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MAKALE BIiLGisi OZET

Gelis tarihi: 17 Ocak 2020 Gida imalathanelerinde kullanilan firgalarin neredeyse tamami piyasada
ﬁzgzlltz'rriﬁr_'?;wﬁfgggéz 020 yagl boya fircasi olarak satilan kil firgalar olup, bunlarin iiretiminde ¢ogun-
lukla domuz kil kullanilmaktadir. Gida sektoriinde iireticilerin dnemli bir
kismi tarafindan bilingsizce kullanilan bu fir¢alarin killari, uygulama sira-
Anahtar Kelimeler: sinda kopmak suretiyle veya yiiksek sicaklikta eriyerek temas ettigi gidaya
Gida, yurnurta firgast, domuz kih, bulasabilmektedir. Bu sebeple, bu ¢aligmada gida imalathanelerinde yaygin
tiir tayini, real-time PCR ’
olarak kullanilan dogal kil fir¢alarin orijininin, giivenilir bir yontemle tespit
edilmesi amaglanmistir. Bu amagla gida imalathanelerinden ve piyasadan
toplanan kil firgalar, real-time PCR yoOntemi ile tiire spesifik primerler kul-
lanilarak analiz edilmis ve firca killarinin orijini tespit edilmistir. Sonugta
analiz edilen toplam 22 adet firga kili 6rneginin %90’ min (20 tanesinin) do-
muz kilindan iiretildigi tespit edilmistir. Arastirma sonuglarinin, helal gida
titkketimi konusunda hassasiyeti bulunan tiiketicilerin bilinglenmesi ve kil fir-
calarm kullanildig1 gidalara yonelik helal sertifikasyon ¢alismalarinda metot
konusundaki ihtiyacin karsilanmasina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

ABSTRACT

Almost all of the brushes used by food producers are pastry brushes which
are known as paint brushes, and in their production, generally pig hair is
used as natural bristles. The bristles of brushes which are unconsciously
used by a significant proportion of the food manufacturer in the food indus-
try may contaminate the food products by breaking away or melting at high
temperatures during the processing. Therefore, in this study, it is aimed to
determine clearly the origin of natural brushes that commonly used by food
producers, using a reliable analytical method. For this purpose, the origin
of the shaft of the brushes that collected from the food producers and paint
market was determined by using real-time PCR method with a species-spe-
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ij,;” o;asstry brush, pig hair, cific primers. In the results, it was found that 20 brush samples in a total of
species identification, 22 samples analyzed were produced from pig hair. In the results, it was
real-time PCR thought that the findings of this study will contribute to the awareness of

consumers who are sensitive about halal food consumption and to meet the
need for the method in halal certification processes of the foods that contact
with pastry brushes.
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1. Giris

Gida sanayiinde basta pastacilik olmak
iizere bazi firin iiriinlerinde kullanilan fir-
calar, plastik, silikon ve dogal lif/iplik veya
hayvan killarindan iretilmektedir. Plastik
ve silikon fircalarin kopmaya ve pargalan-
maya kars1 daha dayanikli ve kolay yikana-
bilir olduklar1 bilinmekle beraber bu fir¢a-
larin irtinii zedeledigi ve bazi iiretim hata-
laria neden oldugu gerekcesiyle pastacilik
iirlinlerinde ¢ok fazla istenmedigi profes-
yonel asgilar tarafindan belirtilmektedir.
Ayrica, plastik veya silikon fir¢alarin sag-
lam ve kolay temizlenebilir olmalarina rag-
men Urilin Gizerinde iz birakmasi, siiriilen si-
viy1 tutmasi ve topaklagmaya neden olmasi
gibi sebeplerden otiirii daha diizgiin ve esit
yayilma sagladig1 gerekcgesiyle kil firgalar,
profesyonel ascilik sektoriinde daha ¢ok
tercih edilmektedir. Yine son yillarda sag-
lik lizerinde bazi olumsuz etkileri oldugu
bilinen BPA (Bisfenol A) gibi zararl bile-
sikler endigesiyle de pastacilik sektoriinde,
plastik fircalardan ziyade kil fircalara
dogru bir yonelim oldugu goriilmektedir
(Anonim, 2018a; b).

