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Oz

Amag: Son yillarda insanlar beslenmelerine daha fazla dikkat etmekte, saglikli ve dengeli beslenmeye 6zen
gostermektedir. Kan kolesteroliiniin ve serum lipitlerinin yiikselmesi kalp-damar rahatsizliklar1 gibi 6nemli
saglik sorunlarindan biridir. Giiniimiizde hayvansal trtinlerin ve 6zellikle et tiriinleri tiiketiminin; kolesterolil
yiikselttigi hakkinda yazili ve gorsel basinda hatta bilimsel literatiirde bilgiler bulunmaktadir. Kirmizi etler
ozellikle esansiyel yag asitleri, demir, magnezyum, ¢inko gibi mineraller ve B,, vitamini bakimindan yeterli ve
dengeli beslenmek i¢in vazgecilmez gidalardir. Hipertansiyon, sigara ve alkol kullanimi, seker hastaligi, ileri
yas, stres ve diizensiz yasam, sismanlik, fiziksel aktivite azlig1 gibi birgok gida dis1 faktoriin aslinda kolesterolii
arttirict etkisi bulunmaktadir. Bu derlemede et {irlinleri tiiketiminin serum kolesterol diizeyi tizerine etkisi
tartisilmustir.

Anahtar Kelimeler: Kolesterol, Kirmiz1 Et, Beslenme

Abstract

Objective: In recent years, people pay more attention to their nutrition and pay attention to a healthy and
balanced diet. Elevated blood cholesterol and serum lipids are one of the major health problems such as
cardiovascular disorders. Today, the consumption of animal products and especially meat products; There is
information about increased cholesterol in written and visual media and even in scientific literature. Many non-
food factors such as hypertension, smoking and alcohol use, diabetes, advanced age, stress and irregular life,
obesity, and lack of physical activity actually have cholesterol-increasing effects. In this review, the effect of
consumption of meat products on serum cholesterol levels was discussed.

Keywords: Cholesterol, Red Meat and Nutrition

1.Giris

Insanlarin saghikli bir sekilde yasamlarini devam
ettirebilmeleri i¢in yeterli ve dengeli beslenmeleri

oldugu bilinmektedir. Kolesteroliin biyolojik degeri
ve beyin sagligi tizerindeki etkilerini inceleyen

gerekmektedir. Yeterli ve dengeli beslenmenin temel
parametrelerinden biri hayvansal kaynakli gidalar
tiketmektir. Kisilerin yeterli ve dengeli beslenme
gereklerini yerine getirebilmeleri; fizyolojik koken,
yas, metabolizma, fiziksel aktivite gibi unsurlara bagh
olarak yon degistirebilmektedir. Kisinin giinliik
almas1 gereken toplam protein miktarinin yarisini
bitkisel kaynakli gidalardan, diger yarisini hayvansal
kaynakli gidalardan temin etmesi, yeterli ve dengeli
beslenmenin temellerini olusturmaktadir (Baysal
2010, Baysal 2013, Baysal 2015).

Hayvansal gida kaynakli kolesteroliin diyetle birlikte
alinmasindan daha c¢ok kanda taginmasimin énemli

arastirmalar yag ve kolesterol seviyelerinin
yetersizligi ile hayat siiresinin ters korelasyonunun
oldugunu bildirmislerdir (Bjorkhem ve Meaney
2004).

Kolesteroliin insan saglig1 tizerindeki etkisi sadece
beyin ile siirli degildir. Yaglarin sindirimi ve yagda
¢oziinen vitaminlerin emilimini saglayan ve safra
kesesi tarafindan salgilanan safra tuzlari
kolesterolden firetilir. Dolayisiyla kan kolesterol
diizeyinin diisiik olmasi1 yaglarin sindirilme
kapasitesini azaltmaktadir. Neticede kolesterol insan
viicudu i¢in olduk¢a gereklidir (Xu ve ark. 2018,
Gluba-Brzozka ve ark. 2019).
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2. Kolesterol

Kolesterol insanlar i¢in vazge¢ilmez bir molekiildiir.
Cunkii hiicre zarinda akiskanligin saglanmasi,
kararlilik, butiinliik ve gegirgenlik gibi yapisal
fonksiyonlar diizenlemektedir. Kolesterol bir sinyal
molekiilii olarak hiicredeki fonksiyonel o6zelligi ile
birlikte safra asitleri, steroid hormonlar1 ve D vitamini
gibi diger onemli molekiillerin sentezlenmesi i¢in
oldukga gereklidir (Mendez-Acevedo ve ark. 2017).
Bunun yanisira kolesterol bagisiklik sisteminin
diizenlenmesine de katki saglamaktadir (Andersen
2018). Ornegin insan lenfositlerinin sitotoksik
islevlerini yerine getirmesi i¢in yeterli kolesterol
seviyesine ihtiyag vardir (Qrafli ve ark. 2014).

Tim hiicreler kolesterol homeostazini korumak igin
insan viicudundaki kolesterolii sentezleme, serbest
birakma ve kullanma yetenegine sahiptir. Bununla
birlikte hiicrelerin bazilar1 sinirh tiretim kapasiteleri
nedeniyle eksojen kolesterole ihtiyag duyan diger
hiicrelere kolesterolii liretmek i¢in uzmanlasmis
durumdadir. Normal sartlar altinda neredeyse
kolesteroltin %60°1 viicutta sentezlenirken (yaklasik
700 mg/giin) geri kalani viicuda diyetle birlikte alinir
(Leonive Caccia2015).

HO

Sekil 1. Kolesteroliin yapisi (Grouleff ve ark. 2015).

Sekil 1’de kolesteroliin kimyasal yapis1
goriilmektedir. Gliseroliin yag asidi esterleri olan
trigliseritler hayvanlarin yag depolarin1 ve diyet
yaginin lipit bilesenini temsil eder. Trigliseritler lipit
onciillerinin depolama formu olarak islev goriirler
(Tracey ve ark. 2018).

Lipoproteinler kolesterol ve lipitlerin taginmasinda
onemli birer aracidirlar. Ayrica enflamatuar yanitlarin
dizenlenmesinde kritik role sahiptirler.
Lipoproteinler; karacigerden hiicrelere ve
hiicrelerden karacigere kan yoluyla tasmmaktadir
(Jorissen ve ark. 2018; Weinstock-Guttman ve ark.
2011).

Plazma lipoproteinler bes ana sinifa ayrilir. Bunlar;
1. Silomikronlar,

2. Cok diistik yogunluklu (VLDL),

3. Ortayogunluklu (IDL),

4. Dustik yogunluklu (LDL)

5. Yiksek yogunluklu (HDL) lipoproteinlerdir
(Harvey veark.2014).

Silomikronlar en biiyiik lipoprotein olup, bagirsak
mukoza hiicreleri tarafindan tretilirler.
Silomikronlar, diyetle alian besinsel trigliseritler,
kolesterol ve kolesterol esterlerini periferik depo
bolgelerine tasimakta ve kandan hizli bir sekilde
temizlenmektedirler (Xu ve ark. 2018, Gluba-
Brzozkave ark.2019).

