by re-coating and
developing co-encapsulated microcapsules
containing probiotic+alginate+prebiotic with other
coating materials such as chitosan, alginate, or
carrageenan. While prebiotics provide a source of
carbohydrates, alginate protects the probiotics in
the microcapsule, and additional polymers ensure
that the surface of the probiotics is completely
covered (Palamutoglu et al., 2013).
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Chitosan is the most widely utilized material for
this aim due to having a positive charge. It was
shown that the capsule which consists of a calcium
alginate and chitosan coating enhanced the
viability of encapsulated probiotics incubated
under a simulated gastrointestinal environment. It
has been suggested that alginate chitosan systems
are disrupted by the intestinal microflora in the
colon, thus probiotics released here have good
potential for colon targeting (Mirtic et al. 2018).
Nonetheless, a new in vitro study demonstrated that
coating alginate-preserved capsules also with
chitosan did not enhance probiotic viability
compared to employing alginate-coated capsules
alone (Yeung et al., 2016). Since it is an effective
antimicrobial agent, it is known that direct chitosan
coating applications affect the viability of bacteria
(Speranza et al., 2018).

Li et al. (2016) showed that the probiotics are
retained in the stomach and then released in the
small intestine by fortifying bacteria coated with
cellulose by calcium alginate. It has been reported
that this method significantly increased the survival
rates of Bifidobacterium.

More recently, utilizing whey protein and alginate
to increase the viability of L. acidophilus, a type of
microparticle with a diameter ranging from 107 to
222 um, with a tri-level layer and with an
encapsulation efficiency of more than 80% has
been developed (de Aratjo Etchepare et al., 2020).

Complex coacervation has been stated to be
advantageous for high cell capture efficiency,
improved functional performance, and availability
for scaling (De Prisco and Mauriello, 2016).
Furthermore, complex coacervates can be designed
to enhance the complete release of encapsulated
probiotics from biopolymer microgels (Bosnea et
al., 2017).

Recently conducted studies have shown that
combinations of various biopolymers are highly
suitable for probiotic administration. Yao et al.
(2020) reported that combined applications of
whey protein isolate/gum arabic; whey protein
isolate/carrageenan; whey protein isolate/gum
arabic/alginate; gelatin/gum arabic;
gelatin/alginate and starch/alginate gave very good
results.

Besides, alginate-starch microgels have been
proven to increase the viability of probiotics
(Lactobacillus  casei) under a simulated
gastrointestinal environment (Pankasemsuk et al.,
2016).

Pech-Canul et al. (2020) reported that a coating of
egg albumin and stearic acid is used for protecting

Lactobacillus acidophilus via electrospraying and
fluid bed drying; in a similar way, a mixture of
alginate and soy protein isolate has been utilized in
the  form  of  coating material ~ for
microencapsulation of L. plantarum by extrusion.

Within the scope of recent studies, probiotic
microbes (Bacillus coagulans) were coated with
chitosan/alginate bilayers employing the LbL
method. In in vivo and in vitro experiments
conducted, it was observed that the viability of
these bacteria increased substantially in the upper
gastrointestinal tract. In addition, LbL-coated
microbes showed greater adhesion to the mucosal
surface than free cells and this has been explained
by the strong adhesive specialities of chitosan and
alginate which were employed for creating the
coatings. The bilayer (chitosan/alginate) coating
affected viability in simulated stomach and small
intestine environment (Anselmo et al., 2016).

4. Some problems with the design of
microencapsulated probiotics

Various factors must be taken into account while
designing microcapsules to maintain the viability
of probiotics in food products. Attention should be
paid to aspects such as low and controlled particle
size, dry microcapsules being prepared in higher
stability, easier handling, storage of cultures, and
limited effect on the sensory specialties of the final
product, particularly on the structure. Considering
the number of damaging factors faced in the
processing and storage process, the improvement
of multiphase microcapsules employing coating
materials having multiple barrier features seems to
be the most promising method to ensure the
efficiency of the process. Although promising at a
laboratory scale, technologies developed for
producing gel capsules pose serious challenges for
large-scale production (Amin et al., 2013).

Since the size of particles is so small to contain
bacteria, most of the colloidal delivery systems that
have been created to encapsulate small molecules
(like vitamins, colors, nutraceuticals or flavors)
have proven inappropriate for probiotics. Microbial
cells typically range in size approximately from 1
to 10 pm, whereas many colloidal systems like
nanoemulsions, microemulsions and biopolymer
nanoparticles are smaller than approximately 1 um.
Also, the concentration of live probiotics found in
products manufactured commercially should
ordinarily be higher than approximately 6-7 log10
cfu/g for enhancing health benefits, meaning that
the loading capacity of any colloidal system must
be high. Probiotics can be encapsulated in the
formulation of supplements like tablets that are
large enough to contain a large number of
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microorganisms.  However, the  probiotics
embedded in these formulations may not reach the
human colon properly because they are too large to
pass directly through the pyloric sphincter.
Therefore, they can break down and release
probiotics in the stomach where they are prone to
spoilage due to harsh conditions. However, if
probiotics are loaded into very large colloidal
particles, they can adversely affect the sensory and
textural properties of foods. Moreover, many of the
colloidal systems developed to encapsulate
probiotics do not provide adequate protection in the
gut. For example, biopolymer capsules are highly
porous and allow the passage of gastric acids and
enzymes into their bodies, which can disrupt the
structure of probiotics. In addition, many colloidal
application systems developed in research
laboratories are not suitable for commercial
application due to their high cost, elaborate
processing requirements, or use of ingredients that
are unsuitable for application in the food industry.
Any probiotic delivery system should be designed
to remain free in the colon. In addition, it must be
able to attach to the inner surface of the colon and
colonize, otherwise, it will not be bioavailable as it
will be excreted with feces. For these reasons, an
effective encapsulation process is needed (Yao et
al., 2020).

5. Conclusion

Consumption of probiotic foods, which stand out
with the functional properties they have, has an
important place among today's nutrition trends. In
particular, the wundeniable effects of colon
microbiota on human well-being and health
increase the appeal of probiotics. In order to
provide the necessary benefit, foodstuffs must
include 1.0x10°¢ cfu/g live probiotic cells at the
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Amag: Calismada 6zellikle gocuklarin saglikli bedensel gelisimleri i¢in 6nemli bir besin maddesi olan peynirin
cazibesinin arttirilmasi ve fonksiyonel niteliklerinin gelistirilmesi amaglanmuistir.

Materyal ve yontem: Bu kapsamda dogal renk maddeleri ve bir prebiyotik olan iniilin kullanilarak mavi, sari,
pembe ve lila renkte olmak {izere dort farkli eritme peyniri iiretimi gerceklestirilmistir. Renk maddeleri ve %3
oraninda iniilin telemeye eritme asamasinda ilave edilmistir. Uretilen peynirlerin fizikokimyasal, renk ve
duyusal analizleri yapilarak sonuglar kor orneklerle karsilagtirilmistir.

Bulgular ve sonu¢: Sonuclar iniilin kullaniminin renkli peynir 6rneklerinde kuru madde ve karbonhidrat
diizeylerini artirdigini gostermistir (p<0,05). Protein, tuz ve yag diizeyleri ise kullanilan iniilin miktari
nedeniyle oransal olarak azalmistir (p<0,05). Peynirlerin raf 6mrii boyunca elde edilen L, a ve b degerleri
farklilik gostermis olup bu durumun kullanilan renk maddesi ¢esidi, miktar1 ve bu siiregte olusan fiziksel
degisiklikler nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir. Duyusal degerlendirmede ise drneklerin genel kabul
edilebilirlik skorlari, puanlama ve hedonik skala yontemiyle begeni testleri yapilmis olup sonuglar kor
ornekten istatistiki anlamda farklilik géstermemistir (p>0,05). Bununla birlikte tiim drneklerde duyusal skorlar
yiiksek bulunmustur.

Sonug olarak; ¢alismada dogal renk maddeleri ve iniilin kullanilarak tiiketici begenisine hitap eden fonksiyonel
nitelikte inovatif bir {iriin elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Peynir; renkli eritme peynir; dogal gida renklendiricileri; fonksiyonel iiriin; prebiyotik;
iniilin
Abstract

Objective: In the study, it was aimed to increase the attractiveness of cheese, which is an important nutrient
for the healthy physical development of children, and to improve its functional qualities.

Materials and methods: In this context, four different processed cheeses in blue, yellow, pink and lilac colors
were produced by using natural colorants and a prebiotic inulin. Color materials and 3% inulin were added to
the curd during the melting phase. Physicochemical, color and sensory analyzes of the cheeses produced were
made and the results were compared with the blind samples.

Result and conclusion: The results showed that the use of inulin increased the dry matter and carbohydrate
levels in colored cheese samples (p<0.05). Protein, salt and fat levels decreased proportionally due to the
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amount of inulin used (p<0.05). The L, a and b values obtained during the shelf life of the cheeses differed,
and it is thought that this may be due to the type and amount of color material used and the physical changes
that occur in this process. In the sensory evaluation, general acceptability scores of the samples, scoring and
hedonic scale method were performed and the results did not differ statistically from the blind sample (p>0.05).
However, sensory scores were found to be high in all samples.

As a result, an innovative product with a functional quality that appeals to the consumer's taste, and its textural
qualities were improved by using natural colorants and inulin in the study.

Keywords: Cheese; coloured processed cheese; natural food dyes; functional product; prebiotics; inulin
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1. Giris

Peynir; proteinler, biyoaktif peptitler, amino
asitler, yag, yag asitleri, vitaminler ve mineraller
gibi esansiyel besin maddelerince zengin bir siit
trlinidlir. Peynirin yiiksek kalsiyum miktari,
kemik ve dis olusumu ile bunlarn sagligmin
korunmasinda etkili olup oOzellikle biiylime
cagindaki ¢ocuklarin giinliik diyetinin ayrilmaz bir
pargasini olusturmaktadir (Walther vd., 2008).
Ulkemizde en ¢ok tiiketilen peynirler arasinda
beyaz peynirle birlikte eritme peyniri cesitleri
bulunmaktadir (Cankurt vd., 2019). Teknolojik
gelismeler farkli tat, yap1 ve goriiniiste pek ¢ok
peynirin ortaya ¢ikmasint saglamistir. Ayrica
peynir teknolojisi klasik yaklagimlardan ziyade
tilketici saghigr ile ilgili beklentileri karsilama
hedefindedir. Arastirmalar yiiksek kalitede peynir
tiretiminden ziyade peynirin fonksiyonel olarak
ticarilesmesine dayanmaktadir. Diinyada hazir
gidalar1 yogun tiikketen bireylerin saglikli olma
arzusu ile en hizli gelisen pazar, fonksiyonel
iriinler pazar1 olmustur (Walther vd., 2008). Bu
pazarin en Onemli oOgelerinden biri olan
prebiyotikler, bagirsak mikroflorasi igin birincil
enerji kaynagi olarak kullanilabilecek
sindirilmeyen karbonhidratlardir (Khangwal vd.,
2019). Diisiik kalori degeri, yiiksek diyet lif i¢erigi
ile fonksiyonel 6zelliklere ve sagligi tesvik edici
etkilere sahip bir prebiyotik olan iniilin, fruktan
olarak bilinen bir karbonhidrattir. Iniilin; yag
ikame edici Ozelligi, tekstlirel yapiyr ve
organoleptik  ozellikleri  iyilestirmesi  gibi
nedenlerle siit iirlinlerinde giderek daha fazla
kullanilmaktadir (Karimi vd., 2015).

Glinlimiizde gida {retimindeki ¢esitlilik ve
teknolojik gelismeler sonucu degisen tiiketici
egilimleri islenmis gidalarin  miktarii  da
artirmistir. Birgok iilkede islenmis gidalarin kalite
Ozelliklerini gelistirmek amaciyla gida katkilar
kullanim1 yayginlagmistir (Sezgin ve Ayyildiz,
2017). Bunlar arasinda degerlendirilen
renklendiriciler; bir gidaya, ilaca veya kozmetik
irine eklendiginde veya uygulandiginda, tek
basma veya baska maddelerle reaksiyon yoluyla
renk verebilen herhangi bir boya, pigment veya
madde olarak ifade edilir (Anonim, 2010). Renk,
tilkketicilerin tirline olan ilgisini artirmada 6nemli
bir etkendir (Sezgin ve Ayyildiz, 2017). Bu
baglamda renk maddeleri gidanin maruz
kalabilecegi olumsuz sartlar nedeniyle
olusabilecek renk kayiplarimi dengelemek; dogal
renk varyasyonlarin1 diizeltmek, dogal olarak
olusan renkleri gelistirmek, renksiz ve "eglenceli"
yiyeceklere renk vermek amaclariyla kullanilabilir
(Anonim, 2010). Yilmaz (1999), rengin baz1 gida
iiriinlerinin tiiketici acisindan kabul

edilebilirliginde, toplumlarin sosyal, cografi, etnik
ve tarihi gecmislerinin bliylik etkisi oldugunu
belirtmistir. Ornegin; Amerika ve Avrupa
iilkelerindeki tiiketicilerin tercihleri arasinda
aksam yemeginde mavi renkli g¢orba, sar1 et,
kirmizi patates vb. degisik renkte iriinler yer
almaktadir (Atli, 2010). Gida sektoriinde
renklendiriciler; ekmek, sekerleme, icecek,
konserve, sebze, et, balik ve siit tirtinleri gibi bircok
alanda kullanilmaktadir (Sezgin ve Ayyildiz,
2017). Sentetik gida renklendiricileri orta ve uzun
vadede bircok yan etki ve toksisiteye sebep
olmakta, alerjik reaksiyonlar, davranigsal ve
norobiligsel etkilerle iligkilendirilmektedir. Buna
karsin  dogal olarak elde edilen gida
renklendiricileri, yliksek kalite ve organoleptik
ozellikler saglarken ayni zamanda saglik tizerinde
olumlu bir rol oynamaktadir (Martins vd., 2016).
Giiniimiizde dogal renklendiriciler gosterdikleri
cesitli antioksidan, antibakteriyel, antimikrobiyal
vb. aktiviteleriyle ilgi odagi haline gelmislerdir
(Deveoglu ve Karadag, 2011). Bununla birlikte
dogal renklendiriciler siit driinleri sektoriinde
inovatif driinlerin  gelistirilmesine de katki
saglayabilir. Glniimiizde siit triinleri sektoriinde
inovasyon degeri yiiksek triinlerin gelistirilmesi
amactyla Diinya capinda yarigmalar
diizenlenmekte olup 2018'de Tiirkiye’den bir firma
Diinya Siit Uriinleri Inovasyon &diilleri
kapsaminda “en iyi peynir” 6diliinii kazanmigtir
(Anonim, 2018). Buna benzer inovatif faaliyetler,
cocuklarin bedensel gelisiminde dnem tasiyan siit
diriinlerinin  tiikketiminin artirilmasma da katki
saglayabilir. Calismada renklerin ¢ocuklarin
diinyasindaki énemi g6z Oniine alinarak iniilin ve
dogal renk maddeleri kullanimiyla ¢ig siitten blok
tipi eritme peynirleri {retilmis; elde edilen
iriinlerin  fizikokimyasal, renk ve duyusal
ozellikleri tayin edilmistir.