Piyasada yumurta ya da mutfak fir¢cast adi
ile satilan firgalar, unlu mamuller sekto-
riinde, sos, yumurta, yag, yogurt vb. malze-
melerin, hamur iizerine siiriilmesi amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amaca
yonelik olarak {iretilen baz firgalar, sente-
tik veya silikon kokenli malzemelerden de
yapilabilmektedir, ancak bunlar, sicak yii-
zeylerle temas ettiginde c¢ok cabuk eri-
mekte veya deforme olarak kullanilmaz
hale gelebilmektedir. Bu nedenle sicak yii-
zeylerle ilgili iiretimlerde daha dayanikli
olan dogal kil fircalar sektorde tercih edil-
mektedir (Anonim, 2015). Diger taraftan
bu fircalar, siiriilen malzemeyi daha iyi tut-
mas1 nedeniyle de avantaj saglamaktadir.
Gida sektoriinde, yagli boya fircasi olarak
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da kullanilan kil fircalar, daha ucuz olma-
lar1 ve kolay bulunabilmeleri gibi neden-
lerle daha ¢ok tercih edilmektedir. Ancak
bu fircalar, domuz, keci, at ve porsuk gibi
hayvanlarin killarindan {iretilmekte olup,
bunlardan 6zellikle domuz kilindan yapil-
mis olanlarin daha da yaygin olarak kulla-
nildig1 belirtilmektedir (Karaman, 2010;
Anonim, 2013a).

Tirk Gida Kodeksi, Gida ile Temas Eden
Madde ve Malzemeler Tebligi’ne gore kul-
lanimina izin verilmeyen bu fir¢alarin, gida
imalathanelerinde kullanildigina dair ha-
berler sik sik basinda yer almakta ve bu du-
rum Ozellikle dini hassasiyetleri olan tiike-
ticilerde asir1 derecede rahatsizlik olustur-
maktadir (Anonim, 2011). Islam inancina
gore bir gidanin helal sayilabilmesi igin
yalnizca iceriginin degil ayn1 zamanda te-
mas ettigi madde ve malzemelerin de helal
olmasi gerekmektedir (Okur, 2009). Bu iti-
barla, domuz kilindan yapilmis fir¢alarin,
gidalarla temasi siiriilmesinin, dini agidan
sakincali bulunmaktadir (Anonim, 2013b).
Diger taraftan firca killar1, yalnizca gida ile
temas etmekle kalmayip zaman zaman uy-
gulama sirasinda koparak veya yliksek si-
caklikta eriyerek gidaya da bulasabilmek-
tedir. Dolaysiyla bu gidalar helal tiiketim
hassasiyeti olan tiiketiciler tarafindan tiike-
tilmemektedir.

Genellikle insaat sektorii i¢in {iretilmis
olan boya fir¢alarinin etiketinde domuz ki-
lindan imal edildigi yazmadigi i¢in bunlar,
gida sektoriinde de bilingsizce kullanmak-
tadirlar. Konu hakkinda daha 6nce yapil-
mis bilimsel ¢alismalarin veya somut veri-
lerin bulunmayis1 nedeniyle de bu firga-
larla ilgili yapilan haberler spekiilasyondan
oteye gitmemektedir (Eken, 2014). Bu se-
beple, hazirdaki ¢aligmada gida sektdriinde
yaygin olarak kullanilan kil fir¢alarin oriji-
ninin tespit edilmesi amacglanmistir. Bu
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amacla gida imalathaneleri ve piyasadan
toplanan dogal kil firgalar DNA’ya dayali
real-time PCR yontemi ile analiz edilmis
ve firga killarinin orijini tespit edilmistir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada, gida iiretim yerlerinden top-
lanan 10 adet kil firca ile boya malzemeleri
satis yerlerinden kestirme firgas1 adi ile sa-
tilan ve gida sektoriinde kullanildigr bili-
nen 12 adet yagl boya fir¢as1 olmak iizere
toplam 22 fir¢a 6rnegi analiz edilmistir.