Cok dustk yogunluklu (VLDL) partikiilleri,
silomikronlarla yapisal olarak benzemektedirler.
VLDL karacigerde tiretilir ve trigliseritler vasitasiyla
kolesteroliin kullanilacagi depo bolgelerine
ulastirilirlar (Xu ve ark. 2018, Gluba-Brzozka ve ark.
2019).
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3. Kolesterol ve Saghk

Kolesterol daha ¢ok lipoproteinlerin kolesterolii
tasima bicimi ve kandaki kolesterol diizeyi ile
yakindan iligkilidir. Kan kolesterol diizeylerinin
yiiksek olusu ateroskleroz ve kalp hastaliklar1 basta
olmak tizere ¢agimiz insaninin 6nemli saglik
problemlerinden biri haline gelmektedir. Bu nedenle
kan kolesterol diizeyini belirli bir limitte tutmak veya
dengelemek bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasinin
ontine gegmektedir (Giirdol ve Ademoglu 2010).

Diusiik yogunluklu (LDL) partikiiller, aterosklerozla
dogrudan iligkili olan bir lipoproteindir. LDL’ler
kolesteroliin esas tasiyicilaridir (kolesteroliin
yaklasik %60-70°1). LDL’ler kolesteroliin
karacigerden dokulara taginmasinda gorev alirlar.
LDL kolesterol, damarlarin ytizeyini kaplayarak
besin maddelerinin ve oksijenin dokulara taginmasina
yardimci olur ve ayrica dokulardan atik maddelerin ve
karbondioksitin atilmasina engel olmaktadir (Millar
veark.2017).

HDL diizeylerinin diisiik olusu kardiyovaskiiler riskin
belirleyicisidir. Ateroskleroza yol agmadiklar1 gibi
gelisimine karsi da koruyucu rol oynarlar. Kandaki
kolesteroliin %20-30’unun karacigere tasinmasini

saglarlar. Ayrica damar tikanikligina ve kan
dolagiminin yavaglamasina neden olan kolesteroliin
viicuttan atilmasint gergeklestirmektedirler
(Durrington ve Sniderman 2000).

Kandaki kolesterol diizeyini etkileyen ¢ok sayida
faktor vardir. Kalitim, beslenme aliskanliklari,
besinler, sismanlik, stres gibi faktorler total kolesterol
ve LDL kolesterolii yiikseltmektedir. Kolesterole
duyarli bazi insanlarda yiiksek kolesterollii diyet,
total kolesterol ve LDL kolesterol diizeylerini 6nemli
derecede yiikseltir. Ayn1 sekilde toplam yag 6zellikle
doymus yag asitleri kolesterol yiikseltici etkiye
sahiptir (Millar ve ark. 2017).

Beslenmede yer alan yag tiirleri ve yag asitleri
bilesimi; kan lipit profilini kolesterol, HDL, LDL,
trigliserit diizeylerini etkilemektedir. Doymus yag
asitlerini yiiksek oranda igeren diyetlerde; kan
kolesterol diizeyi artarken tekli doymamis yaglarin
kullaniminda ise HDL kolesterol artmaktadir
(Kayahan 2009).

Yirmi yas tizeri yetigkinler i¢in toplam kolesterol,
LDL kolesterol ve trigliserit degerlerinin kandaki
istenilen, sinir ve yiiksek diizeyleri Cizelge 1’de
goriilmektedir.

Cizelge 1. Kandaki toplam kolesterol, LDL kolesterol ve trigliseritin degerlerinin istenilen sinir ve yiiksek

diizeyleri (mg/dL) (Y1lmaz 2018)

Toplam kolesterol LDL Kkolesterol Trigliserit
Istenilen diizey <200 <130 <200
Siir 200-239 130-159 200-400
Yiiksek >240 >160 400-1000

Kanda uzun siireli kolesterol yiiksekligi kalp damar
rahatsizliklarina neden olabilmektedir. Kolesterol
yiiksekligine bagli sorunlar ortaya ¢iktigi zaman hasta
ge¢ kalmis olabilir; bu nedenle kolesterol
yiiksekligini onlemek, yiikselmisse diisiirmek g¢ok
onemlidir. Kanda kolesteroliin yiikselmesinin baslica
nedenleri;

* Kan basinci dengesizlikleri

* Lipit metabolizma bozuklugu

* Sigara ve alkol

* Seker hastalig1

* Sismanlik

* Fiziksel aktivite azlig1

« ileri yas

* Ailenin genetik olarak oykisi

« Ostrojen eksikligi

* Fibrinojen yiiksekligi

* Belirgin beyin, kalp bobrek, tiroid veya
damar hastalig1

* Stres ve diizensiz hayat

* Beslenme olarak ifade edilebilir
(Liu ve ark. 2019).

Yapilan arastirmalar plazmada yiiksek dansiteli
lipoprotein olan HDL’nin risk etmeni olmadigini
gostermektedir. Diisiik yogunluklu LDL lipoproteinin
ise plazma total kolesterolii arttirdigi ve kalp damar
hastaliklarinin goriilmesinde esas etken oldugu
bildirilmistir (Kayahan 2009).

Kiigiik boyutlu LDL taneciklerinin, oksitlenmis
kolesterol igerdigi ve yliksek diizeyde oldugu
hallerde, LDL damar ¢eperinde aterom adi verilen
birikmelere sebep olmaktadir ve bu olaya
ateroskleroz denilmektedir. Kanda yiiksek miktarda
bulunan LDL kolesterol kan damarlarinda birikerek,
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damarlarda sertlesmeye neden olur. Ozellikle koroner
arterlerde kolesterol ve kolesterolden zengin
lipoproteinler arter duvarlarinda birikerek
aterosklerozlarin olusumunu saglamaktadir
(Braunwald ve ark. 2014).

Kolesterol sadece kalp ve damar hastaliklarina neden
olmamaktadir. Beyini besleyen boyun ve beyin
damarlarinda kolesterol birikimi felglere, konusma
bozukluklarina, dengesiz yiiriimeye, biling kaybina,
Alzheimer, Parkinson, kismi ve genel felglere ve
beyin kanamalarina neden olmaktadir. Bobrek
damarlarinda kolesterol birikimi, yiiksek tansiyon ve
bobrek yetmezligine neden olmaktadir. Yiiksek
kolesterol bagirsagi besleyen damarlar1 tikayarak
bagirsak 6liimiine, g6z damarlarini tikayarak korliige,
bacak damarlarini tikayarak kangrene yol
acabilmektedir (Diehm ve ark. 2006).