2. Materyal ve yontem

Renkli blok tip eritme peynir liretiminde ¢ig inek
stitii, liyofilize kiiltiir (kasar ve mozarella, Maysa
Gida San. ve Tic. A.S. CH341) ve farkli eritme
tuzlann (E331, E339 ve E452) kullanilmistir.
Uretimde kullanilan kiiltiir, maya ve tuzlarin
miktarlar1 Sekil 1°de gosterilmistir. Renk maddesi
olarak piyasadan temin edilen sertifikali, gidada
kullaniminda sakinca olmayan dehidre bamya
cicegi ve havuctan ekstrakte edilen kirmizi (APA
VGRWS EXTMIX-52 950); dehidre kir safrani
ekstraktindan elde edilen amber (APA EXTMIX
CNICOSWS-26 900) ve dehidre mavi misirdan
ekstrakte edilen mavi (APA EXTMIX MARE WS-
34 900) dogal renk maddeleri kullanilmistir.
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Peynirlerin renkleri (pembe, mavi, lila ve sar1) ise
bu renk maddelerinin tek veya farkli
kombinasyonlarindan eritme asamasinda arzu
edilen renk elde edilinceye kadar kontrol edilerek
spontane olarak  hazirlanmigtir.  Caligmanin
yapildig1 silirecte yiiriirlikte olmasma karsin
beslenme ve saglik beyanlarini ayirmak iizere 2023
yili Nisan aymda yiriirlikten kaldirilan TGK
Beslenme ve Saglik Beyanlar1 Yonetmeliginde

Cig siit

iriiniin prebiyotik olabilmesi i¢in gereken miktar;
1,25-3,75 g/porsiyon olarak belirtilmistir (Anonim,
2017). Bu amagla calismada, onceki literatiir
bilgileri de gz 6niinde bulundurularak, Orafti®HSI
marka %88 iniilin igerigi olan yiiksek ¢oziinebilir
ozellikte iniilin tozu %3 oraninda kullanilmis,
boylece peynirin 45 gramlik porsiyonunda 1,48
g/porsiyon iniilin igermesi saglanmustir.

Cig sut kalite kontrol analizler

1
Siitiin 65°C+1°C de 30 dk pastérizasyonu

Sttin 43°C=1°Cye sogutulmast ve
Starter kailtiir ilaves: (1 mg/'kg)

1
Siitiin 39°C’ye sogutulmas: ve maya 1lavesi (0,2 ml'kg)
60 dk mayalama

l
Pihts karim ve dinlendirme (15 dk)

!
Pihtimin 42°C+1°C"ve kadar 1sitilmas:

i

Peynir alts suyunun vzaklagtirilmast ve baskilama

l
Telemey: pH 5,25 e kadar asitlendirme

i
Eritme tuzu (%1), soffa tuzu (%61.5), dogal renk maddesi. iniilin (%03) ilavesi 75°C’de 5 dk eritme

Kaliplama ve kurutma

1
Vakum paketleme ve depolama (+4°C)

Sekil 1. Prebiyotik renkli eritme peyniri tiretimi islem basamaklari

2.1. Eritme peyniri iiretimi

Prebiyotik renkli eritme peynir 6rnekleri iiretim
basamaklar1 Sekil 1°de gosterilmistir. Peynir
iiretimleri Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma
Enstitiisii Siit Uriinleri Gen Bankasi Siit Pilot
Tesisinde gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda
kontrol o6rnekleri olarak renksiz ve iniilin
icermeyen (Kor 1), renksiz ve %3 iniilin igeren
(Kor 2) peynir 6rnekleri ile mavi, pembe, sari, lila
renkte peynirler tiretilmistir (Sekil 2).

2.2. Analizler

Calismada peynirlerin kuru madde/rutubet miktar1
(TS EN 1SO 5534), pH (TS 591), asitlik (laktik asit
cinsinden, TS 591), tuz miktar1 (AOAC 983.14),
yag miktar1 (TS ISO 3433-Van Gulik Metodu),
toplam protein (F:6,38, AOAC 991.20), laktoz
(GMMAM, 1988) ve enerji degerleri (FAO, 2003)
belirlenmistir. Analizler, Gida ve Yem Kontrol
Merkez Arastirma Enstitiisii Hayvansal Uriinler
Boliimiinde gerceklestirilmistir. Orneklerin renk
Olciimiinde L, a ve b degerleri HunterLab marka,

ColorFlex EZ 45/0 model renk kolorimetresi
kullanilarak 1, 30 ve 60. gilinlerde
gerceklestirilmistir. Duyusal analizler, bu konuda
egitim almis 10 panelist tarafindan; eslenmis
kiyaslama testi, iicgen test, puanlama ve hedonik
skala yontemiyle begeni testleri kullanilarak Gida
ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi
Duyusal Analiz Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir (MEGEP, 2012; TS EN ISO
5495, 2016). Panelistler, eslenmis kiyaslama
testinde ve liggen testte goz bandi kullanarak tadim
yapmiglardir. Panelistler, puanlama ve hedonik
skala yontemiyle begeni testi ve genel kabul
edilebilirlik testlerinde peynir numunelerini renk,
dis goriiniis, yap1, koku, tat ve aroma parametreleri
acisindan  1-9  aras1  puanlama  yaparak
degerlendirmislerdir.

Istatistiksel analizlerde SPSS (21.0) programi
kullanilarak Kruskal Wallis testi ve raf omrii
boyunca degerlendirme i¢in Friedman testi
uygulanmistir.
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Kontrol 2
(%3 Iniilin flav eli) '

N

Sekil 2. Uretimi yapilan prebiyotik renkli eritme peynirler

3. Bulgular ve tartisma
3.1. Peynirlerin fizikokimyasal 6zellikleri

Renkli peynirlerin analiz edilen fizikokimyasal
ozellikleri Cizelge 1°de gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar iniilin kullaniminin rutubet, tuz ve yag ile
protein miktarlarin1 azaltirken kuru madde ve
karbonhidrat miktarini artirdigimt gostermektedir.
Bununla Dbirlikte ayni telemeden {iretilen
peynirlerin iniilin kullanimindan bagimsiz olarak
kimi  parametreler  agisindan  farkliliklar
gosterebildigi goriilmektedir. Bu farkliligin tiretim
stirecindeki eritme iglemi sonrasi yapilan elle

yogurma asamasinin siiresi ve sekli gibi
uygulamalarla baglantili olabilecegi
diistiniilmektedir. Nitekim peynirin tekstiiri siitiin
kompozisyonunun yaninda yapim siirecindeki
islemlerden de Onemli diizeyde -etkilenmekte,
mayalamadan itibaren baslayip devam eden
agregasyon siirecinin sekli ve derecesi protein
agmin yapisini ve dolayisiyla peynirin niteliklerini
belirlemektedir (Kogak, 1988). Bunlar arasinda
ozellikle yogurma islemi, telemedeki su diizeyini
etkilemekte ve peynir alt1 suyu kaynakli su ve
havanin uzaklagtirilmasini saglamaktadir (Taneya
vd., 1992).

Cizelge 1. Prebiyotik renkli eritme peynirlerinin fizikokimyasal analiz sonuglar1 ve standart sapma degerleri

Peynir pH Asitlik  Kurumadde Rutubet Tuz Yag Protein Karbonhidrat ~ Enerji

N:18 % % % %KM de %KM de % % kcal/100g
KOR1 534> 1220  4535£0,05 54,650,058  430£0,000  4851+0,068  17,3040,03  2,13¢ 275,9+0,22
KOR2 5199 1,368  47,98+0,03°  52,0240,03°  4,13£0,01°  44,81+0,03c  1595+0,04>  4,31° 274,5+0,5
LiLA 525¢  1,23¢  47,35+0,03¢  52,650,03°  4,20£0,01°  4541+0,03°  1551+0,11c  4,27¢ 272,5+0,54
MAVI 5176 1,29® 49,870,032  50,14+0,03¢ 4,070,000  43,12+0,03¢  15,98+0,06" 4,542 275,5+0,5°
PEMBE  536° 1,26°  4838:0,046  51,63+0,047 4,090,019  44,44+0,04°  159240,04*  4,19¢ 273,940,1t¢
SARI 534b  1,22¢ 484440048 51,570,049 4,110,000  4439+0,03°  15,62+0,07¢ 4,29 273,030,1%
Peynirler arasinda en yiiksek pH diizeyi pembe gostermistir  (p>0,05).  Literatiirde = benzer

(5,36) en diisiik

ise mavl

peynirde (5,17)

gozlenmistir. En yiiksek asitlik Kor 2°de (%1,36)
tespit edilirken Kor 1 ve sar1 peynirin asitligi en

diigik diizeyde (%1,22) bulunmustur.
inilin  kullanimmin  pH
istatistiki ~ diizeyde

sonuglar
diizeylerini

Mevcut
ve asitlik
etkilemedigini

sonuclarin alindigi caligmalar mevcuttur. Boran
(2012), yag1 azaltilmis eritme peyniri lretiminde
iniilin kullanmm iizerine yaptig1 ¢aligmada farkli
polimerizasyon derecelerine sahip iki tip iniilinin
cesitli oranlarda ilavesinin asitlik diizeylerine

istatistiki

olarak etki

etmedigini bildirmistir.
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Calisma ozelinde pH diizeylerinde elde edilen
artigin ise iniilin kaynakli olmadig ifade edilmistir.
Juan vd. (2013) iniilin varliginin yag1 azaltilmig
taze peynirde pH diizeyini etkilemedigini
bildirmistir. Diger taraftan Giri vd. (2017),
islenmis peynir {iretiminde kullanilan iniilin
miktarinin  pH diizeyini etkilemedigini ancak
asitlik miktarim1  azaltigim  tespit  etmistir.
Aragtiricilar  pH  diizeyi degismezken asitlik
diizeyindeki azalmanin tam olarak
anlagilamamakla  birlikte peynir yapiminda
kullanilan tuzlar ve yapisinda bulunan asidik ve
bazik amino asitlerin olusturdugu buffer kapasitesi
ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir. Buna karsin
El Assar vd. (2019) yag1 azaltilmis islenmis peynir
tiretiminde iniilin kullanilmayan 6rnege kiyasla
iniilinli 6rneklerin nem/protein oraninin arttigini ve
bu durumun pH diizeylerinde diisiise neden
oldugunu ifade etmistir. Islam vd. (2022) de manda
siitiinden sinbiyotik ozellikte cedar tipi peynir
iretmek amaciyla yaptiklart c¢alismada artan
miktarlarda iniilin ilavesinin pH miktarini
azalttigini, asitlik miktarin1 ise artirdigini ifade
etmistir. Onceki calismalarda elde edilen veriler
g6z Oniine alindiginda inilinin asitlik ve pH
ilizerine etkisinin ¢esitlilik gosterdigi agiktir. Bu
cesitlilikte tek basma iniilinin etkisinden ziyade
peynir iiretim siirecinde yapilan islemler ile {iretim
recetesine bagli olarak kullanilan diger tuzlar vb.
maddelerin etkisinden sz edilebilir. Bunun
yaninda s6z konusu calismalarda iniilinin yag
ikamesi olarak kullanirmimin da etki eden
faktorlerden biri  oldugu  diisiiniilmektedir.
Calismamizda iniilin iceren peynir Srneklerinin
kuru madde miktarlarinin iniilin icermeyen 6rnekle
istatistiki olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit
edilmistir (p<0,05). Uretilen peynirler arasinda
mavi peynir en yiikksek kuru madde diizeyine
sahipken (%49,87+0,03) en diisik kuru madde
dizeyi Kor 1  0Orneginde  bulunmustur
(%45,35+0,05). Bu sonuglar iniilin kullanimmin
kuru madde diizeylerini artirdigini gostermektedir.
Bununla birlikte iniilinli 6érnekler arasinda olusan
farkli kuru madde degerlerinin daha once de
bahsedildigi lizere iiretim siirecinde uygulanan elle
yogurma islemi ile alakali  olabilecegi
diistintilmektedir.

Literatiirde iniilin kullaniminin kuru madde {izerine
etkisine dair calismalar yer almaktadir. Giri vd.
(2017) artan iniilin  kullaniminin  islenmis
peynirlerde rutubet diizeyini azalttigini dolayisiyla
kuru madde miktarmi artirdigimi  belirlemistir.
Islam vd. (2022) de gedar tipi peynirlerde iniilin
kullaniminin  benzer sekilde rutubet miktarim
azaltirken kuru madde miktarin1 artirdiginmi rapor

etmistir. Bu sonuglar mevcut ¢alismada elde edilen
sonuglarla uyumludur.

Buna kargin literatiirde iniilin kullaniminin rutubet
miktari1 artirdigim1 rapor eden ¢aligmalar da
mevcuttur. Bu ¢aligmalardan birinde Boran (2012)
eritme peyniri iiretiminde yag ikamesi olarak iniilin
kullanimimin  kuru madde miktarin1 azalttigini
bildirmistir. Bu durumun iniilinin su baglama
kapasitesi ile ilgili oldugu da ifade edilmektedir.
Benzer sekilde Juan vd. (2013) tam yagh, yagi
azaltilmig ve yag1 azaltilip iniilin ilave edilmis taze
peynirlerin kuru madde diizeylerini
kargilagtirmiglardir. Calismada en yiiksek kuru
madde diizeyi tam yagli peynirde gozlenirken
iniilin kullanilan yag1 azaltilmis peynirin iniilin
kullanilmayana oranla daha yiiksek kuru madde
diizeyine sahip oldugu belirlenmistir. Ortaya
konulan sonuglar, yag ikame edici olarak iniilin
kullanimimin  kuru maddeyi azaltmasina karsin
benzer nitelikte iki tirtin s6z konusu oldugunda
caligmamizda da oldugu gibi kuru madde miktarini
artirdign yargisin1 desteklemektedir. Zira mevcut
calismada renkli peynir iiretiminde yag diizeyinin
azaltilmas1 gibi bir uygulama yapilmamis, iniilin
dogrudan %3 oraninda telemeye ilave edilmistir.
Bununla birlikte elde edilen sonuclar renkli
peynirlerde bir yag azalisin1 da gostermektedir. Bu
durum, birim 6rnekte iniilin kullanimiyla yag ve
protein miktarinin nispi azalisiyla alakalidir.