2.1. Orneklerin Hazirlanmas1 ve DNA
Izolasyonu

Analiz edilecek fir¢ca drneklerinden yakla-
stk 1 g kal tartilip, s1v1 azot ve doku parga-
layic1 (Tissuelyser, Retsch Almanya) yar-
dimiyla toz haline getirilmistir. Bu 6rnek-
lerden 50-100 mg alinarak 6nce 500 pl
%70’lik etanol ve daha sonra 500 pul deiyo-
nize su ile 6n yikama islemine tabi tutul-
mustur. DNA izolasyonu i¢in Ghatak vd.,
(2013)’mn kildan DNA izolasyon metodu
modifiye edilerek kullanmilmistir. Bu
amagla On islemlerden gecirilmis 6rneklere
500 pl lizis tamponu (500 pl; 10 mM Tris-
HCIL, 10 mM EDTA, 50 mM NacCl, 20%
SDS, pH 7.5) 1M 40 pl Dithiothreitol
(DTT invitrogen USA), 15 ul Proteinaz K
(Qiagen, Almanya) eklenerek 4 saat 60°C
de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
fenol-kloroform-izoamilalkol (25:24:1) ve
kloroform-izoamilalkol (24:1) ile ekstrak-
siyon ve ardindan izopropanol ile ¢oktlirme
islemleri uygulanmistir. %70’lik etanol ile
yikanan DNA o6rnekleri kuruduktan sonra
50 pl TE buffer ile sulandirilmis ve absor-
banslar1 bir mikrohacim spektrofotometre
(Quawell Q5000, ABD) ile dlgiilerek kon-
santrasyonlar1 belirlenmistir.
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2.2. Real-Time PCR Analizi

Arastirma kapsaminda firca killarindan
izole edilen DNA’lar, real-time PCR Sybr
Green yontemi ile LightCyler 96 cihazi
kullanilarak analiz edilmistir. Real-time
PCR i¢in, 10 pl ticari Sybr Green reaksiyon
karisimi1 (Fast Green master mix Roche,
Almanya), 4 ul DNA, 0.15 pl ileri ve geri
primerler kullanilmig reaksiyon hacmi dis-
tile steril su ile 20 pl’ye tamamlanmustir.
Domuz tiirlerinin tespitinde mitokondrial
DNA’nin NADH dehidrogenaz subunit 5
(ND5) geni lizerinde 115 baz ciftlik (bg) bir
bolgeyi amplifiye eden domuz tiiriine spe-
sifik ileri (DF) (5-TACACTACCCTTAT-
CATAACAG-3’) ve geri (DR) (5°-
ATACTGGGATTATTGCTAATAG -3)
primerler kullanilmistir (Kesmen vd.,
2009). Pozitif kontrol olarak saf domuz
DNA’s1 (100ng/ul), negatif kontrol olarak
da steril distile su kullanilmistir. Real-time
PCR dongii protokolii; 95°C’de 10 dakika
ilk denatiirasyon basamaginin ardindan 35
dongii boyunca 95 °C’de 30 sn, 55°C’de 25
sn ve 72°C’de 40 sn sirastyla denatiirasyon,
yapisma ve uzama basamagi olarak ayar-
lanmigtir. PCR iirtinleri %1.5’lik agaroz
jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu arastirmada gida sanayinde ¢esitli
amaglarla yaygin olarak kullanilan firca-
lara ait killarin orijininin domuz orijinli
olup olmadigmin tespiti icin uygulanan
real-time PCR metodu ile 22 adet kil fir¢a
analiz edilmistir. Real-time PCR analizi so-
nucunda 20 adet firca Orneginin
18,92+0,078- 28,610,318 arasinda degi-
sen Ct (esik dongiisii) degerleri verdigi ve
bu orneklerin domuz DNA igerdigi tespit
edilmistir (Cizelge 1). Real-time PCR so-
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nuglar1 agaroz jel elektroforezi ile de dog-
rulanmis domuz DNA’sina ait 115 b¢’lik
PCR iiriinleri goriintiilenmistir.