Bu goriilen hastaliklarin yami sira yiiksek yagl
diyetlerle uzun siire beslenmenin, kan kolesterol
diizeylerinde lipid konsantrasyonunda yiikselmeye ve
testosteron hormonunda azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Diyet ile birlikte yag alimimin artmasi,
fiziksel aktivitenin azalmasina ve obeziteye sebep
olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan saglhg:
bozacak olgiide viicutta yag birikmesi sismanlik
olarak tanimlanmistir (Mensink ve ark. 2003).

4. Beslenme ve Kolesterol

Yiksek kolesterol tedavisinde en ¢ok tlizerinde
durulan konulardan biri beslenmedir. Kolesterol
yalnizca hayvansal dokularda bulunmaktadir. Ancak
eksik ve yanlis bilgiler nedeniyle hayvansal tirtinlerin
tiketimini 6nemli Olclide etkilemektedir. Ciinkii
tiketicilerde ve yeterli bilgi sahibi olmayan kisilerde
kolesteroliin sadece hayvansal iirtin tiiketimiyle
arttigr gibi temelsiz bir kani olusturulmaktadir.
Gergekte kan kolesterol diizeyini etkileyen belki de en
etkisiz 6nlem kolesterolsiiz beslenmedir. Asir1 enerji
tiketimi sonucu gereginden fazla alman enerji yaga
dontstiiriilmektedir, olusan yagin tasinmasi igin
kolesterol esterlerine ihtiyag duyulmakta ve sonug
olarak LDL kolesterol ve toplam kolesterol seviyeleri
artmaktadir (Yuveark.2013).

Yiiksek kolesterol hastalarinda oncelikle diyet ve
diyetle tiiketilen kolesterol iizerinde durulmaktadir.
Bu nedenlerle saglik kuruluslar diyetle tiiketilen
yagin miktarmin ve tiiriiniin kontrol altina alinmasini
tavsiye etmektedir. Beslenme uzmanlari toplam enerji
ihtiyacinin %15-30’unun yaglardan saglanmasini,
enerji ihtiyacinin %0-10’unun doymus yag
asitlerinden karsilanmasini ve alinan giinlik
kolesterol miktarmin 300 mg’1 agmamasini tavsiye
etmektedirler. Koroner kalp hastaliginin
onlenmesinde; tiiketicilere kirmizi etin yagsiz
kisimlarinin secilmesi, goriniir yaglarin
uzaklastirilmasi, disiik yagh pisirme yontemlerinin
kullanilmasi genellikle tavsiye edilmektedir (Anonim
2015).

Gida ile birlikte alman kolesterol bireyin sindirim
sisteminin etkinligine bagli olarak plazma kolesterol
yogunlugunu %15 ten fazla artirmamaktadir. Viicuda
gida maddeleri yoluyla giren ve ince bagirsakta
absorbe edilen kolesterolden ¢ok daha fazlasi aslinda
viicut tarafindan ihtiyaca bagli olarak
sentezlenmektedir. Ciinkii saglikli bir karaciger
ihtiyaca bagli olarak giinde 750-1500 mg kolesterol
sentezlemektedir (Wood ve ark. 2003).

Genel olarak yagsiz kirmiz1 ve beyaz etler 100gr’da
ortalama 65-80 mg kolesterol icermektedir. Boylece
300 mg /giin kolesterol sinirina ulagabilmek i¢in 375-
461g et tiketilebilir. Ancak yeterli ve dengeli
beslenmek i¢in yetigkin bir bireyin her kg viicut
agirligi i¢in 0,8 g ham protein tilketmesi ve bunun
ortalama yarisinin hayvansal kokenli olmasi
gerekmektedir. 60-100kg olan yetigkin bir bireyin
giinliik tiiketmesi gereken hayvansal ham protein
miktar1 24-40 g’dir. Et ve et triinlerinin yaklagik
%18-22 protein igerdigi géz oniine alinirsa 133,33-
181,818 g /giin et tiiketimi normaldir. Saglikli
beslenme i¢in gerekli olan bu miktarda et tiiketimi ile
300 mg kolesterolii agmak miimkiin degildir. Bireyin
agirlign dikkate alinmaksizin giinlitk 100-200 g et
tiketimi saglikli beslenme i¢in Onerilmektedir
(Bertelove Ma 2016, Schoenfield ve Aragon 2018).

5. Kirmizi et ve Kolesterol

Kirmiz1 etin kolesterolle olan iligkisi yillardir bir¢ok
bilim insani tarafindan tartisma konusu olmustur. Bir
takim bilim insanlar1 kirmizi etin tiiketiciler
tarafindan kesinlikle tiiketilmemesi gerektigini
savunurken, diger bir grup bilim insanlari ise kirmizi
etin kolesterol tizerinde insan sagligina zararl
herhangi bir etkisinin bulunmadigi goriisiini
savunmaktadirlar (Liu ve ark. 2019).

Cizelge 2’°de de goriildiigii tizere su tirtinleri ve kanath
etleri az miktarda kolesterol i¢ermekte, kirmizi etler
ise fazla miktarda kolesterol igermektedir. Gergekte et
driinlerinin icerdigi kolesterol miktar1 ayni tiir
icerisinde birbirine olduk¢a yakindir. Ancak su
tirtinleri ve az da olsa kanath etlerinin igerdigi ¢coklu
doymamis yag asitleri kan kolesterol seviyesini
dustiriicti etki gostermektedir. Bununla birlikte
kirmiz1 etlerde bulunan doymus yag asitlerinin az bir
kism1 kolesterolii artiric1 etkiler gostermektedir
(Samur 2008).

Kirmizi et ve diger et ¢esitlerinin i¢erdigi kolesterol
miktar1 Cizelge 2’den de goriilebilecegi gibi {iriiniin
icerdigi yag miktar1 ile aym tir igerisinde dogru
orantili olarak degisim gostermektedir. Bu nedenle
herhangi bir et trliniiniin igerdigi kolesterolii bir
baska et trlnii ile yag icerigini dikkate almadan
kiyaslamak oldukg¢a yanlistir.
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Cizelge 2. Kirmiz etler, kanathi eti ve su tirtinlerinin igerdigi kolesterol miktarlari, toplam yag miktarlar1 ve

enerji degerleri (Anonim 2008a).

Et Tiiri Yag Toplam (g) Kolesterol (mg) Enerji (k cal)
Si1gir but eti 4,63 62 123
Si1gir kol eti 5,07 63 131
Si181r bonfile eti 6,27 67 136
Dana but eti 4,59 48 125
Dana pirzola eti 6,53 60 139
Koyun bel eti 6,64 67 142
Koyun but eti 7,20 72 137
Hindi but eti 4,45 61 123
Alabahk 5,12 55 121

Bilesen degeri gidanin yenilebilir 100 g igindir.