Calismamizda iniilin kullanimi nedeniyle kuru
madde miktarinin artmasiyla kuru maddede tuz ve
yag degerleri de ters orantili olarak azalma egilimi
gostermistir. S6z konusu parametrelerde en yiliksek
deger Kor 1 Orneginde sirasiyla %4,30+0,00;
%48,51%0,06 ve en diisiik olarak ise mavi peynirde
%4,07+0,00; %43,12+0,03 gdzlenmistir. Iniilin
ilavesi ile protein miktarinda da nispi bir azalma;
karbonhidrat miktarinda ise artis olmustur. Bu
baglamda Kor 1 6rnegi en yiiksek protein degerine
(%17,30) sahip iken diger orneklere kiyasla daha
diisiik karbonhidrat diizeyi icermektedir (%2,13).
Renkli peynirlerde ise beklendigi gibi tersi bir
durum s6z konusu olup bu 6rneklerde karbonhidrat
miktar1 en diisiik %4,19 (pembe peynir) en yliksek
ise %4,54 (mavi peynir) olarak tespit edilmistir.

Giri vd. (2017), iniilin ilavesinin kontrol 6rnege
kiyasla yag ve protein miktarin1 azalttigini rapor
etmistir. Bununla birlikte iniilin ilavesine paralel
olarak, diyet lif icerigi de artis gostermistir. islam
vd. (2022) de benzer sekilde protein ve yag
parametrelerinin  iniilin  ilavesinden  6nemli
diizeyde etkilendigini ve kullanilan orana gore s6z
konusu parametrelerde azalma egilimi oldugunu
ifade etmistir. El Assar vd. (2019), islenmis peynir
Orneklerine %5, %7 ve %9 oraninda inilin
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kullanirken iniilin miktarina paralel olarak protein
degerlerinde keskin bir diisiis ve karbonhidrat
miktarinda O6nemli diizeyde artis belirlendigini
bildirmistir. Mevcut ¢alismada elde edilen bulgular
literatiirde yer alan Onceki c¢aligmalarla benzerlik
gostermektedir. Diger taraftan karbonhidrat
diizeylerindeki bu farkliliga ragmen renkli
peynirler ile Kor 1 6rneginin enerji miktarlarinin
birbirine yakin oldugu sdylenebilir. Iniilinsiz kor
Oornegin enerji miktarindaki az da olsa yiiksek
degerin (275,9+0,2 kcal/100g) protein ve yag
miktarindaki yiikseklikle iligkili oldugu agiktir.
Ozellikle yagin kullanilabilir enerji diizeyinin (9
kcal) protein ve karbonhidratlara (4 kcal) gore
oldukga yiiksek oldugu bilinmektedir (Buchholz ve
Schoeller, 2004). Dolayisiyla yag ikamesi olarak
intlin  kullanim1  {irliniin ~ enerji  degerini de
diistirecektir. Nitekim Bourges vd. (2019) yag
ikamesi olarak iniilin kullanimiyla daha diisiik bir
enerji degeri elde edildigini ve iiretilen yarim yagh
koyun peynirinin tam yagli olan peynire gore
benzer tekstiirel Ozelliklere sahip daha diisiik
kalorili bir alternatif olusturdugunu bildirmistir. Bu
sonugclar da mevcut ¢alismada elde edilen verilerin
literatiire uygun oldugunu gostermektedir.

Peynirin rengi tiiketici begenisi agisindan 6nem
tasimaktadir. Proje kapsaminda tiretilen peynirlerin
depolama boyunca degisimlerini gézlemlemek igin
1., 30. ve 60. giinlerde renk (L, a, b) analizlerinin
tekrar1 yapilmistir. Her peynir Ornegi istatistik
analizde bagimli degisken olarak sadece kendi
icinde degerlendirilmistir. Peynirlerin yapiminda
farkli renkler kullanildig1 icin peynirler arasinda
renk analizleri agisindan birbirleri ile karsilastirma
yapilmasina gerek goriilmemistir. Elde edilen
degerler Cizelge 2’de gdsterilmistir. Hunter sistemi
ile renk analizinde Ol¢iimi yapilan L, a ve b
degerlerinden; L degeri siyah-beyaz, a degeri
kirmizi-yesil ve b degeri ise sari-mavi skalayi
gostermektedir.

L degeri parlakligin gdstergesi olup yiiksek L
degeri daha parlak rengi ifade etmektedir. Sonuclar
degerlendirildiginde 1. giin yapilan 6l¢iimlerde en
yiiksek L degeri 84,91+0,02 ile Kor 2 peynirde, en
diisik L degeri ise 51,364+0,02 mavi peynirde
gozlenmistir. Calismamizda farkli dogal renk
maddeleri kullanildig: i¢in L degerleri de farklilik
gostermektedir. Kor 1, mavi ve sar1 peynirler raf
omrii boyunca en yiiksek L degerlerini 1. giin almis
olup 60. giinde bu deger diisiis gostermistir
(p<0,05). Kor 2, lila ve pembe peynirlerde ise tam
tersi bir durum goriilmektedir. L degeri 1. giinde
daha diisiik iken 60. giinde daha yiiksek bulunmus
olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
vardir (p<0,05).

Akarca vd. (2016) mozarella peynirine ii¢ farkli
baharat karisimi ilave ederek farkli giinlerde
yaptiklart renk analizleri sonucuna gore L
degerinin azalma gosterdigini ifade etmislerdir.
Bunun sebebi olarak mozarellanin olgunlagsma
sirasinda nem kaybettigini, bu durumun parlak
beyaz rengin matlagsmasina neden oldugunu ifade
etmislerdir.  Calismalarinda, L  degerindeki
farkliligin peynirlere ilave edilen farkli baharat
karigimlarindan  kaynaklandigini  sdylemislerdir.
Calismamizda  peynirlerin renklendirilmesi
amaciyla  farkli  dogal renk  maddeleri
kullanilmustir.  Ozellikle tercih edilen renklerin
olusturulmasinda  farkli renk maddelerinin
kombinasyonlart da hazirlanmistir.  Sonuglar
degerlendirildiginde L  degerlerinde  olusan
farkliliklarin kullanilan bu maddelerin oranlarina
bagli olabilecegi diistiniilmektedir

Renk analizlerinde +a degeri kirmizi renk
skalasini, —a degeri ise yesil renk skalasini ifade
etmektedir. Dolayisiyla —a degeri sifirdan
uzaklagtikca renkte yesile dogru bir egilim
artmaktadir. Kor 1, Kor 2, mavi ve sari renkli
peynirler -a degerlerine sahip olup, mavi peynir -
10,33 degeri ile yesil renk skalasina en yakin renk
degerini igeren peynirdir. Bununla birlikte mavi
renkli peynirin —a degerinde raf 6mrii boyunca
istatistiki olarak Oonemli bir  degisim
gbzlenmemistir (p>0,05). Kor 1 ve Kor 2
peynirlerinin raf émrii boyunca —a degeri artmis
olup 1. giin ile 60. giin arasinda anlamli fark
bulunmustur (p<0,05). Sar1 renkli peynirde ise —a
degeri azalma gostermis ve 30. ve 60. gilinler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmistir (p<0,05).

Aydin (2021), bes farkli gesit yesil renkli bitkiyi
kullanarak ayri ayri kasar peyniri iiretmis ve bu
bitkilerin renk {izerine etkisini ve depolama
boyunca degisimini incelemistir. Calismasinda —a
degerleri arasinda anlamli bir farklilik tespit etmis
olup bunun farkli cesitlerde yesil yaprakl bitkiler
kullanimina bagli oldugunu ifade etmistir.
Calismada ayn1 zamanda raf émrii boyunca kontrol
peynirinin —a degerinin artis gosterdigi ve en
yiiksek diizeye 60. giinde ulastigi belirtilmistir.
Calismamizda da benzer sekilde kontrol
orneklerinin (Kor 1 ve Kor 2) —a degerlerinde raf
omrii boyunca artig gozlenmistir. Bu degisimin s6z
konusu 6rneklerin renk maddesi igermemeleriyle
iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Renk maddesi
kullanilan 6rneklerde ise —a degerleri kullanilan
renk maddelerine  bagli olarak  farklilik
gostermistir.

Bilindigi iizere +a degeri sifirdan uzaklastik¢a
renkte kirmiziya dogru egilim artmaktadir.
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Calismamizda kirmizi dogal renk maddesi (pembe
ve lila) kullanilan 6rneklerde +a degerinde yiikselis
gOriilmiis olup en yliksek +a degeri, en fazla oranda
kirmizi  renk  kullanilan pembe  peynirde
gozlenmistir (43,83). Bununla birlikte pembe
renkli peynirin +a degerinde raf omrii boyunca

azalma olurken bu fark 30. ile 60. giinler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Lila renkli peynirin +a degerinde ise raf Omrii
boyunca istatistiksel olarak anlamli bir degisim
goriilmemistir (p>0,05).

Cizelge 2. Prebiyotik renkli eritme peynirlerinin raf dmrii boyunca renk analizleri

Peynir Analiz 30. Giin 60. Giin
L 84,44+0,013 83,71+0,02% 81,80+0,02°
Kor 1 a -4,00+0,01° -5,57+0,02% -6,03+0,03°
b 14,51+0,01° 21,19+0,03% 25,14+0,03°
L 84,91+0,02° 84,92+0,02% 85,52+0,012
Kor 2 a -4,06+0,02° -4,49+0,02% -5,03+0,01°°
b 14,74+0,01° 17,01+0,022 18,10+0,012
L 53,98+0,04"° 55,39+0,03% 56,78+0,03°
Lila a 10,89+0,012 10,360,032 10,35+0,02°
b -13,70+0,03° -12,80+0,05° -13,2740,04%®
L 51,36+0,022 50,48+0,05%° 49,33+0,02°
Mavi a -10,33+0,02° -10,32+0,03? -10,23+0,02°
b -26,98+0,04%® -26,08+0,03? -27,85+0,04°
L 56,09+0,03° 56,31+0,05% 56,790,082
Pembe a 43,48+0,06% 43,82+0,02° 41,7240,21°
b -3,67+0,02° -2,63+0,01% -2,29+0,06?
L 79,79+0,012 78,3840,07% 77,56+0,06™
Sarl a -8,42+0,01%® -8,45+0,01° -7,36+0,04%
b 34,25+0,01% 34,30+0,022 33,65+0,01°

Kor 1: Renksiz ve iniilinsiz peynir; Kor 2: Renksiz ve iniilinli peynir

Cankurt (2015), diyet blok tipi eritme peyniri
iiretiminde farkli oranlarda yumurta kullaniminin
1., 30. ve 60. gilinlerde renk iizerine etkisini
incelemistir. Calismada analiz edilen O6rneklerin
+a degerinin yumurta miktarinin artmasiyla dogru
orantili olarak arttigin1 ve bunun yumurta sarisinin
miktarsal olarak artmasindan kaynaklandigini
ifade etmistir. Benzer sekilde Akarca vd. (2016)
mozarella peynirine {i¢ farkli baharat karigimi
ilave ederek yaptiklari c¢aligmada raf Omrii
boyunca en yiiksek +a degerinin kirmizi-turuncu
renk iceren baharat karisiminin kullanildig:
ornekte oldugunu tespit etmislerdir.
Calismamizda da pembe ve lila peynir
orneklerinin sonuglarinda goriilen yiiksek +a
degerinin benzer bir etkiden kaynaklanmakta

oldugu, ozellikle pembe peynirdeki bu degerin
kullanilan renk maddesinin oransal yiiksekligine
bagli oldugu diistiniilmektedir.

Renk analizlerinde +b degeri sarilig1, —b degeri ise
maviligi ifade etmekte, +b degeri sifirdan
uzaklagtikca renkte sariya dogru bir egilim
goriilmektedir. Caligmamizda da en yiiksek +b
degerine sahip peynirin sar1 gida renklendiricisi
kullanilan peynir olmasi bu durumla iligkilidir.
Bununla birlikte s6z konusu peynirin 30. ile 60.
giinler arasinda renginde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu (p<0,05), +b degeri
Olciilen diger peynirlerin (Kor 1 ve Kor 2) sarilik
degerinin ise raf omrii boyunca artis gosterdigi
tespit edilmigtir (p<0,05). Akarca vd. (2016) de
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yaptiklari ¢alismada renk maddesi igermeyen kor
peynir Orneklerinde +b degerinin raf Omrii
boyunca artig gosterdigini bildirmistir. Bu sonug
calismamizda tespit edilen verilerle uyumludur.

Renk analizlerinde -b degeri sifirdan uzaklastik¢a
renkte maviye dogru bir egilim olusmaktadir.
Calismamizda da en yiiksek —b degerine sahip
peynir mavi renkli peynir olmustur. Bununla
birlikte raf omrii boyunca —b degerinde artis
gbzlenmis olup 30. ile 60. giinler arasinda bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Lila ve pembe peynirlerin -b degerleri ise azalma
egilimi gostermis, lila peynirde 1. ile 30. giinler,
pembe peynirde ise 1. ile 60. giinler arasindaki
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05).

Calisma sonuglari degerlendirildiginde
beklenildigi lizere mavi dogal gida renklendiricisi
kullanilan peynirlerde —b, sar1 gida renklendiricisi
kullanilan peynirlerde +b ve kirmiz1 gida
renklendiricisi kullanilan peynirlerde ise +a
degerlerinin arttig1 goriillmektedir. Diger taraftan
renkli peynirlerin raf Omrii siiresince kendi
igerisinde  renk  degerlerinde  g6zlemlenen
farkliliklarin ise kullanilan renk maddesi miktari,
kombinasyonu ve raf Omrl siiresince olusan
fiziksel  degisikliklerle iliskili  olabilecegi
diistiniilmektedir.

Proje kapsaminda iiretimi yapilan prebiyotik
renkli eritme peynirlerinin duyusal analizlerine
katilan egitimli 10 paneliste sirasiyla Eslenmis
Kiyaslama Testi, Ucggen Test, Puanlama ve
Hedonik Skala Yontemiyle Begeni Testleri
uygulanmistir.