Sa¢ killart adli genetikte kanit elde etmek
izere kullanilan 6nemli bir DNA kaynak-
lar1 arasindadir. Bununla birlikte, DNA'nin
bliyilk bir kismi kokte bulundugundan
kokii olmayan sa¢ killarinda, diisiik mik-
tarda DNA'nin korundugu bilinmektedir.
Dolaysiyla sa¢ killar1 adli analizlerde ge-
nellikle sorunlu 6rnekler olarak kabul edil-
mektedir. Bu nedenle, sag DNA'sinin tip-
lendirilmesinde, niikleer DNA analizi ye-
rine, her hiicrede yiiksek kopya sayisi bu-
lunan mitokondriyal DNA'ya ait genler
kullanilmaktadir (Pfeiffer vd., 2004; Alme-
dia vd., 2011). Bu calismada da firca or-
neklerinin analizinde mitokondrial DNA
(mtDNA) lizerinde bulunan tiirler arasi he-
terojenitesi yilksek ND5 geni hedef alin-
mistir (Kesmen vd. 2009). Koklii ve kok-
stiz kopmus kil 6rnekleri, adli tipta sug ma-
hallinden elde edilen 6nemli bir delil nite-
ligi tagimaktadir. Kil 6rneklerinin karakte-
rizasyonu amactyla yapilan bir ¢aligmada,
insan sagi ile birlikte kopek, kedi ve deniz
aslanina ait 1, 2 ve 3 cm uzunlugunda kok
icermeyen killardan DNA izole edilmis ve
mitokondriyal DNA’y1 hedef alan real-
time PCR yontemi ile analiz edilmistir. So-
nu¢ olarak her ne kadar kokten uzaklas-
tikca DNA verimi azalsa da amplifikasyon
icin yeterli miktarda DNA’nin elde edilebi-
lecegi bildirilmistir (Almeida vd., 2011).
Bu amacla yapilan baska bir ¢alismada ise,
kopek kaynakli koklii ve koksiiz kil 6rnek-
lerinden, hem niiklear ve hem de mito-
kondrial DNA’y1 hedef alan PCR i¢in ye-
terli miktarda DNA ekstrakte edildigi, an-
cak mtDNA D-loop bolgesi dizi analizinin
daha hassas sonuclar verdigi bildirilmistir
(Pfeiffer vd., 2004).
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Cizelge 1. Firga 6rneklerine ait real-time
PCR analiz sonuglari

Ornek Ct (ort+SD) Ornek Ct (ort+SD)
No No
F1 2348 £0,170 F13 27,14+0,757
F2 24,85+0,219 F14 19,30+0,127
F3 23,00+0,269 F15 24,96+0,403
F4 26,98+0,219 F16 23,54+0,099
F5 25,18+0,113 F17 24,01+0,629
F6 >35 F18 28,61+0,318
F7 24,69+0,636 F19 >35
F8 18,92+0,078 F20 22,27+0,407
F9 28,79+0,771 F21 21,84+0,612
F10 21,09+0,636 F22 20,24+0,078
F11 26,93+0,382 Pozitif | 17,10 £0,48
Kontrol*
F12 26,05+0,467 Negatif >35
Kontrol

*: Domuz DNA’s1 (100 ng), Ct: esik dongiisii
(cycle threshold), >35: Ct degeri tespit edilmedi,
ort: ortalama, SD: standart sapma

4. Sonug¢ ve Oneriler

Bu giine kadar yazil1 ve gorsel basinda gida
sektoriinde domuz kilindan tiretilmis firga-
larin kullanimina dair haberler yer alsa da
simdiye kadar bu slipheyi dogrulayacak
herhangi bir calismaya rastlanmamustir. Ik
kez bu ¢alisma kapsaminda, 10 tanesi gida
sektoriinde kullanilan ve geri kalan 12 ta-
nesi ise, boya malzemeleri satis yerlerinden
temin edilen toplam 22 adet firga 0rnegi
analiz edilmis ve bunlardan 20 adet firca
Orneginin yani yaklasik %90’inin domuz
kilindan imal edildigi tespit edilmistir.
Analiz edilen 6rnekler igerisinde gida islet-
melerinden temin edilen bir 6rnek (F6) ile
boya malzemeleri satan yerlerden temin
edilen bir 6rnekte (F19) domuz tiiriine ait
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DNA tespit edilmemistir.

Sonug olarak, gida sektdriinde yogun ola-
rak kullanilan kil fir¢alarin orijini iiretici ve
tiiketicilerin 6nemli bir kism1 tarafindan bi-
linmemektedir. Bu ¢calismada sinirlt sayida
numune analiz edilmis olmakla birlikte, {il-
kemizdeki bu yondeki mevcut uygulamay1
yansitmasi ve iireticilerin/tiikketicilerin me-
rakinin  giderilmesi bakimindan biiyiik
Onem tasimaktadir. Bu ¢alismada elde edi-
len sonuglarin, kil fircalarin orijini konu-
sunda bilimsel kanitlar olusturacagir ve
bdylece helal hassasiyeti tastyan tiiketiciler
acisindan s6z konusu fircalarin gida sekto-
riinde kullaniminin 6nlenmesine yonelik
toplumsal bir bilincin olusmasina katk1
saglayacagi diisiniilmektedir.
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