Plazmada LDL kolesterol diizeyi tizerinde etkili diyet
faktorlerinden biri olan yag asitlerinden pek ¢ok
arastirmada bahsedilmektedir. Genel olarak doymus
yag asitlerinin kolesterol miktarmi arttirdig1 gibi
tamamen yanlis bir kani vardir. Ancak gergekte
sadece 12-16 karbon atomlu doymus yag asidi
tiketimi serum LDL kolesterol igerigini
artirmaktadir. Bu yag asitlerinin tiiketimi kolesterol
konsantrasyonu- nu %25 kadar arttirabilmektedir.
Bunlar arasinda kolesterol seviyesini en fazla arttiran
miristik (C,,,) asittir. Etlerde baskin doymus yag asidi
stearik (C,,) ve palmitik (C,,,) asitlerdir (Anonim
2015). Stearik asit kolesterol seviyesini etkilemezken
palmitik asit ¢cok az miktarda artirmaktadir. Etin
biyik bir kismint oleik asit ve stearik asit
olusturmaktadir. Oleik asitin (C,,) doymamis yag
asidi olmasindan dolay1 kolesterolii artiric1 etkisi
bulunmamaktadir. Coklu doymamis yag asitlerinin

LDL kolesterol konsantrasyonunu ve serum trigliserit
konsantrasyonunu distirdigi bildirilmistir
(Koknaroglu2007).

Cizelge 3’de kirmizi etler, kanatli eti ve su tiriinlerinin
icerdigi yag asidi dagilimi gortilmektedir. Cizelgede
de goruldigi tizere miristik ve palmitik asit
bakimindan hayvansal yaglar olduk¢a zengindir. Bu
nedenle hayvansal irlinlerin tiikketiminde serum
kolesterol seviyesini etkilememek i¢in et yaglarinin
tiketilmemesi onerilmektedir. Bununla birlikte
yapilan ¢aligmalar asir1 yagh diyetlerin toplam kan
kolesterol konsantrasyonunu yiikselttigini
gostermistir. Ancak tiiketilen yagin igeriginden
bagimsiz olarak diyetin igcerdigi enerjinin kan
kolesterol konsantrasyonu ile dogru iliskili oldugu
bildirilmistir (Ekmek¢ioglu ve ark. 2018).

Cizelge 3. Kirmizi etler, kanath eti ve su tirtinlerinin igerdigi yag asidi dagilimi (g) (Anonim 2008b)

SL I EL | BE|EP |EFP|BFP |EF |EF8 |EE =
= = = = N = s = - = N = > -1 - = &
YAG ASIDi = = S = =] = S = = = = 3
-3 g | ¥2 | °s3 2 | ® 3 =~ = o =
= = = g g = =~
c Min. | 0.105 | 0,089 | 0,000 | 0,093 | 0.033 | 0,077 | 0,079 | 0,087 | 0,036 | 0,091
14:0
Miristik asit Mak. | 0.345 | 0,229 | 0,349 | 0,373 | 0.248 | 0,352 | 0,293 | 0,365 | 0,098 | 0,191
Min. | 1,298 | 0,876 | 0,000 | 0,999 | 0,411 | 0,872 | 0,808 | 0.849 | 0,708 | 0,434
Cie:0
Palmitik asit
Mak. | 2,864 | 1,885 | 3,303 | 3,074 | 2,412 | 2,791 | 2,546 | 2,248 | 1,413 | 0,912
Min. | 0.771 | 0,421 | 0,000 | 0,655 | 0,213 | 0,654 | 0,664 | 0,529 | 0,231 | 0,117
Cis:0
Stearik asit Mak. | 2.088 | 1,257 | 2,432 | 2,360 | 1,589 | 2,113 | 2,499 | 1,583 | 0.414 | 0,250
c Min. | 1,500 | 0,606 | 0,000 | 1,319 | 0,700 | 0,598 | 0,859 | 1,097 | 1,079 | 0,904
18:1
Oleik asit
Mak. | 3,157 | 2,364 | 3,293 | 3,508 | 2,668 | 4,792 | 3,827 | 3,207 | 1,924 | 1,942
Cisnr Min. | 0,000 | 0,011 | 0,000 | 0,047 | 0,009 | 0,000 | 0,000 | 0,018 | 0,838 | 0,451
Linoleik asit
Mak. | 0,194 | 0,153 | 0,194 | 0,157 | 0,121 | 0,244 | 0,267 | 0,198 | 1,395 | 1,097
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6. Sonuc ve Oneriler

Yeterli ve dengeli beslenen bir bireyin; ginliik
tilketmesi gereken et miktar1 bireyin yasi, cinsiyeti,
fiziksel aktivite durumu, genetik Oykiisti, hamilelik
emziklilik, yashlik, hastalik vb. bircok husus goz
ontinde bulundurulmalidir. Kirmizi ve beyaz etin
yagsiz kisimlar1 baz alinarak 100 g’da ortalama 65-80
mg kolesterol oldugu bilinmektedir. Kolesterol sinir1
ise glinliik 300 mg olarak belirlenmis olup bu miktara
ulasabilmek icin kisinin giinlik 375-461 g et
tiketmesi gerekmektedir. Elde edilen bu sonug
saglikli bir kisinin beslenmesinde ideal olarak
tiketmesi gereken miktarin yaklasik iki katina
tekabiil etmektedir. Bu baglamda dengeli bir
beslenme i¢in giinliik 100-200 g aras1 olarak 6nerilen
et tliketimi miktar1 kolesterol sinirin1 asmamakta ve
dolayistyla kisilerin sagligina olumsuz bir etkisi
olmamaktadir (Liu ve ark. 2019).

Kisilerin giinliik beslenmesindeki et tiiketimiyle
kolesteroliin fizyolojik olarak zarar vermesi pek
mimkiin degildir. Elbette iist sinir olarak ¢izilmis
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Oz

Amag: Hayvansal proteinlerin dengeli ve yeterli beslenmedeki rolii son derece énemlidir. Hayvancilikta
antibiyotiklerin yasal olmayan sekilde kontrolsiiz kullanilmalar giivenli hayvansal gida tiretimi i¢in 6nemli bir
risk olusturmaktadir. Avrupa Birligi iilkelerinde, Tirkiye’de ve diger bircok tlkede hayvancilikta
antibiyotiklerin kullanimina kisitlamalar getirilmis, kullanimi belli sartlara baglanmistir. Kontrolsiiz kosullarda
kullanildiginda antibiyotikler, hayvanlarin dokularinda ve organlarinda birikim yapmakta ve hayvansal
gidalarda kalintilara yol agabilmektedir. Antibiyotik kalintilarini i¢eren gidalarin tiikketilmesi basta antibiyotik
direnci olmak tizere halk sagligi agisindan pek g¢ok risk olusturmaktadir. Bu riskler hayvansal gidalarin
antibiyotik kalintilar1 yoniinden izlenmesinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir. Hayvansal gidalardaki antibiyotik
kalintilariin tespiti icin pek ¢ok yontem kullanilabilir olsa da bunlardan en giivenilir olani kromatografik ayrim
ile spektrometrik tespitin kombinasyonundan olusan yontemlerdir. Bu ¢alismanin amaci hayvansal gidalardaki

antibiyotik kalintilarinin zararlari, analiz yontemleri, ilgili mevzuat ve yayinlanan giincel metotlar hakkinda
bilgileri derlemektir.