Eslenmis kiyaslama testi uygulamasi i¢in goz
band1 takilmis panelistlerden Onlerine servis
edilen iniilin iceren kontrol ornegi (Kor 2) ile
pembe renkli peynir numunesinin arasinda
farklilk (Var/Yok) olup olmadigina karar
vermeleri  istenmisgtir. Gorevli  personel
panelistlerin sonuglarini forma islemistir. Teste
katilan panelistlerden besi peynirler arasinda fark
oldugunu ifade ederken diger bes panelist fark
olmadigi yoniinde sonug¢ Dbildirmistir. Test
sonucunda elde edilen veriler TS EN 1SO 5495
(2016) standardinda yer alan “Tek tarafli
eslestirilmiy teste dayali olarak algilanabilir bir
farkin var oldugu sonucuna varmak igin olmasi
gereken minimum dogru yanit sayist” tablosuna
gore degerlendirilmistir. Tabloya gore iki 6rnek
arasinda farkliligin tespitinde n=10 i¢in a<0,05
diizeyinde olmas1 gereken minimum dogru sayisi
9 iken calismamizda panelistlerin yalnizca besi

farklilik oldugunu belirtmigtir. Testte alinan
peynirler esit oranda iniilin igermekte olup
aralarindaki  fark yalmizca renk maddesi
kaynaklidir. Peynir iiretiminde kullanilan dogal
renk maddelerinin ndtr bir tat icermesi ve diisiik
miktarlarda kullanilmasi nedeniyle renk maddesi
kaynakli farkin net olarak algilanmasi zordur.
Dolayisiyla arzu edildigi gibi kullanilan renk
maddelerinin peynirin dogal tadini degistirmedigi
sonucuna varilmistir.

Eslenmis kiyaslama testi sonrasinda panelistlere
yine gdéz bandi kullamlarak “Uggen Test”
uygulamasi yapilmistir. Bu testte servis edilen {ig
ornekten ikisi ayni (lila) biri farkli (K&r 1) peynir
olup panelistlerden farkli olan1 bulmalari
istenmistir. Test sonucunda 10 panelistten 9’u
farkli olan Kor 1 peynirini tespit etmistir. Test
sonucu elde edilen veriler TS EN 1SO 5495
standardinda yer alan “Tek tarafli eslestirilmig
teste dayali olarak algilanabilir bir farkin var
oldugu sonucuna varmak igin olmasi gereken
minimum dogru yanit sayisi” tablosuna (Tablo
A.1) gore degerlendirilmistir (TS EN ISO 5495,
2016). Ilgili tabloya gore n=10 igin «<0,05
diizeyinde olmasi gereken minimum dogru sayisi
7 olup ¢alismamizda panelistler ii¢ peynir arasinda
farkli olan 6rnegi (Kor 1) tespit etmistir. S6z
konusu peynirler arasinda temel farklilik Kor 1
peynirinin iniilin i¢ermemesidir. Elde edilen
sonuglar inllin kullanimin peynirde duyusal
yonden farkliliga sebep oldugunu gostermektedir.

Panelistlere son olarak ‘“Puanlama ve Hedonik
Skala Yontemiyle Begeni Testi” ve “Genel Kabul
Edilebilirlik Testi” uygulanmistir. Bu testte tiim
renkli peynirlerle birlikte kor 6rnek olarak iniilin
icermeyen Kor 1 peyniri kullanilmistir. Panelistler
gbz Dbantsiz olarak servis edilen peynir
numunelerini renk, dis goriiniis, yapi, koku, tat ve
aroma parametreleri agisindan 1-9 arasi puanlama
yaparak degerlendirmislerdir. Ayrica genel kabul
edilebilirlik agisindan da peynirler 1-9 arasi
puanlanmistir. Sonuclar Cizelge 3’te sunulmustur.
Istatistiki degerlendirmede veriler normal dagilim
gostermedigi  igin  Kruskal = Wallis  testi
uygulanmistir. Ortalama sonuglart median (min-
max) olarak verilmistir. Elde edilen veriler
peynirler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigini, inilin kullanilan renkli eritme
peynirlerinin tiiketicilerin alisik oldugu eritme
peynirinden renk disinda Onemli bir farklilik
gostermedigini ve tiiketiciler tarafindan kabul
edilebilir oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte genel kabul edilebilirlik agisindan en
yiiksek puani pembe renkli eritme peyniri almistir.
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Boran (2012) yaptig1 calismada yagi azaltilmig
peynirlerde  iniilin  kullanimmin  duyusal
ozelliklere olumlu katki yaptiginmi bununla birlikte
%3 oraninda iniilin ilavesinin peynirlerde
goriinlis, yapi, tat ve koku parametrelerine
olumsuz yonde bir etkisinin bulunmadigini ifade
etmistir. Calismamizda da panelistler tarafindan

yaptig1 caligmada yagi azaltilmis eritme peynir
iretiminde %5, 7 ve 9 oranlarinda iniilin
kullanmis ve Ozellikle %S5 oraninda iniilin
ilavesinin  duyusal niteliklere olumlu katki
yaptigmi  ifade  etmistir. Bu  baglamda
calismamizda da %3 oraninda iniilin kullanilarak
iretilen eritme peynirlerinin kontrolden istatistiki

yapilan  duyusal degerlendirmede  sayilan
parametrelere iniilin  kullaniminin  bir etkisi
olmadig1 gorilmistiir. El-Assar vd. (2019) ise

olarak farklilik olusturmadigi ve yiiksek skorlar
elde ettigi gorilmistiir.

Cizelge 3. Prebiyotik renkli eritme peynirlerinin puanlama ve hedonik skala yontemiyle begeni testi sonuglari
(N=10, Median (Min-Max))

Renk Dis Goriiniig Yapi Koku Aroma Tat GK
Kor 1 9,00 (7-9) 8,50 (7-9) 8,00 (6-9) 8,50 (6-9) 9,00 (6-9) 9,00 (6-9) 8,50 (6-9)
Mavi 8,00 (7-9) 8,00 (5-9) 9,00 (7-9) 9,00 (8-9) 8,00 (8-9) 8,00 (6-9) 8,00 (7-9)
Pembe 9,00 (8-9) 9,00 (7-9) 9,00 (7-9) 9,00 (8-9) 8,00 (8-9) 8,00 (6-9) 9,00 (7-9)
Lila 8,50 (8-9) 9,00 (7-9) 8,00 (7-9) 9,00 (8-9) 8,00 (8-9) 8,00 (6-9) 8,00 (7-9)
Sar 9,00 (7-9) 9,00 (7-9) 8,50 (7-9) 8,00 (7-9) 8,00 (6-9) 8,00 (5-9) 8,00 (5-9)
p Degeri 0,873>0,05 0,641>0,05 0,729>0,05 0,571>0,05 0,553>0,05 0,422>0,05 0,646>0,05
Onem
Diizeyi p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
4. Sonug

Gilintimiizde teknolojik gelismeler ile birlikte farkli
tat, yap1 ve goriiniiste pek ¢ok c¢esit peynir tiretimi
gerceklestirilmektedir. Ozellikle son dénemlerde
tilketicilerin ~ saglik etkisi yiiksek, inovatif
ozellikleri olan iiriinlere olan ilgisi de bu siiregleri
desteklemektedir. Buna paralel olarak mevcut
calismada da renkli prebiyotik eritme peyniri
iiretimi gerceklestirilmistir. Peyniri renklendirmek
icin dogal renk maddeleri kullanilirken iiriine
prebiyotik nitelik kazandirmak i¢in iniilin
kullanilmistir. Calisma sonuglart kullanilan dogal
renk maddelerinin miktarinin  diisiik olmasi
nedeniyle  fizikokimyasal niteliklere  etkisi
olmadigin1 gostermistir. Bununla birlikte verdigi
gorsel cekicilik ile tiiketici tercihlerini olumlu
etkilemistir. Uriine prebiyotik nitelik kazandirmak
amactyla kullanilan iniilin ise renkli eritme
peynirlerinde daha yiiksek kuru madde ve
karbonhidrat ile daha diisilk protein ve yag
diizeyleri gdzlenmesine neden olmustur. Bununla
birlikte iniilinli ve iniilinsiz peynirlerin enerji
diizeyleri birbirine yakin bulunmustur. Bu
durumun iniilin kullanimi sonucu karbonhidrat

miktart artarken oransal olarak yag ve protein
miktarlarinin  azalmasi ile alakali oldugu
diistiniilmektedir. Sonraki c¢alismalarda iniilinin
yag ikame edici vasfi sayesinde diyet nitelikte
renkli eritme peyniri tretimleri de
degerlendirilebilir. Duyusal analiz sonuglari ise
kullanilan maddelerin peynirin tat ve kokusuna
olumsuz bir etki yapmadigini, genel begeni
acisindan  yiiksek  skorlar aldigin1  ortaya
koymaktadir.

Sonug olarak eritme peyniri liretiminde dogal renk
maddeleri ve iniilin kullamimi ile tiiketiciler
tarafindan tercih edilen fonksiyonel nitelikleri
gelistirilmis inovatif bir irliin elde edilmistir.
Bunun yaninda s6z konusu liriiniin spor
branglarinda takim renkleri kullanilarak taraftar
peynirleri seklinde de degerlendirilebilecegi,
pizzadan soguk sandvice tosttan salataya pek cok
kullanim alaninda gorsel sunum zenginligi
saglayabilecegi disliniilmektedir.
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Amag: Gilinlimiizde gida kaynakli birgok hastalik bulunmaktadir. Bakteriler, viriisler ve funguslarin yanisira
parazitlerin de gida kaynakli hastaliklara sebep oldugu bildirilmektedir. Protozoa (6rnegin Cryptosporidium
spp., Toxoplasma spp.) ve helmintleri (6rnegin karaciger ve bagirsak parazitleri; Fasciola spp., Echinococcus
spp., Anisakis spp., Trichinella spp.) iceren bu parazitler dogada hep var olmuslar, ¢esitli nedenlerle yayilim
gostermisler ve gidalara gesitli yollarla bulagmislardir. Bu patojenlerin gidalara bulagsmasinda evcillestirilmis
ve vahsi pek ¢ok hayvan da tasiyici olarak rol oynamistir. Gida kaynakli parazitlerin bazilar1 zoonotik 6zellik
gostermektedir. Her birinin yasam sikluslar1 karmasik ve farklidir. Bu ¢aligmada, gida kaynakli parazitler genel
bir bakis agisi ile degerlendirilmistir.

Sonug¢: Bu derlemede, gida kaynakli parazitlerin gida giivenligi ve halk sagligi agisindan Onemi,
epidemiyolojisi, gidalara bulasma yollar1, risk degerlendirmesi ve kontrol onlemleri literatiir esliginde
degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: gida kaynakl parazitler; zoonotik; gida giivenligi; halk sagligi; bulagsma

Abstract

Objective: Today, there are many foodborne diseases. In addition to bacteria, viruses and fungi, parasites are
also reported to cause foodborne diseases. These parasites, which include protozoa (e.g. Cryptosporidium spp.,
Toxoplasma spp.) and helminths (e.g. liver and intestinal parasites; Fasciola spp., Echinococcus spp., Anisakis
spp., Trichinella spp.), have always existed in nature since their emergence, spread for various reasons and
infected foods in various ways. Many domesticated and wild animals have also played a role as reservoirs in
the transmission of these pathogens to foods. Some of the foodborne parasites are zoonatic. The life cycles of
each of them are complex and different. In this study, foodborne parasites were evaluated from a general
perspective.

Conclusion: In this review, the importance of foodborne parasites in terms of food safety and public health,
epidemiology, routes of food contamination, risk assessment, and control measures were evaluated in the light
of the literature.

Keywords: foodborne parasites; zoonotic parasites; food safety; public health; contamination
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1. Giris

Gilinlimiizde hem gelismis hem de gelismekte olan
iilkelerde bakteriyel ve viral salgin hastaliklar gibi
gida kaynakli paraziter salgin hastaliklar da insan
ve hayvan saglig1r acisindan kiiresel bir dneme
sahip olmustur. Ancak diger gida kaynakl
patojenlerle karsilastirildiginda gida kaynakl
parazitler, halk saglig1 ve gida giivenligi agisindan
olusturdugu risk konusunda farkindaligin eksik
olmasi nedeniyle nispeten ihmal edilmistir. Birgok
paraziter hastalik insanlarda uzun inkiibasyon
siiresine sahiptir ve hastalik, konaklar {izerinde
kronik ve daha sinsi bir seyir gosterebilmektedir
(Caccio vd., 2018; Ruh ve Taylan, 2023). Baz1
paraziter hastaliklarda klinik semptomlarin ortaya
cikmast yillar stirebilmekte (6rnegin,
Echinococcus spp., T. solium'un kist agamalar1), bu
da taniy1 ve bulagsma kaynaginin belirlenmesini
zorlastirmaktadir (Gabriél vd., 2023).

Paraziter salginlarda, gida, su ve vektorlerin
bulagmada rol oynadigi, insandan insana, insandan
gidaya, hayvandan gidaya bulagsmanin da etkili
oldugu bildirilmistir (Torgerson vd., 2014). Bu
parazitler tek hiicreli protozoalar ve helmintler
olarak gruplanmakta, hem su hem de gida yoluyla
bulasabilmektedirler. Helmintler; sestod, nematod
ve trematodlar olmak Tlizere ¢ alt gruba
ayrilmaktadir. Bagirsak protozoalarmin, paraziter
hastaliklarin ¢ogunlugundan sorumlu oldugu, bunu
nematod, sestod ve trematodlarin takip ettigi
bildirilmektedir (Ryan vd., 2018). Baz1 gida
kaynakli parazit etkenleri ise zoonoz 6zellikte olup
insan ve hayvan sagligi agisindan bir tehlike
olusturmaktadir. Zoonoz hastaliklar, omurgali
hayvanlardan insanlara, insanlardan hayvanlara
gecebilen hastaliklar veya enfeksiyonlar olarak
tanimlanmistir. Zoonotik gida kaynakli parazitler,
yasam sikluslarinda; insan, hayvan, vektor ve cevre
kaynakli bir¢ok arakonak ve konak kullanmaktadir
(Mahalleh ve Celik, 2019).

Gida kaynakli paraziter hastaliklarin gliniimiizde
endemik olarak ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.
(Torgerson vd., 2014). Ancak gida tedarik
zincirindeki  hareketlilik, turistik seyahatler,
tropikal gida tiiketimine ilginin artmasi gibi
nedenler bu parazitlerin endemik olmayan
bolgelere yayilmasinda ve yeniden Onem
kazanmasinda etkili olmustur (Gabriél vd., 2015;
Gabri€l vd., 2023). Ayrica niifus artisi, kiiresel
isinma ve iklim degisikleri, uluslararasi insan
hareketliliginin artmasi, canli hayvan nakilleri,
insanlarin enfeksiyonlara yatkinliklari, hijyen
uygulamalarinda yetersizlikler, savaslar ya da
dogal afetler sonucu ortaya c¢ikan c¢evresel
degisiklikler gibi faktorlerin de bulasmada etkili

oldugu diistintilmektedir (Dulo ve Pal, 2017; Wu
vd., 2017; Mahalleha ve Celik, 2019).