Sonu¢: Halk sagliginin korunmasi agisindan hayvansal gidalardaki antibiyotik kalintilarinin izlenmesi
zorunludur. Kalintilarin tespitine yonelik hizli, ekonomik, pratik, kolay ve giivenilir ¢oklu kalint1 analiz
yontemlerinin gelistirilmesi, kalint1 izleme ¢aligmalarinin etkinligini arttiracaktur.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, Hayvansal Gida, Kalinti, Mevzuat

Abstract

Objective: The role of animal proteins in balanced and adequate nutrition is extremely important. [llegal and
uncontrolled use of antibiotics in animal husbandry poses a significant risk for safe of food of animal origin. In
European Union countries, Turkey and many other countries, has brought restrictions on the use of antibiotics in
livestock, their use is restricted to certain conditions. When not used under controlled conditions, these drugs
accumulate in the organs of animals and can cause to residues in food of animal origin. Consumption of foods
containing antibiotic residues poses many risks for public health, especially antibiotic resistance. These risks
reveal the importance of monitoring food of animal origin in terms of antibiotic residues. Although many
methods can be used to detect antibiotic residues in food of animal origin, the safest of them are methods based on
the combination of chromatographic separation and spectrometric detection. The aim of this study is to review
information about the risks posed by antibiotic residues in food of animal origin, analysis methods, related
legislation and current methods published.

Results: In order to protect public health, monitoring of antibiotic residues in food of animal origin is mandatory.
The development of rapid, economic, practical, easy and reliable multi residue analysis methods for the
detection of residues will increase the effectiveness of residue monitoring studies.

Key words: Antibiotic, Food of Animal Origin, Residue, Legislation
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1.Giris

Artan diinya niifusuna bagl olarak yeterli ve dengeli
beslenme insanoglunun en 6nemli sorunlarindan biri
haline gelmistir. Hayvansal gidalar besin degerleri
bakimindan vazgegilemez ve diger gidalar ile
kiyaslanamaz bir konumdadir. Ginlik protein
alimmin en az 1/3’tniin (%33) hayvansal kaynakli
olmas1 gerektigi bilinmektedir (Ozcan ve Baysal
2016). Artan dinya niifusunun dengeli
beslenebilmesi ve yeterince hayvansal proteine
ulagabilmesi i¢in hayvansal tretimin arttirilmasi
gerekmektedir (Aynagoz 1993). Uretilen iiriinlerin
kaliteli ve giivenli olarak tiiketiciye sunulmasi ise son
derece onemli ve gereklidir. Hayvancilikta
antibiyotiklerin gelismeyi tesvik etmek amaciyla
verim artirict olarak kullanilmalart; insan sagligi
tizerinde risk olusturmasi nedeniyle Avrupa Birligi
ilkelerinde ve Tiirkiye’de 2006 yilindan itibaren
yasaklanmistir (Anonim 2005, Anonim 2006). Ancak
entansif hayvancilik uygulamalarinda hayvan
refahina yeterli 6zenin gosterilmemesi hayvan
hastaliklarinin sik¢a goériilmesine neden olmaktadir
(Duru ve Sahin 2004). Bu durum hayvan
hastaliklarinin tedavisinde antibiyotiklerin
kullanimini1 gerektirmektedir. Antibiyotiklerin
kullanimina yo6nelik alternatif yontemler
aragtirilmakta, farkli uygulamalar ile ilgili caligmalar
yapilmaktadir ancak bu alternatif yontemlerin etkileri
ve giivenligi hususunda ¢ok daha fazla sayida
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Adiyaman ve
Ayhan 2010, Ipcak ve ark. 2017, Tagbas ve Baydan
2018, Tuncer 2007).

1928'de Alexander Fleming'in penisilini kesfinden bu
yana, yiizlerce degisik antibiyotik piyasaya ¢ikmis ve
insanlardaki kullanimin yani sira hayvanlarda da
hastaliklarin tedavisi i¢in, biiytime gelistiricileri
olarak ve yem verimliligini arttirmak icin
kullanilmiglardir (Addison 1984). Biiyimeyi
artirmak i¢in antimikrobiyallerin hayvan yemine
katilmasi ¢ok uzun yillardir yaygin bir uygulamadir
ve diinya ¢capinda toplam antimikrobiyal kullaniminin
yarisindan fazlasinin bu amag i¢in oldugu tahmin
edilmektedir (Wegener ve ark. 1999). Gida
tretiminde kullanilan hayvanlarin yaklasik
%80’inine, yasamlarmin belli bir kisminda veya
bir¢ok zamaninda ila¢ uygulanmaktadir (Lee ve ark.
2001).

Hayvancilikta antibiyotik kullanimi, insanlar i¢in
kullanim miktarlarint fazlasiyla agsmaktadir. Bazi
bolgelerde antibiyotik kullanimu ile ilgili veriler
diizgiin bir sekilde kayit altina alinmig olmasa da,
2013 yilinda kiiresel olarak hayvanlar i¢in antibiyotik
tilketiminin 131.000 ton civarinda oldugu tahmin
edilmektedir (Boeckel ve ark. 2017). Goreceli olarak,
hayvancilikta ve insanlarda antibiyotik kullanimi
benzer ve kg basina ortalama yaklasik olarak ayni olsa
da toplam hayvan biyokiitlesinin insan
biyokiitlesinden fazla olmasindan dolay1, insanlarda

toplam antibiyotik kullaniminin 2013 yilinda
hayvanciliktaki kullanima gore ¢ok daha disiik
oldugu (yaklagik 40.000 ton), toplam tiikketimin %20-
30’unu olusturdugu tahmin edilmektedir (Ritchie
2017).

Antibiyotikler hayvanlarin kas, karaciger, bobrek gibi
organlarinda birikim yapmakta ve siit, yumurta ve bal
gibi hayvansal tiriinlere de gecebilmektedir (Cordle
1988, Parks 1989, Furusawa 2001, Gustavson ve ark.
2002, Bertini ve ark. 2003, O’ Keeffe ve ark. 2004,
Tittlemier ve ark. 2007, Lee ve ark. 2007, Pavlov ve
ark. 2008, Hammel ve ark. 2008, Chico ve ark. 2008,
Chung ve ark. 2009, Ergin Kaya ve Filazi 2010).
Antibiyotik kullaniminin bilingsizce yapilmasi, suya
veya yeme ilave edilerek kontrolsiiz bir sekilde
kullanilmalari, tedavi ve koruyucu amaclarla
antibiyotik verilmesini takiben yasal bekleme
stirelerine uyulmadan hayvanlarin kesime alinmasi
gibi uygulama hatalar1 hayvansal kaynakli gidalarda
antibiyotik kalintilarina neden olmakta ve buna bagh
olarak halk saglig1 acisindan 6nemli sakincalara yol
acabilmektedir.

2. Antibiyotik Kalintilarinin Zararlari

Tiiketilen gidalar yoluyla alinan diisiik dozda
antibiyotik kalintilar1 bakterilerde diren¢ olusumuna
yol agmaktadir (Butaye ve ark. 2001). Bakterilerde
olusan bu direng ile insanlarda kullanilan ilaglarin
etkisi azalmakta, bu durum ise enfeksiyon
hastaliklarin tedavisinde 6nemli problemlere yol
acmaktadir. Antimikrobiyal direng¢ insan ve hayvan
sagligl i¢in bir tehdit olusturmaktadir ve ciddiye
almmas1 gereken bir durumdur (Aarestrup 2005).
Diinya Saglik Orgiiti (WHO), insanlarda ve
hayvanlarda antibiyotiklerin yanlis kullaniminin
antibiyotik direncini arttirdigini belirtmis ve
antibiyotik direncini kiiresel saglik, gida glivencesi ve
kalkinmaya yo6nelik en biiyiik tehditlerden biri olarak
tanimlamistir (Anonim 2018a). Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) antimikrobiyal direncli
enfeksiyonlardan her y1l 700.000 insanin 61dtigtinti ve
antimikrobiyal kullaniminin 2030’a kadar iki
katindan fazla oranda artmasinin beklendigini
agiklamistir (Anonim 2017a).

Gidalardaki antibiyotik kalintilarimin tiiketiminin
insan sagligi tizerindeki diger bir olumsuz etkisi ise
insan fizyolojisinin temel bir bilesenini olusturan ve
gastrointestinal sistemin patojenik bakteriler
tarafindan kolonize edilmesine karsi bir bariyer
gorevi goren dogal bagirsak mikroflorasi tizerindeki
potansiyel zararli etkileridir (Vollard ve Clasener
1994, Cerniglia ve Kotarski 1999).

Gida endiistrisi agisindan bakildiginda da antibiyotik
kalintilart teknolojik ve ekonomik agidan kayiplara
neden olabilmektedir. Ornegin; siitte bulunabilecek
antibiyotik kalintilar1 yogurt, peynir gibi fermente stit
tirtinlerinde kullanilan starter bakterilerin
calismalarini1 yavaslatici ve hatta durdurucu etki
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yaratmakta ve istenen diizeyde asit olusumunun
gerg¢eklesememesi sonucu bu tirlinlerin tat ve yapisal
ozellikleri olumsuz yonde etkilenmektedir (Metin
1999, Ardig ve Durmaz 2006).

Toksik etki agisindan baktigimizda, gidalarda
bulunabilecek antibiyotik kalintis1 konsantrasyonu
genellikle herhangi bir toksik etkiye yol agmayacak
kadar dusiiktiir. Antibiyotiklerin direkt toksisitesi
oldukea smirhidir ve kloramfenikol disinda bagka bir
antibiyotikle direkt zehirlenmeye rastlanilmamistir
(Filazi 2012). Gidalarla alinan antibiyotiklerin alerjik
reaksiyonlara neden olmasi ise ¢ok nadir goriilen bir
durumdur (Dayan 1993).

Antibiyotik kalintilar, DNA ve RNA gibi hiicresel
elementlerle etkileserek potansiyel karsinojenik,
mutajenik ve teratojenik etkilere de neden
olabilmektedir (El-Makawy ve ark. 2006, Beyene
2016).

Cevreye yayilan antibiyotik kalintilari ise
ekosistemdeki ve biyolojik aritma sistemlerindeki
organizmalara zarar vererek ekolojik dengeyi
bozmaktadir (Saygi ve ark. 2012).

Bu nedenlerle halk sagliginin veteriner ilag
kalintilarinin olas1 zararl etkilerine karsi korunmasi
¢ok 6nemli bir sorundur (Pavlov ve ark. 2008).

3.Mevzuat

Avrupa Birligi (AB)’nde yetistiricilikte uygulanan
ilaclarin ve hayvansal triinlerde antibiyotik
kalintilarinin kontroliine dair olarak Council
Directive 96/23/EC yonetmeligi mevcuttur (Anonim
1996). Antibiyotiklerin Maksimum Kalint1 Limitleri
(MRL), yani insanlarin zararli diizeylerde kalintilara
maruz kalmalarin1 engellemek i¢in insanda herhangi
bir saglik problemine neden olmayan ilag ve
metabolitlerinin miktarlar1 ise 37/2010/EC sayili
Komisyon Tiiztigii (Commission Regulation (EU) No
37/2010) ile belirlenmistir (Anonim 2010).

Ulkemizde ise bu limitler AB ile uyumlu olarak “Tiirk
Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmas1 ve
Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi” ile
belirlenmistir (Anonim 2017b). Ayrica
koksidiyostatlarin ve histomonostatlarin hayvansal
gidalarda bulunabilecek maksimum miktarlari
124/2009/EC nolu komisyon tiiztigtine paralel olarak
“Tiirk Gida Kodeksi Hedef Dis1 Yemlere Tasinmasi
Onlenemeyen Koksidiyostatlarin ve
Histomonostatlarin Hayvansal Gidalardaki
Maksimum Miktarlar1 Hakkinda Yonetmelik™ ile
belirlenmistir (Anonim 2009 ve Anonim 2015). Bu
yonetmeliklerde kalinti limiti belirlenmemis olan
yasaklt maddeler i¢cin ise AB Referans
Laboratuvarlari (EURLs) tavsiye limitlerini yani
MRPL (Minimum Required Perfomance Limit:
Minimum Gerekli Performans Limiti) degerlerini
CRL (Community Reference Laboratories) Guidance
Paper-2007 ile belirlemistir (Anonim 2007).

Bu diizenlemelerde antibiyotiklerin analiz edilecek
doku ya da gidadaki belirleyici kalintilar1 (Marker
Residues) da belirtilmektedir. Belirleyici kalinti;
tirtinlerdeki veteriner ila¢ kalintis1 hakkinda bilgi
veren ve organizmada farmakodinamigi bilinen,
toplam kalintiya paralel olarak azalan farmakolojik
aktif madde ve/veya bu maddelerin metabolitlerini
belirtir (Anonim 2017b). Ilgili analitlerin analizinin
yapilabilmesi i¢in metot ve validasyon ¢aligsmalarinin
mutlaka bu belirleyici kalint1 veya kalintilarin dikkate
alinarak gercgeklestirilmesi gerekmektedir.