Iklim degisikliginin gida kaynakli parazitlerin
yasam dongiileri {izerine dogrudan etkisi vardir.
Nem artislari, parazit yumurtalarinin, larvalarinin
ve Kkistlerinin/ookistlerinin  hayatta kalmasini
kolaylastirir.  Yagis yogunlugu yumurtalarin,
ookistlerin ve kistlerin kirli su yoluyla yayilmasini
kolaylastirir (Jiménez vd., 2010). Artan kuraklik
donemleri ise parazit yumurtalarinin, larvalarinin,
ookistlerinin ve kistlerinin hayatta kalma oranini
azaltir, ancak sudaki konsantrasyonlarini artirir.
Ozellikle kaliteli su kaynaklarmin azalmasi, salgin
riski tehlikesini artirmaktadir (Pozio, 2019).

Son yillarda hayvancilikta, hijyen
uygulamalarinda, tespit ve kontrol yontemlerinde
yasanan gelismeler, bir¢ok iilkede gida kaynakli
parazitlerin yayginligim1 biiyiikk 6lciide azaltmis
veya ortadan kaldirmustir. Ancak gida kaynakl
parazitlerin prevalansmin halad yiiksek oldugu
iilkelerin  bulundugu bildirilmektedir (Pozio,
2019).

2. Gida kaynakh parazitlerin epidemiyolojisi

Gida kaynakli parazitlerin diinyada yayginliklar
cografi, ticari, sosyo-ekonomik agidan farklilik
gosterebilmektedir. Kiiresel olarak gida kaynakl
parazitler arasinda ¢ok sayida helmint ve protozoa
bulunmaktadir, ancak bunlarin igerisinde bazi
parazitler halk sagligi acgisindan dikkat ¢ekicidir.
FAO/WHO (2014) tarafindan hazirlanan bir
raporda 24 gida kaynakli parazit tiiriiniin kiiresel
Ooneme sahip oldugu bildirilmistir. Eyliil 2012'de,
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)
ve Diinya Saglk Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan
bu toplantida halk sagligi acisindan uluslararasi
oneme sahip, risk siralamasi durumuna gore 24
gida kaynakli parazit listelenmigstir (Sekil 1: A, B).
Yapilan degerlendirmede ilk dort sirada Taenia
solium, Echinoccus granulosus, Echinococcus
multilocularis ve Toxoplasma gondii’ nin yer aldig
bildirilmistir. Sosyo-ekonomik énemde ise yine ilk
sirada yer alan Taenia solium’dan sonra
Cyclospora cayetanensis gelmektedir. Halk sagligi
icin risk teskil etmesi agisindan yapilan
degerlendirmede ise ilk dort parazit sirasiyla
Taenia solium, Echinococcus granulosus, E.
multilocularis ve T. gondii olarak belirtilmistir
(FAO/WHO, 2014; Gajadhar, 2015). Ancak
siralamanin  muhtemelen bdlgeler ve kitalar
arasinda farklilik gosterecegi vurgulanmstir.

Dolayisiyla bu ¢aligmanin bolgesel diizeyde
tekrarlanmas1  Onerilmistir. Bu O6neri  dikkate
alimarak 2016 yilinda Avrupa Gida Kaynakl
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Parazitler Ag1 (Euro-FBP) tarafindan diizenlenen
aksiyon toplantisinda (COST (FA1408)) Avrupa
ve bolgelerinde gida kaynakli parazitler risk
durumuna gore listelendiginde Echinococcus
multilocularis ve Toxoplazma gondii’nin Avrupa
diizeyinde en iist sirada yer aldig1 belirtilmistir. Bu
baglamda, Avrupa i¢in en fazla Oneme sahip
oldugu diisiiniilen gida kaynakli parazitler, kiiresel
olarak en biiyiilk 6neme sahip oldugu diisiiniilen
Tenia solium ve Echinococcus granosus’dan
farklidir (Bouwknegt vd., 2018).
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Sekil 1. Kiiresel gida kaynakli parazitlerin halk
sagligia dayali ¢ok kriterli siralamasi
(Multicriteria ranking of global foodborne
parasites based on public health criteria only,
weighted equally, compared with baseline ranking
based on all criteria and elicited weightings)
(FAO/WHO, 2014).
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Sekil 2. Kiiresel gida kaynakli parazitlerin ¢ok
kriterli risk durumlarinin karsilastirilmasi
(Comparison of multicriteria risk scores of global
foodborne parasites across alternative criterion
weighting schemes) (FAO/WHO, 2014).

Belirtilen bu parazitlerin tiimii potansiyel olarak
zoonotiktir ve bu nedenle halk sagligi agisindan
onemlidir (Almeria vd., 2021).

3. Guda kaynakh parazitlerin gidalara
bulasmasi

Gida kaynakli parazitler, enfekte hayvanlarin
dokularmda bulunanlar ve insanlar tarafindan
tilkketilmeden 6nce hayvan ve bitki kokenli gidalara
bulasanlar (kirletenler) seklinde gruplandirilabilir.
Gida/su kaynakli parazitlerin bulagici yasam
evreleri, hayvansal iriinlerin tiiketilmesiyle,
kontamine gida (taze iirlinler ve meyveler gibi) ve
su yoluyla insanlar da dahil olmak {izere yeni
konaklara bulasabilmektedir (Almeria vd., 2021).
Taze meyve ve sebze tilketiminin artmasi ve bu
iirlinlerin kiiresel alanda ticaretindeki hareketliligi,
gida kaynakli parazit salginlarinin yayilmasinda rol
oynamistir (Amoah vd., 2007; Dixon, 2015; Gerard
vd., 2019). Sebzeler, parazitlerle gida iiretim zinciri
boyunca, yani kirlenmis sulama suyu, eKili
alanlarda kullanilan giibre, ciftlik
hayvanlari/yabani hayvanlarin mahsullere erisimi
gibi birincil {iretim yollariyla, ayrica tarlada hasat,
nakliye ve pazarlama islemleri sirasinda cesitli
yollarla kontamine olabilir (Francis vd., 1999;
Johnston vd., 2005). Diger bir bulasma yolu ise
gida calisanlart aracilifiyla dogrudan olanmidir
(Beuchat ve Ryu, 1997; Caradonna vd., 2017).

Yemeye hazir ¢ig gidalarda c¢esitli parazitler
bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada, hazir
salatalarmin iiretiminde uygulanan sanitasyon
islemlerinin, diski kaynakl1 parazitleri
uzaklagtirmadig1 bildirilmistir (Caradonna vd.,
2017). 2012 yilinda Ingiltere’de goriilen gida
kaynakli cryptosporidiosis salgininin da, hazir
salatalarla bulastig1 rapor edilmistir (McKerr vd.,
2015; Caradonna vd,. 2017). Yemege hazir
salatalarda protozoon kontaminasyonun prevalansi
arastirllmig, Orneklerin  %4,2’sinin  kontamine
oldugu belirtilmistir. Parazitlerin genellikle gida
zincirinde yaygin olarak kullanilan sanitasyon
prosediirlerine oldukca direncgli oldugu ve diisiik
sayidaki parazit varliginin bile enfeksiyona sebep
olabilecegi bildirilmistir (Almeria vd., 2021).

Hayvansal iiriinler araciligi ile bulasmada gidanin
¢cig tiikketimi veya az pisirilmesi rol oynamaktadir.
Ozellikle susi, sashimi, ceviche gibi iiriinlerin
poptlaritesinin artmasi ile birlikte ¢ig balik
tilketimi kiiresel bir mutfak trendi haline gelmistir.
Cig olarak tiiketilen baliklar Anisakis simplex gibi
enfektif parazitler icerebileceginden tiiketiciler
balik kaynakli parazitlerle enfekte olabilmektedir
(Mo vd., 2014; Robertson, 2018). Cig et tiiketimi
cesitli mutfak kiltiirlerinde goriilse de (6rnegin
Fransa'da steak tartare, Italya'da carpaccio,
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Almanya'da mett, koi soi, Tayland'da ve
Etiyopya'da kitfo vb.), az pismis et tiikketimi daha
yaygindir (60°C'nin altinda bir sicaklikta kisa siire
pisirilme). Bilerek ya da yanlislikla uygulanan
diisiik sicaklikta pisirme islemleri bazi parazitler de
dahil olmak tizere patojenleri etkisiz hale getirmek
icin yeterli olmayabilir (Franssen vd., 2019;
Diimen vd., 2023).

2012 yilinda FAO/WHO tarafindan risk siralamasi
icinde yer alan 24 gida kaynakli parazit arasinda
14'niin  (%58) et kaynakli parazitler oldugu
bildirilmistir. Bunlar arasinda hem deniz hem de

tath su baliklartyla (Anisakidae,
Diphyllobothriidae, Heterophyidae ve
Opistorchiidae), tath su  kabuklulariyla

(Paragonimus spp.), domuz etleriyle (Trichinella
spiralis, diger Trichinella tiirleri, Toxoplasma
gondii, Taenia solium, ve Sarcocystis suihominis),
sigir etleriyle (Taenia saginata, Toxoplasma gondii
ve Sarcocystis bovihominis), kiigiikbas hayvanlarin
etleriyle (Toxoplasma gondii), av hayvanlarmnin
etleriyle (Trichinella spp. ve T. gondii) ve kurbaga
gibi soguk kanli canlilarin etleriyle bulasan
parazitlerin (Spirometra spp.) yaygm oldugu
bildirilmistir. Ayrica baz1 parazitler, yumusakcalar
(6rnegin Giardia duodenalis) ve siit araciligi ile de
(Cryptosporidium  parvum ve T. Gondii)
bulasabilmektedir (FAO/WHO, 2014). Doku
parazitleri, yetistirilen ve dogadan yakalanan
baliklar da dahil olmak {izere su firlinleri
yetistiriciligi endiistrisinde de potansiyel tehlike
olusturmaktadir. Ornegin Anisakidae, daha ¢ok
dogadan yakalanan baliklarda tehlike arz
etmektedir. Yapilan bir c¢alismada Akdeniz'de
yetistirilen levreklerde %0,7 oraninda Anisakis
pegreffii rapor edilmistir (Cammilleri vd., 2018).

Gida calisanlari/igleyicileri, bagirsak
protozoalarinin gidalara bulagmasinda 6nemli bir
tastyict ve yayillmasinda potansiyel bir role
sahiptir. Hem personelde hem de gida isleme
ortamlarinda yetersiz hijyen uygulamalari, ¢ig ve
hazir gidalar arasinda capraz bulasma gidanin
bagirsak parazitleri ile kontaminasyonunun 6nemli
ve olas1 kaynaklaridir (Eslahi vd., 2023). Bagirsak
parazitlerinin bulagmast; yiyecek, su, eller, fekal-
oral, yumurta ve Kistlerin yutulmasi yoluyla veya
koti kisisel hijyen nedeniyle dogrudan insandan
insana seklindedir (Dagnew vd., 2012).

Gida calisanlarmin  tirnak igerikleri, gidanin
parazitin farkli asamalariyla kontaminasyonuna
sebep olabilir (Hajare vd., 2021). Tirnaklarin
bagirsak parazitlerinin yumurtalari, larvalart ve
kistlerini bulastirmada etkili olduguna iligkin
bir¢ok rapor bulunmaktadir (Andargie vd., 2008;
Eslahi vd., 2023). Blastocystis hominis diinya

capinda yaygin olarak insanlarda goriilen bir
protozoan parazittir (Eroglu ve Koltas, 2010). Kotii
sanitasyon uygulamalari, kalabalik ortamlarda
yasama, tropikal ve subtropikal iklimler B. hominis
enfeksiyonu olusumunda 6nemli rol oynar (Duda
vd., 2015). Giirbiiz vd. (2020), 18.460 hastanin
digki muayenesinde %4,8 (n: 879) B. hominis’e
rastlandigim1 ~ bildirmistir.  Entaemoeba  spp.,
Cryptosporidium spp. ve Giardia spp. diinya
capinda insanlarda en yaygin olarak goriilen diger
zoonootik protozoan parazitlerdendir. Bulagmalari,
dogrudan insandan insana veya su ve/veya yiyecek
yoluyla digski/agiz yoluyla gerceklesir. Bu
parazitler, tikketime hazir meyve ve sebzelerin
yiizeylerini kirleterek tiiketicileri enfekte edebilir.
Giardia spp. kistleri ve Cryptosporidium spp.
ookistleri, c¢evresel kosullara ve su aritma
islemlerine direngli olup, ortamda uzun siire canl
kalabilmekte, suya, topraga ve dolayisiyla risk
altindaki gidalara bulasabilmektedir (Feng ve Xiao,
2011). Yapilan bir calismada yikama suyu
tanklarinda Cryptosporidium ookistleri ve Giardia
kistlerinin varlig1 arastiritlmig ve sirasiyla %16,
%83 olarak belirlenmistir (Chaidez vd.,2005).
Faria vd. (2023), paketlenmis 100 adet hazir salata
orneginin 18 (%18)’inde G. duodenalis’e
rastlamuslardir. Morales-Figueroa vd. (2021), 400
sebze meyve orneginin %11 inin Cryptosporidium
spp., %9,2’sinin Blastocystis spp. ile bulagmis
oldugunu belirlemislerdir. Gidalarda parazitik
protozoalarin varligi bu parazitlerin digki ile
bulastiginin 6nemli bir gostergesidir (Despommier
vd., 2012; Eslahi vd., 2023).

Ellerin dogru yikanmamasi, tirnaklarin
kesilmemesi, 6zellikle meyve ve sebzelerin uygun
olmayan sekilde yikanmasi ve gilivensiz su
kaynaklar1 bagirsak parazitlerinin yayilmasinda rol
oynamaktadir (Badri vd., 2022a; Eslahi vd., 2023).

4. Giuda kaynakh parazitlerle ilgili risk
degerlendirmesi

Halk sagligim1 korumak ve gida giivenligini
saglamak icin tarladan, ¢iftlikten, deniz/ gol/ tath
sulardan sofraya tiim gida tedarik zincirinde
olabilecek risk faktorlerini belirlemek, riskleri
degerlendirmek, etkenlerin yayilimini 6nlemek
icin risk yonetim secenekleri olusturmak gereklidir
(Gabri€l vd., 2023). Gidalarin isletmelere
gelmeden once daha yetistirilme asamalarindan ve
hasat oncesinden baslanarak parazitlerin bulagma
yollar1 dikkate alinarak risk analizlerinin yapilmasi
ve kontrol oOnlemlerinin alinmast 6nemlidir.
Ciftliklerin yakinlarinda bulunan su kaynaklari,
taze, az pismis ve tliketime hazir gidalar, diinya
capinda et lretim ve ticaretindeki artis, gidanin
dogal lezzetini koruyabilmek igin {ireticilerin
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pisirme sicakligimi olabildigince minimumda
tutmasi, egzotik iirlinlere olan ilgi artig1, et liretimi
icin ciftliklerde kontrolsiiz kesimlerin yapilmasi ve
hastalik etkeni tasiyan i¢ organlarin vahsi
hayvanlara ya da basibos hayvanlara yedirilmesi
gibi islemler parazitlerin yayilmasina sebep
olabilecek hatali uygulamalardan bazilaridir
(Omurtag ve Dogruer, 2018; Woolsey ve Miller,

Cok fazla tiriiniin olmasi, bulasma kaynaklari,
yayilmalari, patojenitelerinin  farkli  olmasi
nedeniyle gida kaynakli parazitlerin kontrollerinde
uygulanacak risk yonetim segenekleri de farkli
olacaktir. FAO/WHO (2014) yayinladig1 raporda
risk  siralamasina goére  Oncelikli  goriilen
parazitlerin bulagma yollar1 ve risk yonetimi ile
ilgili 6nerilerde bulunmustur (Cizelge 1).

2021).

Cizelge 1. Gida kaynakli parazitlerin bulagma yollar1 ve risk yontemi (FAO/WHO, 2014; Omurtag

Korkmaz ve Dogruer Y., 2018)

Parazit ad1 Gida ile Hastalik Risk yontemi ve alinacak dnlemler
bulagma yolu ve  belirtileri
konak
Ciftlikte Isleme esnasinda Tiiketim esnasinda
Taeina solium Cig yada Tenyozis -Domuzlara as1 -Giivenli kesim -Bulasma
pismis domuz uygulamasi uygulamasi konusunda
eti -Iyi domuz -Izleme sisteminin tiiketicilerin
yetistiriciligi olusturulmasi bilinglendirilmesi
uygulamalari -Endemik
-Calisanlarin bolgelerde tiiketim
personel hijyeni riski
konusunda -Pigirme islemi
egitilmesi etkili
Echinococcus Taze triinler Kist hidatik -Parazitin -Kopekleri -Gida isleyicilerin
granulosus Koyun, kegi, kopeklerde potansiyel enfekte ve tiiketicilerin
domuz ve elimine edilmesi dokulardan uzak egitimi
sigirlar konak -Ciftlik tutmak
sahiplerinin -Echinococcus
kontaminasyon ve  yumurtalari
hastalik dondurulmaya
konusunda duyarsiz (gidanin i¢
egitilmesi sicakliginin -
-Meyve-sebze 70°C’de dort giin
liretiminde stire ile tutulmasi
kullanilan suyun harig)
kontrolii
-Koyun ve
kopeklerin
asilanmasi
Echinococcus Taze trlnler, Alveolar -Ciftlik ve sehir Echinococcus -Endemik
multilocularis Yerlesim ekinokokkozis  yakinlarindaki yumurtalart bolgelerdeki gida
yerlerine tilkilere dondurulmaya isleyicilerin ve
hayvan antihelmintik duyarsiz tiiketicilerin egitimi
saldirilart ile uygulamalar -Yikama iglemleri
bulasma parazitleri
uzaklagtirmada
yetersiz
Toxoplasma -Etve -Abort ve -Yetistiricilikte -Ticari -Etlerin yeterli
gondii sakatat(domuz, konjenital domuz ve dondurucular etteki  pisirilmesi
sigir, koyun, defektler ineklerin kontrolii ~ doku Kistlerini -Sebze ve
keci, domuz, -Mental i¢in serolojik oldiirebilir. meyvelerin iyi
yaban eti) bozukluklar testler -Ev tipi yikanmasi
-Taze trlinler -Serbest dolasan dondurucular etkili ~ -Giivenilir su
(meyve vh.) ve ¢iftlik olmayabilir kaynaklarinin
deniz hayvanlarinda -Su kaynaklarinin kullanilmast
yumusakcalari kontrol zor. kedilerle temasinin
ookistlerle -Koyunlara ag1 engellenmesi etkili
kontamine olur. uygulanabilir olmayabilir.

-Ciftlik ancak doku kistleri  -Suyun klorlanmasi
hayvanlari kaslarda etkisiz olabilecegi
ookistlerle bulunmaya devam  i¢in en az Imm
enfekte olabilir. eder. kalmliktaki
filtrelerden
gecirilmelidir.
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Cryptosporidium  -Taze iiriinler, Immun -Ookistlerin -Uriin ytkama -Taze iiriinler
spp meyve suyu, siit  sistemi inaktivasyonu i¢in  tanklari kontamine  yiiksek riskli
-Gida zincirine  baskilanmus atiklarin olabilir -Taze sebze-
su veya gida kisiler risk giibrelestirilmesi -Pastdrizasyon ve meyvelerin
isleyicileri ile altinda uygun degil donmaya duyarli yikanmasi
girer -Taze iiriin -Suyun klorlanmas1  -Ookistler
-Su yetistiriciliginin etkisiz olabilir. UV uzaklagmaz.
sistemlerinde yapildig1 alanda ya da ozon
bulunabilir besi hayvanlari ve  uygulamasi
diger hayvanlar yapilmali.
barindirilmamali
Entemoeba -Taze iiriinler -Hafif ve orta  -Su giivenligi plam  -Kistler -Gida hazirlamada
histolytica -Su ve gida siddette hazirlanmali dezenfektanlara hijyen kurallarina
isleyenler invazif dayanikli uyulmasi gerekli
yoluyla hastalik, -Kistler sicakliga, -igme sularinin
bulasabilir karaciger UV iginlara, klora,  filtrasyonu
-Kistler klorla apsesi iyoda duyarli
yikanmaya
duyarhidir
Trichinella Domuz, at, Akut hastalik,  Trichinella’dan ari  -Et iiriinlerinin -Kiiltiirel nedenlerle
spiralis yaban eti diisiik olim domuz iiretim iretimi esnasinda domuz etinin
orani ciftlikleri i¢in siiri  hasta bir hayvandan  tiiketilmemesiyle
sertifika tiim triinlere kontrolii saglanir
programlarina kontaminasyon
katilinmali riski
Opisthorchiidae  -Dogal tath su Siddetli -Balik -Dondurulma ya da
baliklari enfeksiyon, giftliklerinin pisirilme ile kontrol
-Balik potansiyel kanalizasyon saglanmali
ciftliklerinde kanserojen, sularindan uzak
nadir kronik doku yere kurulmali
-Ciftlik bozuklugu -Beslemede steril
hayvanlari edilmemis giibre
konaktir kullanilmamali
5. Gida kaynakh parazitler icin Kkontrol Helmintik parazitlerin bulagmasi1 fekal-oral yolla

onlemleri

Parazitler canli hayvanda ¢ogalmasina ragmen
hayvan kesildiginde ¢ogalma artik devam etmez
(EFSA, 2018). Cig, az pismis ya da yemege hazir
olarak sunulan et, tavuk, balik gibi hayvansal
irlinler, sebze ve meyveler, igme ve kullanma
sular1 paraziter acidan risk olusturabilmektedir.
Gidalarin iglenmesi sirasinda alinan Onlemlerin
birgogu parazitlerin ortadan kaldirilmasini veya
etkisiz hale getirilmesini garanti etmez (Gabri€l
vd., 2023). Bu nedenle tarladan, ¢iftlikten, deniz/
g0l/ tatli sulardan sofraya tiim gida tedarik
zincirinde olabilecek risk faktorlerini belirlemek,
riskleri degerlendirmek, etkenlerin yayilimini
onlemek i¢in risk yonetim segenekleri olusturmak
halk saglig1 agisindan ¢ok 6nemlidir (Omurtag ve
Dogruer, 2018).

Hasat sonrasi igleme Onlemlerinin ¢ogu, parazit
asamalarinin tamamen ortadan kaldirilmasinmi veya
etkisiz hale getirilmesini her zaman garanti etmez.
Ayrica yaban hayati, hayvancilik ve insanlar
arasindaki artan temasin gida giivenligi tizerindeki
etkisi de gboz ardi edilemez. Risk temelli
yaklasimlar ve multi-disipliner bir bakis acisiyla
ele alman teshis ve kontrol/onleme yontemleri
dikkate alinmalidir (Gabri€l vd., 2023).

gerceklestiginden ve enfekte calisanlarin elleri
yoluyla bulasabileceginden, gida c¢alisanlarinda
periyodik portdr muayenesi yapilmast
gerekmektedir. Ayrica, gidalarin uygun sekilde

denetlenmesi ve  saklanmasi, yiyeceklerin
hazirlanmas1 ve islenmesi sirasindaki hijyen
uygulamalar1 (el hijyeni, eldiven kullanim,

boneler, temiz Onliikler ve maskeler) calisanlar
tarafindan dikkate alinmalidir (Idowu ve Rowland,
2006; Erez vd., 2022).

6. Gida kaynakh parazitlerin inaktivasyonu

Parazitlerin inaktivasyonu i¢in uygulanan gida
muhafaza yontemlerinin etkileri parazitler {izerinde
farkliliklar gosterir. Isil islem, dondurma, 1s1nlama,
ultraviyole (UV), yikama, enzimatik ve kimyasal
koruma, kurutma, gibi yontemlere parazitlerin
farkli tiirlerinin ve her bir formunun (yumurta,
larva, ergin ve kist) gosterecegi direng farkl
olabilir (Franssen vd., 2019).

6.1. Hayvansal iiriinlerde

inaktivasyonu

parazit

Isil igslem gida kaynakli parazitlerin 6nlenmesinde
hala en giivenilir yontemdir (Gajadhar, 2015). Is1l
islemin etkin olabilmesi icin sicaklik-siire iligkisi
cok Onemlidir. Parazitlerin farkli yasam
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formlarinin  1sidan  etkilenme  siiresi  farkl
olabilmektedir. Ornegin Echinococcus
multilocularis ~ yumurtalarinin ~ etkisiz ~ hale
getirilmesinde  sicaklik  tek  basma  etkili
olmayabilir; uygulanan siire de 6nemlidir. Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) (2018),
potansiyel bulasici Echinococcus yumurtalarinin
etkisiz hale getirilmesini saglamak i¢in gidanin en
az 3 saat boyunca 65°C’de 1sitilmasini
onermektedir (EFSA, 2018).

Hayvansal friinlerde sicaklik uygulamasinda
irlinlin termal i¢ sicakligi dikkate alinmalidir.
Franssen vd. (2021), domuz etindeki Trichinella
larvalarini etkisiz hale getirebilmek i¢in >60°C’de
15 dakika pisirilmesi gerektigini bildirmistir.
Yapilan bir ¢calismada T. gondii doku kistlerinin
64°C’de 3 dakika hayatta kaldig1 ve bu nedenle
biitiin domuz eti, kuzu eti ve dana eti pargalarinin
65,6°C’de en az 3 dakika pisirilmesi gerektigi
vurgulanmistir (Jones ve Dubey, 2012). Balik¢ilik
driinlerinde  Ornegin  Anisakis igin 3 cm
kalinligindaki ~ balik  filetolarinin ~ merkez
sicakliginin  60°C’ye ulagsmasi ve bu sicakligi
korumak i¢in 10 dakika isitilmasi gerekmektedir
(Wootten, 2001; EFSA, 2010). Endiistriyel
anlamda pastorizasyon, sivilarin (siit ve su)
71,7°C’de 15 saniye; et veya baliktaki parazitleri
etkisiz hale getirmek i¢in ise 60-75°C’de 15-30
dakikalik bir merkez sicaklikta 1sitilmalarinin
parazitlerin kontroliinde etkili oldugu bildirilmistir.
Stit kaynakli cryptosporidiosis salginlar1 yalnizca
pastorize edilmemis siitle iliskilendirilmistir
(Franssen vd., 2019).

Parazitlerin ¢evrede veya gida lizerinde
cogalmadigt ancak varliklarini siirdiirdiikleri
bildirilmistir. Bu nedenle, gidalarin depolanmasi
sirasinda parazitlerin sayisi artmaz. Gida kaynakl
patojenlerin bircoguna zarar veren soguk hava
kosullarina parazitler daha direnclidir. Parazitlerin
O0lmesi, depolama kosullarina bagli olarak
genellikle haftalar, aylar arasinda gergeklesir
(EFSA, 2018).

Dondurma islemi parazitler iizerinde farkl etkiler
gosterebilmektedir. Dondurma isleminde de
sicaklik/zaman kombinasyonu Onemlidir. Bazi
parazit tiirlerindeki 6rneklerde; 6rnegin domuz eti
icindeki Taenia solium sistiserkleri -24 ila -5°C’de
1-4 giin siireyle dondurularak etkisiz hale
getirilirken, sigir eti igindeki Taenia saginata
sistiserkleri inaktivasyonu 10-15 giin boyunca -5
ila -25°C’de dondurulmasini gerektirir (Hilwig ve
Cramer 1978; Sotelo vd., 1986). Baska bir 6rnekte
domuz eti, av eti ve at etindeki T. spiralis disindaki
Trichinella tiirlerini etkisiz hale getirmek igin
dondurma islemine giivenilemeyecegi

bildirilmistir. T. britovi ile enfekte olmus bir
hayvandan (gram basina 3 larva) elde edilen
dondurulmus yaban domuzu eti, bir hafta boyunca
-35°C’de tutulmus ve tiiketen alti kiside klinik
trisinelloza neden oldugu bildirilmistir (Gari-
Toussaint vd., 2005; Franssen vd., 2019). Gracia
vd. (2022), ¢ig et ve kuru kiirlenmis jambonda
bulunan T. gondii'nin doku Kistlerini 14 giin
boyunca, -20°C’de ev tipi dondurma yontemiyle
etkisiz hale getirmede etkili olmadigim, giivenli
tiketim i¢in gereken sicakliklar1i ve siireleri
degerlendirmek iizere daha fazla ¢aligmaya ihtiyac
oldugunu belirtmislerdir. -15°C’de 2 giin siireyle
saklanan dondurmada ise Cyclospora
cayetanensis'in ookistlerinin etkisiz hale geldigi
bildirilmistir (Ortega ve Sanchez, 2010). Gida
endiistrisinde ev tipi dondurma isleminin yerine
ticari dondurma ydntemlerinin  kullanilmasi
gerektigi belirtilmektedir (Franssen, 2019).

Marinasyon, fermantasyon, tiitsilleme, kurutma,
ucucu yaglar vb. geleneksel uygulamalar ve
bunlarin kombine kullanimi parazitleri etkisiz hale
getirme potansiyeline sahiptir. Hem kurutma
uygulamast hem de tuz eklenmesi, mevcut su
miktarin1 azaltir ve tiim canli hiicreler igin zararl
olan ozmotik basinct arttirir. Fermantasyonla
olusan asit ortam da inaktivasyonda etkili
olabilmektedir (Ockerman ve Basu 2017).

ElGhannam vd. (2023), karanfil yaginin
eksraksiyonu ile elde edilen eugenol (Gjenol) ugucu
yaginin domuz kaslarina yerlesen Tricinella
spiralis tizerine etkisini arastirmiglar; ugucu yagin
dozuna ve zamana bagli olarak oSldiiriicii etkisi
oldugunu bildirmislerdir. Giarratana vd. (2017),
yaptiklar1 in vitro bir ¢aligmada Tagetes minuta
bitkisinden elde edilen esansiyel ugucu yagiyla
hazirlanan marinasyonun Anisakis larvalarina karsi
giiclli bir etki gosterdigini belirtmiglerdir.