AB iilkelerinde hayvansal tirtinlerde gerceklestirilen
kalint1 analizleri (veteriner ilaglari, pestisit, mineral
vb.) 2002/657/EC Komisyon Karar1 gerekliliklerine
uygun olarak yapilmaktadir (Anonim 2002). Bu
diizenlemede bir yontemin tarama veya dogrulama
metodu olarak uygulanabilmesi i¢in saglamasi
gereken performans kriterleri, prosediirler ve
gereklilikler ayrintili bir sekilde yer almaktadir. Bu
ortak standartlar sayesinde resmi olarak kalinti izleme
kontroliinde gorevli laboratuvarlarin analitik
sonuclarinin kalite giivencesinin saglanmasi
hedeflenmektedir.

Tirkiye genelinde hayvansal tirtinlerde veteriner ilag
kalint1 analizi yapan laboratuvarlarda ELISA ve
Charm II kisith bazi analitler i¢cin tarama metodu
olarak kullanilsa da, tarama ve dogrulayici yontem
olarak kiitle spektrometrik yontemler yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Kiitle spektrometrik
yontemler kullanan laboratuvarlarin, validasyon
calismalarindaki farkliliklarin ortadan kaldirilmasi ve
validasyon parametrelerinde ve hesaplamalarinda
birlikteligin saglanmasi amaciyla AB’nin
2002/657/EC Komisyon Karari’nin asgari
gerekliliklerini agiklayan “Hayvansal Uriinlerde
Kiitle Spektrometrik Yontemler Ile Veteriner ilag
Kalintilarinin Analizleri i¢in Metot Validasyonu
Rehberi” Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan
yayinlanmistir (Anonim 2018b).

Bu rehbere gore; antibiyotik kalintilarinin
belirlenmesi i¢in yapilacak analizlerin metot
validasyon c¢alismalarina baslamadan once ilgili
mevzuatin analizin yapilacagi matriksler, analitler ve
belirleyici kalintilar yoniinden detayli bir sekilde
incelenmesi ve buna goére bir analitin MRL veya
MRPL degeri belirlenmis ise 2002/657 EC
direktifindeki esaslar géz ontine alinarak validasyon
calismalarinin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bir
analit i¢in herhangi bir limit belirlenmemis ise
calismay1 yapacak laboratuvarin performans limiti
(ILPL), MRPL degeri gibi kabul edilerek ¢alismalar
gerceklestirilmelidir.

4. Antibiyotik Kalintilarin Tespitiicin Yontemler
Mikrobiyolojik yontemler antibiyotik kalmtilarinin
tespitinde kullanilan en eski yontemler olmakla

birlikte 2002/657/EC gerekliliklerine ¢ok uygun
degillerdir (Pikkemaat 2009). Ancak yine de AB tiyesi
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bazi devletlerde mikrobiyolojik testler (inhibitor
testleri) kullanan spesifik kontrol programlarinin
bulundugu ve bazi durumlarda, numune sonucunu
olumsuz degerlendirmek igin fiziko-kimyasal bir
yontemle hicbir onay yapilmadan yani ilgili madde
kesin bir sekilde tanimlanmadan mikrobiyolojik
testlerdeki pozitif bir sonucun yeterli oldugu
durumlarin oldugu bilinmektedir (Anonim 2019).

Antikor ve antijen arasindaki spesifik reaksiyon
sonucuna dayanan immonolojik yontemler, hizli ve
kolay sonug alinabilme 6zelligine sahip biyosensorler
antibiyotik kalintilarinin tespitinde kullanilabilen
tarama yontemlerindendir. Farkli 6zelliklerde
biyosensorlerin gelistirilmesiyle ilgili ¢alismalar
yapilmakta ve gelecekte hayvansal gidalarda bunlarin
antibiyotik tarama analizlerinde yaygin olarak
kullanilacag: belirtilmektedir (Gaudin 2017). Ancak
hayvansal gidalarda antibiyotik varliginin
tanimlanmast ve dogrulanmasinda en verimli ve

giivenilir yontemler kromatografik ayrim ve
spektroskopik dedeksiyonun kombinasyonuna
dayanan yontemlerdir. Bu yontemlerin yiiksek
ekipman maliyeti ve tecriibeli personele ihtiyag
duyulmasi gibi dezavantajlar1 olsa da bu yontemler
cok sayida analitin tek bir metot ile analizine imkan
sunmaktadir. Gidalardaki ¢ok dusik
konsantrasyonlardaki kalintilarin analizindeki ¢ogu
gelisme, s1v1 kromatografisi - kiitle spektrometrisinin
(LC-MS) uygulanmasindan kaynaklanmaktadir.
Miumkiin oldugunca ¢ok sayida bilesigi icerebilen
daha hizli ve daha verimli bir analiz elde etmek i¢in
cogunlukla basit numune hazirlama prosediirleri bu
teknikle birlestirilmistir (Masia ve ark. 2016). Yiiksek
secicilik ve hassasiyet 6zelligine sahip LC-MS/MS,
gliniimiizde veteriner ila¢g kalntilarmin tespiti ve
miktarinin belirlenmesinde kullanilan en yaygin
tekniktir (Moretti ve ark. 2017, Dasenaki ve
Thomaidis 2015).

Cizelge 1. 2002/657/EC gerekliliklerine gore valide edilen dogrulama metotlari

Matriks Grup Ekstraksiyon CCa* Cihaz Kaynak
(ng/kg)
(Yasakl
Maddeler
i¢in)
Tavuk 5 gruptan (tetrasiklinler, 0.1M EDTA 4.3-9.9 LC- (Chico ve
Kasi kinolonlar, penisilinler, Metanol MS/MS ark. 2008).
stilffonamidler ve (MeOH):H»O
makrolidler) 39 analit (70:30,v/v)
Yumurta | 7 grubtan (siilfonamidler, | 0.1M EDTA 0.5-3.8 UHPLC- | (Jiménez
diaminopiridin tirevleri, Asetonitril MS/MS V. ve ark.
kinolonlar, tetrasiklinler, (ACN): Siiksinik 2011)
makrolidler, penisilinler Asit (1:1, v/v)
ve linkosamidler) 41
analit
Sigir, 10 farkli gruptan 0.1M EDTA 1-33 UHPLC- | (Moretti ve
tavuk ve | (amfenikoller, beta- ACN:H;O MS/MS ark. 2016)
domuz laktamlar, (80:20,v/v)
kasi diaminopirimidin,
linkozamidler,
makrolidler,
ploromutilinler,
kinolonlar, rifamisinler,
stilfonamidler ve
tetrasiklinler) 62 analit
Bal 3 farkli gruptan Asit Hidrolizi 0.45-1.7 LC- (Galarini
(stilfonamidler, (HCL) MS/MS | ve ark.
nitroimidazol ve Yag alma 2015)
kinolonlar) 27 analit (Hekzan)+ SPE
Bal 5 farkli gruptan H>O 6-9 LC- (El Hawari
(stulfonamidler, Asitlenmis MS/MS | ve ark.
makrolidler, tetrasiklinler | MeOH (HCI, 2 2016)
linkozamidler ve mol [-1)
aminoglikozitler) 21 Na4sEDTA
analit PSA