Et ve balik kaynakli parazitlerin evreleri genellikle
%2-5’lik  NaCl igerigine duyarlidir.  Fare
kaslarindaki toksoplazma doku kistlerinin %2,5
NaCl’de 1 giin i¢inde etkisiz hale getirildigi
bildirilmistir (Pott vd., 2013). Smaldone vd.
(2017), Anisakidae ile enfekte olmus balikta %18,6
tuz konsantrasyonuyla yapilan tuzlama isleminin
Anisakidae larvalarin1 15 glinliik bir siire i¢inde
oldiirdiiglinii bildirmislerdir. Herrero vd. (2017),
kiirleme siiresinin jambonda T. gondii {izerine
etkisini incelemisler, kiirlemenin 12 aydan daha
uzun uygulanmasinin daha giivenilir oldugunu
raporlamislardir.

Gama  1gmlamasimim  inaktivasyon  etkisi,
uygulanacak 1gin dozuna, parazitin tiiriine, gelisim
asamalarma ve uygulanan gida driiniine baglh
olarak farklilik gosterir. Gama 1sinlama igin
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minimum etkili dozun, Anisakis disindaki balik
parazitleri i¢in >0,1-0,5 kilogray (10 kGy) ve et
kaynakli parazitler i¢in >0,4-6,5 kGy araliginda
oldugu belirtilmistir (Franssen vd., 2019). Ercole
vd. (2021), yaban domuz etinde 0,32-0,41 kGy'lik
bir dozun, Trichinella spp.’nin hem larva hem
erigkin formlarinin gelisimini engellemede etkili
oldugunu gostermistir.

6.2. Taze ¢ig iiriinlerde parazit inaktivasyonu

Hayvansal gidalara wuygulanan 1sil  islem,
marinasyon, dumanlama vb. muhafaza metotlar
taze olarak tiiketilen salata, sebze ve meyveler gibi
gidalara uygulanamadigindan bu tip gidalardan
parazitlerin uzaklastirilmas1 daha zor olmaktadir
(Gérard vd., 2019). Isinlamanin yiiksek dozlarda
kullanilmasi ise taze iirlinlerin kimyasal yapisina
ve dokusuna zarar vermekte bu nedenle daha diisiik
dozlarda 1sinlama kullanilmaktadir. Taze marul ve
1spanakta gida kaynakli patojenlerin kontrolii ve raf
omriiniin uzatilmasi i¢in 4 kGy'yi agmayan bir doza
izin verilmektedir (FDA, 2012). Lacombe vd.
(2017), yaban mersinlerinde diisiik doz 1s1nlamanin
T. gondii tizerine etkisini incelemisler, 0,2 kGy
isinlama  dozunun ookistleri 6nemli OSlglide
azalttigini, lirliniin yapisina ise zarar vermedigini
bildirmislerdir.

Taze iriinlerin (sebze-meyve) temizlenmesinde en
Oonemli yontem yikanmalaridir. Taze iirlinlerden
bakterilerin yikama yoluyla uzaklastirilmasina dair
aragtirmalar olmasina ragmen parazitlerin taze
iriin ylizeylerinden yikama prosedirleri ile
uzaklastirilmasma iliskin aragtirmalar  biiyiik
Olciide eksiktir. Bir¢ok parazitin bulagsma asamalar1
(yumurta, larva ve erigkin) “yapigskandir” ve bu
nedenle ortamdan kaldirilmalar1 bakterilerden daha
zor olabilir. Taze {iriinlerin yiizeylerinin ¢esitli
ozelliklerinden (catlaklar, yariklar, hidrofobik
egilim, doku vb.) dolay1, yapisan parazitler yikama
islemleri ile giderilemeyebilir (Gérard vd.,2019).
Ornegin  Cryptosporidium ookistlerinin  elma
ylizeyinden uzaklagtirllmasi  arastirilmis  ve
uygulanan yikama yontemlerinden higbirinin, elma
kabugundaki tiim ookistleri uzaklastirmadigi
goriilmiistir (Macarisin vd., 2010). Kubina vd.
(2023), Cryptosporidium  ookistlerinin  bitki
biiylimesi sirasinda kuzu marulunun yapraklarinda
hasat zamanina kadar canli kaldigini, hasattan
sonra uygulanan yikama isleminin yiizey
yapraklarina asilanan parazitlerin
uzaklastirilmasinda etkili olmadigini
bildirmiglerdir. Ayni ¢alismada yikama suyuna
dezenfektan amacli katilan klorun oositler tizerinde
etki gostermedigi de belirtilmistir.

Gida endiistrisinde yikama suyunun bakteriyolojik
kalitesini korumak amaciyla c¢esitli dezenfektan

maddeler kullanilmaktadir. Bu amagla en yaygin
kullanilan klorun ookistler {izerinde etkisinin
olmamasi dikkat ¢gekmektedir. Gida isletmelerinde
yikama sulari aritma sisteminden gecerek yeniden
kullanilabilmektedir. Ancak yikama tanklarinin
ookistlerle kontaminasyonu durumunda yikanan
riinlerin ¢apraz kontaminasyona ugramasi sOz
konusu olabilmektedir. Kimyasal ajanlarin (klor,
klor dioksit, elektrolize su, 0zon ve organik asitler)
parazitlerin tiim yasam evrelerinin yok edilmesinde
etkili olmadig1 ve bunlarla ilgili yeterli ¢aligmalarin
bulunmadig bildirilmistir (Gérard, 2019).

7. Sonug

Gida kaynakli parazitler karmagsik yasam
dongiileri, farkli bulagsma yollar1 ve bazilarinin
olusturdugu hastaliklarin kulugka siiresinin uzun
olmasina bagl olarak kronik seyir gdstermesi gibi
nedenlerle bakteriyel ve viral hastaliklar kadar 6n
plana c¢ikmamaktadir. Ancak iilkelerin sosyo-
ekonomik durumlari, uluslararasi gida ticaretinin
artmasi, turistik seyahatlerle birlikte seyahat edilen
iilkelerdeki farkli yemek kiiltiirlerine (egzotik
gidalar gibi) ilginin artmasi, iklim degisiklikleri,
go¢, niifus artist gibi faktorler paraziter
hastaliklarin yayilimint artirmig, bu nedenle de
parazitler yeniden 6nem kazanmistir. Gidalar ve
sular, bakteriler ve viriislerde oldugu gibi parazitler
icin de bulasmada 6nemli bir kaynak oldugundan,
gida gilivenligi ve dolayisiyla halk saghigr ve
hayvan saglig1 acisindan 6nemlidir.

Ciftlikten/ tarladan/ golden/ tathi sulardan/
denizden c¢atala kadarki tiim siireglerde risk
analizlerinin belirlenmesi, kontrol programlarinin
olusturulmasi, gida ve hayvanlardaki zoonozlarin
izlenmesi, bildirilmesi, kayit altina alinmasi ve bu
sistemin  surdiiriilebilirligi  6nemlidir. Gida
kaynakli parazitlerle ilgili literatiir incelendiginde
yaymlanan birgok makalede, kiiresel olarak
ozellikle de risk altindaki iilkelerde bu paraziter
hastaliklarin yayginlhiginin tespit edilebilmesi i¢in
“Tek Saglik” yaklasiminin benimsenmesinin
onemli oldugu, riskleri takip etme, arastirma,
kontrol etme ve Onleme konusunda yatirimlarin
yapilmast ve yapilmis yatirimlarin  devam
ettirilmesinin gerekliligi savunulmalidir.

Mezbaha disinda kontrolsiiz hayvan kesimlerinin
yapilmamasi, mezbahalarda karkas
muayenelerinin dikkatli ve kapsamli yapilmasi,
lezyonlu i¢ organlarin basibos hayvanlara
verilmeden dogru sekilde imha edilerek paraziter
etkenlerin dongiisiiniin engellenmesi igin ¢ok
Oonemlidir. Bunula  birlikte iyi  tarim
uygulamalarinda yesil yaprakli sebzelerin ve
meyvelerin birincil iretimi sirasinda olabilecek
tehlikelerin  Ongoriilebilmesi, Onlenebilmesi ve
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biling olusturulmasi icin yetistiricilerin egitilmesi
de Oonem arz etmektedir. Ayrica gida kaynakli
parazitlerin gelisiminin 6nlenmesi i¢in ¢iftliklerde
ve gida isletmelerinde giivenilir su kaynaklarinin
saglanmasi, gida zincirinin son asamasi olan gida
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GIDA VE YEM BILIiMi-TEKNOLOJiSi DERGISI
ETIK KURALLARI ve INTIHAL KONTROLU

Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi, Yayin Etigi Komitesi [Committee on Publication Ethics (COPE)] tarafindan
hazirlanan yonerge (The COPE Code of Conduct for Journal Editors) hiikiimlerine uymay1 kabul ve taahhiit etmistir.

Dergi tarafindan kabul edilen etik gérev ve sorumluluklar Committee on Publication Ethics (COPE) ve Council of
Science Editors (CSE) tarafindan yayinlanan rehberler ve politikalar dikkate alinarak hazirlanmistir.

A- EDITORLER ve YAYIN KURULUNUN UYMASI GEREKEN ETiK KURALLAR

Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi’nin Editoérler Kurulu, acik erisim olarak Committee on Publication Ethics
(COPE) tarafindan yayinlanan "COPE Code of Conduct and Best Practice Guidelines for Journal Editors" ve "COPE
Best Practice Guidelines for Journal Editors" rehberleri temelinde belirtilen tiim etik gérev ve sorumluluklara bagh
kalmay1 taahhiit eder.

1-Editorler, dergide basilan tiim makalelerden sorumlu olup derginin niteliginin iyilestirilmesine katki yapmakla
yiikiimlidiirler.

2-Editorler, okuyuculardan gelen geri bildirimleri dikkate almak ve geri bildirim vermekle yiikiimliidiirler.

3- Editorler, dergiye gonderilen calismalarin 6nemi, 6zgiin degeri, gecerliligi, anlatimin agiklig1 ve derginin amag ve
hedeflerine uygunlugu bakimindan degerlendirerek olumlu ya da olumsuz karar vermelidirler.

4-Editorler, dergiye gonderilen ¢aligmalari; yazarlarin sosyal, kiiltiirel, ekonomik 6zellikleri ile dini inanglar1 goz 6niine
almmmaksizin, sadece entelektiiel degerleri ¢ercevesinde degerlendirilmelidir.

5-Editorler ve Yayin Kurulu, dergiye yaymlanmak iizere gonderilen ¢alismalarin, 3 hafta icerisinde degerlendirmeye
alip almayacaklarina karar vermeli ve bunu yazara bildirmelidirler.

6-Editorler ve Yayin Kurulu, makaleyi ilk inceleme sonucunda red etme kararina varirsa yazarlara bunun nedenini agik
bir sekilde bildirmekle yiikiimliidiirler.

7-Dergiye gonderilen ¢aligmalar editorler tarafindan dncelikle intihal ihtimaline karsi raporlarin olup olmadigi kontrol
edilmelidir. Bu asamada intihal raporu olmayan calismalar ve intihal ihtimali olan ¢aligmalar, editorler tarafindan

reddedilir.
8-Editorler ve Yaym Kurulu Uyeleri Dergiye gonderilen makaleleri hakemler disinda hi¢ kimseye ifsa etmemelidirler.

9-Editorler, dergiye gonderilen c¢alismalarin kabulii i¢in yazarlara dergideki herhangi bir makaleye veya bagka bir
caligmaya atif yapmasi konusunda telkinde bulunmamalidir.

10-Editorler, makaleleri ayni disiplindeki konu uzmanliklarina uygun olan hakemlere gondermelidirler.

11- Yaym Kurulu, yazarlarla, yazarlarin kurumlari ya da yazarlarin bir veya daha fazla ilgi alamn ile ilgili herhangi bir
cikar catigmasi/cakigsmasi yasama durumundaysa, gorevlendirilen editdre bilgi vermeli ve degerlendirme siirecinden
cekilmelerini istemelidirler.

12-Editorler, hakemleri tarafsiz, bilimsel ve nesnel bir dille calismay1 degerlendirmeleri i¢in tesvik etmelidirler.

13-Editorler, makaleleri objektif degerlendiren, hakemlik siirecini zamaninda yerine getiren, makaleyi yapici
elestirilerle degerlendiren ve etik kurallara uygun davranan bilim insanlarinin olmasina 6zen gostermelidirler.

14-Editorler, yayin kurulu ve hakemler kurulu iiyelerini, uzmanlik alanlarina uygun, katki saglayabilir ve uygun nitelikte
belirleyerek kurullara derginin yayin politikalar1 konusunda bilgi vermekle yiikiimlidiir.

B-YAZARLARIN UYMASI GEREKEN ETiK KURALLAR

Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi yayin etigi agisindan, COPE (Committee on Publication Ethics) tarafindan
kabul edilen kriterlere uymayi taahhiit eder.

1-Eserlerin tiim sorumlulugu yazarlarina aittir. Eserler, bilim etigi ilkelerine uygun olarak hazirlanmali, Etik Kurul
Raporu gerektiren durumlarda bir kopyas1 eklenmelidir.

Asagidaki arastirma konulari ile ilgili Etik Kurul Raporu bilgileri (kurul adi, tarih ve say1 no) yontem boliimiinde ve
ayrica makale son sayfasinda ek olarak verilmelidir.

v Anket, miilakat, odak grup calismasi, gézlem, deney, goriisme teknikleri kullanilarak katilimcilardan veri
toplanmasini gerektiren nitel ya da nicel yaklasimlarla yiiriitiilen her tiirlii arastirmalar.
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Insan ve hayvanlarin (materyal/veriler dahil) deneysel ya da diger bilimsel amaglarla kullanilmast,
Insanlar iizerinde yapilan klinik aragtirmalar,
Hayvanlar {izerinde yapilan aragtirmalar,

Kisisel verilerin korunmasi kanunu geregince retrospektif caligmalar.

D N N N NN

Ayrica, kullanilan fikir ve sanat eserleri i¢in telif haklar1 diizenlemelerine riayet edilmeli, bagkalarina ait dlcek,
anket, fotograflarin kullanimi i¢in sahiplerinden izin alinmasi.

2-Yayimlanmasi istenilen eserlerin herhangi bir yerde yayimlanmamig veya yayimlanmak iizere herhangi bir dergiye
gonderilmemis olmasi zorunludur.

3-Ancak; yurtici veya yurtdist kongrelerde sunularak yalnizca 6zeti yayimlanmis makaleler yayima kabul edilmektedir.

4-Dergiye yayimlanmak iizere gonderilen eserlerle birlikte Telif Hakki Devir S6zlesmesi de tiim yazarlarca imzalanarak,
makale ile birlikte gonderilmelidir.

5-Dergi, COPE hiikiimleri dogrultusunda, hakemlerin ve yazarlarin kimliklerinin birbirinden gizlendigi double blind
peer review (Cift Kor) hakem degerlendirmesi sistemini kullanmaktadir

6-Yayin siirecinde, dergi ile yazismalar1 yapan kisi/kisiler “Sorumlu Yazar” olarak kabul edilir. Yazismalarin diger
yazarlarla paylasilmasi, gerekli islemlerin zamaninda ve dogru olarak yapilmasi “Sorumlu Yazar’a aittir. “Sorumlu
Yazar” makalenin ilk ismi olmak zorunda degildir.

7-Degerlendirme siireci baglamis bir ¢alismada yazar ekleme, yazar sirasi degistirme ve yazar g¢ikartma gibi 6zel
durumlar “Sorumlu Yazar” inisiyatifindedir.

8-Son Kontrol Listesi sadece sorumlu yazar tarafindan imzalanarak makale ile birlikte gonderilmelidir.

9-Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi yayimlanmak tizere gonderilen makaleler, hakem siireci baslatildiktan sonra
geri cekilemez.

10-Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi intihal ve Duplicate 6niine gegmek iizere sorumlu yazarlardan intihal
raporu talep edilir.

11-Benzerlik oran1 kaynakga hari¢ en fazla %20-30 olmalidir.

12-Yazarlar, yaymlanmak {izere gonderilen tiim ¢aligmalarin potansiyel ¢ikar catigmasi teskil edebilecek durumlari ve
caligmalart destekleyen kuruluslari makalenin son kisminda beyan etmekle yiikiimlidiirler.

13-Ayrica, ¢alisma lisansiistii tezlerden tiretilmis ise ve ¢aligmaya katkisi igin tesekkiir edilecek kisi veya kurumlar varsa
bu gibi durumlarin da makalenin son kisminda belirtilmesi gerekmektedir.

C-HAKEMLERIN UYMASI GEREKEN ETiK KURALLAR

1-Hakemler, Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi’ne gonderilen bir ¢alisma kendi uzmanlik alaninda degilse,
makale konusu hakkinda yeterli bilgiye sahip degilse ya da zamaninda bir degerlendirme yapamayacak durumda ise,
editorii bu durumdan haberdar ederek degerlendirme gorevinden ayrilmalidir.

2-Hakemler, yazari ile aralarinda rekabet, is birligi veya bagka tiirlii iliski ya da baglantilar bulundugunu tespit ettigi
caligmalart kesinlikle degerlendirmemelidir.

3-Hakemler, gizlilik ilkesine riayet ederek degerlendirmesini yapmali, caligmayi tigiincii kisilerle paylasmamalidir.

4-Hakemler, inceleme siirecinde elde etmis oldugu ayricalikli bilgi ve fikirleri gizli tutmali ve kisisel ¢ikari i¢in
kullanmamalidir.

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

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

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

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

Derleme makalelerde, en az %75’1 son 10 yila ait olmak tizere en az 50 kaynak olmahdir.

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

»  Givenilirlilik ve kalite

Isleme teknolojileri

Analiz yontemleri
Biyogiivenlik ve biyoteknoloji
Sosyo-ekonomik arastirmalar

Mevzuatlar

YV V V V V VY

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

"Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi" dergisine gonderilmis ve makalenin tamami ya da bir boliimiiniin herhangi bir dilde
daha 6nceden yaymlanmamis (tezler ve kongre sunu 6zetleri harig) baska bir dergiye basim i¢in génderilmemis olmasi gerekir.
“Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi” dergisinde yaymlanmis olan bir makale baska bir yerde yaymlanamaz.

“Etik Kurul izin Belgesi’nin kullan1ldig1 arastirmalarda bu belgelerin makaleye eklenmesi gerekir.

Yayimlanmast i¢in "Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi" dergisine génderilen makalede herhangi bir kurum ya da kurulugtan
dogrudan ya da dolayli alinan destegin makale iginde ilk sayfa dipnot veya tesekkiir baglig1 altinda belirtilmesi tiimiiyle yazarlarin
sorumlulugundadir.

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

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

MAKALE GONDERIMi

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

Makaledeki bilgilerin dogrulugunun sorumlulugu yazar(lar)a aittir.
Yazigsma Adresi: e-posta: bursagida@tarimorman.gov.tr; dergi.bursagida@gmail.com

Yazar isterse, makaleyi degerlendirmek iizere “Son Kontrol Listesi Formu (BGA-FR-103)”nda ilgili béliime {i¢ isme kadar
hakem oOnerebilir. Editér ve Yayin Kurulu, hakemleri segme hakkini korur.

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

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

Hakemler “Hakem Degerlendirme Formu (BGA-FR-102)”nu doldurarak makale ile ilgili degerlendirmelerini editére
iletirler. Hakemlerin ve yazarlarin isimleri gizli tutulur ve raporlar bes y1l siireyle saklanir. Hakem raporlarindan ikisi olumlu, digeri
olumsuz oldugu takdirde, yaz1 yayimlanir. Olumsuz goriis bildiren hakeme durum hakkinda bilgi verilir. Yazarlar, hakemlerin goriis
ve Onerileri dogrultusunda diizeltmeleri yaparlar. Editér ve Yayin Kurulu gerektigi durumlarda yazilarin yazim sekli iizerinde
degisiklik yapabilir. Makalesi kabul edilen yazarlara “Makale Kabul Yazisi (BGA-FR-110)” bu makalede degerlendirme yapan
hakemlere de “Hakem Makale Tesekkiir Yazisi (BGA-FR-115) gonderilir.
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Biitiin makaleler ile birlikte "Telif Devir Hakki Formu (BGA-FR-104)” ile "Son Kontrol Listesi (BGA-FR-103)" de
gonderilmelidir.

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

“Telif Devir Hakki Formu (BGA-FR-104)"nun imzalanmasi ile yazar, makalenin "Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi"
dergisinde basilmasi ve web sayfasinda yayinlamasina ilaveten makalenin tamami1 ya da bir kisminin yasal olarak ¢ogaltilmasi,
yeniden basilmasi ve dagitilmasi hakkini Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii'ne devrederek, kendi
haklarindan feragat etmektedir.

MAKALENIN HAZIRLANMASI

Dergiye basvuru sirasinda gonderilecek makale, Microsoft Word yazilimiyla, A4 boyutundaki kagidin tek yiiziine Times
New Roman yazi tipi, 12 punto ve 2 satir aralikla iki yana yaslanmig olarak yazilmali; kenar bosluklari, her bir kenardan 2,5 cm
olmalidir. Sayfada golgelendirme ve gerceve vb. uygulamalar yapilmamalidir. Makale igerigi dil bilgisi kurallarina 6zen gosterilerek
akici ve anlagilir bir sekilde yazilmalidir. Arastirma ve derleme makaleleri, ¢izelge ve sekiller dahil toplam 22 sayfayr gegmemelidir.
Editor ve yayin kurulu, makalenin kisaltilmasini isteyebilir. Ayr1 kapak sayfas1 disindaki tiim sayfalar numaralandirilmali, ancak
metin i¢inde belirli bir sayfa numarasina atif olmamalidir.

Makale: Baslik, Ingilizce Baslik, Yazar Isimleri ve Adresleri ve ORCID ID, Ozet, Tiirkge Anahtar Kelimeler, Abstract,
Keywords, Ana Metin (Girig, Materyal ve Yontem, Tartisma ve Sonug), Tesekkiir (gerekiyorsa) ve Kaynaklar ana bagliklar1 altinda
hazirlanmalidir. Kisaltmalar metin igerisinde tanimlanmalidir. Calisma icerisinde gegcen mikroorganizma isimleri ile Latince ifade
ve isimler italik olarak yazilmali ve kisaltmalarda uluslararasi yazim kurallari g6z éniinde bulundurulmalidir. ingilizce hazirlanacak
makalelerde ana metin kisimlar1 ayni basliklardan olusmalidir.

Bashk: Makale bashigi metne uygun kisa ve acik, Ingilizce ve Tiirkce, sadece ilk harfi biiyiik, 12 punto, koyu ve sayfaya
ortalanmis olmalidir. Diger bagliklarda sola dayali olarak yazilmali ve sadece ilk kelimenin ilk harfi biiyiik yazilmalidir.

Yazar Isimleri: Eserin yazar ya da yazarlarmim adi ve soyadi basligin hemen altinda bir satir bosluktan sonra, unvan
belirtilmeden, 10 punto, yazarimn isim ve soyadi bas harfleri bilyiik ve kelime koyu yazilmalidir. Unvan ve bagl olduklart kurumlar
yazar isimlerinin altinda italik ve 8 punto olarak yazilmalidir.

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

Anahtar Kelimeler/Keywords: Ozetlerin altma eser metnini ifade edebilecek en az 2 en gok 7 adet anahtar kelime
belirtilmelidir.

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

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

Cizelge basliklar ¢izelgenin iistline, sekil bagliklar1 ise seklin altina yazilmali ve sirayla numaralandirilmalidir. Kullanilan
cizelge ve sekillere metin i¢inde atif mutlaka yapilmalidir. Metin iginde gecen veriler gizelge ve sekillerin tekrari olmamalidir.
Cizelge ve sekillerin basliklart icerikleriyle uyumlu ve anlasilabilir olmalidir. Sekiller ve resimlerin yiiksek ¢oziiniirliikte olmasina
dikkat edilmelidir. Resimler (ve gerekiyorsa sekiller) *.jpg formatinda metin igerisinde yer almalidir. Cizelge ve sekillerde verilecek
dipnotlar ¢izelge ve sekillerin altina 8 punto ve italik olarak yazilmaldir. Tercihe bagh olarak Tiirk¢e aragtirma makalelerinde
cizelge/sekil bash@i ve varsa tiim dipnotlar cizelgede/sekilde yer alan Tiirkce kelimelerin Ingilizcesi de italik olarak yazilmalidir.

Metin i¢inde gecen kaynak bildirimleri ve Kaynaklar kismi APA yazim stili kullanilarak hazirlanmahidir. Kaynaklarin
yaziminda asagidaki 6rnek yazim bigimleri kullanilmali ve makalelerin yayinlandigr dergi isimleri kisaltma kullanilmadan ve italik
olarak yazilmalidir. Web adreslerine atif yapilacaginda (miimkiin oldugunca Resmi web sayfalarina atif yapilmalidir) mutlaka ilgili
web adresine erigim tarihi verilmelidir.

KAYNAKLAR:

Metin iginde yazar veya yazarlara yapilan atif
Tek yazar:

Vurarak (2021) ’a gore

(Vurarak, 2021).

iki yazarh:

Ciniviz ve Yilmaz Ersan (2021)’a gore
(Ciniviz ve Yilmaz Ersan, 2021)
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Uc ve daha fazla yazarh metinlerde, sadece ilk yazarm adi kullamhp sonrasinda “vd.” ifadesi kullanilr:

Harris vd. (2001) ifade ettigi iizere (...)

Harris vd. (2001)’ne gore (...)

(Harris vd., 2001)

Yazar bir organizasyon veya hiikiimet kurumu ise,

ilk atifta oldugu gibi atif yapilir; eger ¢ok bilinen bir kurum ise, sonraki kullanimlarda kisaltmast tercih edilir:

Ilk atif: Association of Official Analytical Collaboration International’a (2021) gére

Ikinci atif: AOAC’a (2021) gore

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

Ikinci atif: (AOAC, 2021)

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

(Ciniviz ve Yilmaz Ersan, 2021; Hamzaoglu vd., 2021; Vurarak, 2021).

Ayni soyisme sahip yazarlarda, karisiklig1 6nlemek i¢in ismin ilk harfi de kullanilir:

(E. Kural, 2010; L. Kural, 1999)

Aym yazarin aym y1l yayimlanan iki veya daha fazla eserine atif yapiliyorsa; yildan sonra (a, b, ¢) harfleri kullanihr:
Rice (2017a)’nin ¢aligmasina gore

Rice (2017b)’nin ¢alismasina gére

Dipnotlar ve sonnotlar:

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

Onemli not:

APA atif ve kaynakcada “and” yerine “&” kullanilmasini 6nermektedir. Ancak Tiirkcede “&” sembolii “ve” yerine
kullanilmadigindan, Tiirkce olarak yazilan metinlerde atif yaparken ve kaynakga yazarken “&” sembolii kullanilmamalidir. Ayrica,
ii¢ kisiden ¢ok yazarli metinlere atif yaparken APA “et al.” (Hamzaoglu et al., 2021) kullanilmasini dnermektedir. Ancak Tiirk¢e’de
“et al.” yerine “vd.” (Hamzaoglu vd., 2021) kullanmilmalidir. Makale ingilizce ise yerine gore“&” sembolii ve “and” kullaniimalidir.

Kaynak listesi:

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

Tek yazar:

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

iki yazar:

Ciniviz, M. ve Y1lmaz Ersan, L. (2021). Siit Uriinleri Tiiketiminin Kolorektal Kanser Uzerine Etkisi. Gida ve Yem Bilimi
Teknolojisi Dergisi, (25), 1-14. Retrieved from https://dergipark.org.tr/tr/pub/bursagida/issue/60450/885980

Ug ile yedi yazar arasi:

Hamzaoglu, M., Demir, S., Tosunoglu, H., Zengingoniil Gék¢ay, R. ve Deniz, A. (2021). QUEChERS -LC MS/MS
yonteminin ballarda bazi pestisit kalintilar1 igin metot validasyonu. Gida ve Yem Bilimi Teknolojisi Dergisi, (25), 48-56. Retrieved
from https://dergipark.org.tr/tr/pub/bursagida/issue/60450/886069

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

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

Organizasyonun yazar oldugu durumlarda:
AOAC. (2021).
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Aym yazarin iki ve daha fazla calismasi kullanilmigsa; kaynaklar tarih sirasina gore dizilmelidir:

Cetin, T. (2019).

Cetin, T. (2020).

Eger yazar bir calismada tek yazar ve baska cahismada ortak yazar ise, once tek yazarh olan calisma listelenmelidir:

I¢, E. (2000). Hiyar tursusu salamurasinda kalsiyum kloriir kullanarak tuz konsantrasyonunun azaltilma olanag1 iizerine
arastirma. Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Doktora Tezi-117 s. Ankara.

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

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

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

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

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

Bir yazarin aym y1l yayimlanmus iki veya daha fazla cahsmasi varsa, (a, b, c¢) gibi harfler kullanihr:

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

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

Kitap: yazan birden fazla olan ya da bilinmeyen durumlarda:

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

Kongre bildiri veya poster:

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

Makale:

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

Internet Kaynag:

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