* Karar Limiti: a hata olasiligi ile bir numunenin uygun olmadiginin degerlendirilebilecegi sinir ve iistii
*Decision limit: the limit at and above which it can be concluded with an error probability of o. that a sample is non-compliant.
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Kromatografik teknikler kullanilarak sulfanamidler,
tetrasiklinler, makrolidler, kinolonlar, penisilinler vb.
gibi bir antibiyotik grubunu tespit etmeye yonelik cok
sayida ¢oklu kalinti metodu gelistirilmistir. Ancak
glinimiizdeki son ¢aligmalar farkli gruplardan ¢ok
saylda antibiyotigin tek bir metotla tespit edildigi
coklu kalintt metotlarinin olusturulmasi seklindedir.
Burada amag¢ miimkiin oldugunca pratik ve ekonomik
ekstraksiyon ve analitik ayirma yontemleriyle ¢ok
saylda ila¢ kalintisin1 ayni anda tespit edebilmektir.
Ancak bu metotlarin resmi kalintilarin kontroliinde
kullanilabilmeleri i¢in performans ve validasyon
sartlarinin 2002/657/EC gerekliliklerini sagliyor
olmasi gerekmektedir.

Cizelge 1°de s1vi kromatografi ve kiitle spektrometrisi
teknigi kullanilarak, hayvansal gidalarda ¢oklu grup
(multi-class) ve c¢oklu kalint1 (multi-residue)
antibiyotik analizi olarak optimize edilen ve
2002/657/EC gerekliliklerine gore valide edilen
dogrulama metotlar1 yer almaktadir.

Sivi kromatografi ve kiitle spektrometrisi teknigi
kullanilarak hayvansal gidalarda ¢oklu grup ve ¢coklu
kalint1 antibiyotik analizi olarak optimize edilmis
tarama metotlar1 da kullanilabilmektedir. Tarama
metotlarin validasyonunda daha az sayida ¢aligma
ile 2002/657/EC gereklilikleri saglanabilmektedir.
Ancak tarama metodunda uygun olmayan stipheli bir
sonu¢ olmasi durumunda, bu sonug¢ dogrulayict bir
yontemle teyit edilmelidir (Anonim 2002).

Freitas ve ark. (2014) tarafindan sigir kasinda 7 farkli
antibiyotik grubundan (Siilfonamidler, trimetoprim,
tetrasiklinler, makrolidler, kinolonlar, penisilinler ve
kloramfenikol) 41 tane analitin UHPLC-MS/MS ile
tespitine ve miktarlandirilmasina olanak veren tarama
metodu gelistirmek i¢in ti¢ farkli organik ¢oziicii
(ACN, MeOH ve etil asetat) ile on iki farkli
ekstraksiyon prosediirii denenmis ve yapilan
denemeler sonucu 0,1 M EDTA ig¢eren ACN ile
ekstrakte etme ve hekzan ile yag alma agamalarini
iceren prosediir ile en iyi sonuglar elde edilmistir.
Gelistirilen metodun validasyon c¢alismalari
2002/657/EC gerekliliklerine uygun olarak
yapilmistir.

Peters ve ark. (2009) et, balik ve yumurta olmak tizere
tic matriskte farkli gruplardan yaklasik 100 veteriner
ilact icin HRLC-TOF-MS ile ACN/su (6:4,v/v)
ekstraksiyonu ve SPE ile temizleme asamalarini
iceren bir tarama metodu gelistirmis, yapilan
validasyon sonuglar1 yontemin calisilan bilesiklerin
ette %90'nindan fazlasinda, balikta %80'inden
fazlasinda ve yumurtada %70'inden fazlasinda
2002/657/EC’de belirlenmis olan tarama metotlari
icin gerekli performans kriterlerini karsiladigini
gormiislerdir.

Dubreil ve ark. (2017) tarafindan ette ve su
triinlerinde farkli gruplardan 75 antibiyotik i¢in
ekstraksiyonda ACN kullanilarak hizli, basit bir metot
LC-MS/MS’de gelistirmis ve 2002/657/EC’nin
tarama metotlar1 icin gereklilerine uygun olarak
yapilan validasyon sonucu 73 antibiyotik i¢in gerekli
performans degerleri saglanmustir.

Jank ve ark. (2017) tarafindan LC-MS/MS ve LC-
QTOF-MS kullanilarak siit ve ette farkli gruplara ait
46 antibiyotigin analizi i¢in metot olusturulmustur.
Yapilan ¢alismada 6rnekler %0,1 formik asit igeren
ACN ile ekstrakte edilmis, temizleme islemi i¢in C,,
ve -18°C’de dondurma islemine tabi tutulmustur. Her
iki cihazda da olusturulan metodun tarama metodu
olarak validasyon calismasi gergeklestirilmis ve
2002/657/EC gerekliliklerine uygun sonuglar elde
edilmistir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalara bakildiginda ¢ok
daha fazla sayida bileseni analiz edebilmeye yonelik
olarak antibiyotik kalintilarinin yaninda,
hormonlari, pestisit kalintilarinin, mikotoksinlerin
ya da farmasotik maddelerin birlikte tespit
edilebildigi metot gelistirmeye yonelik ¢alismalarin
da yapildig1 goriilmektedir (Jadhav ve ark. 2019, Xie
ve ark. 2015, Nebot ve ark. 2012, Gémez-Pérez ve
ark. 2012, Dasenaki ve Thomaidis 2015).

5.Sonuc¢

Hayvansal gidalar yeterli ve dengeli beslenme stz
konusu oldugunda vazge¢ilemez konumdadir. Ancak
antibiyotikler kontrolstiz kosullarda
kullanildiklarinda hayvansal gidalarda kalintilara
neden olmakta ve halk sagligi acgisindan risk
olusturmaktadir. Bu nedenle gida giivenligi agisindan
hayvansal gidalarda antibiyotik kalintilarini
izlemenin zorunlu oldugu agiktir. Bu izleme
Tirkiye’de “Canli Hayvanlar ve Hayvansal
Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarin
Kalintilarinin izlenmesi i¢in Alinacak Onlemlere
Dair Yonetmelik” sartlar1 dogrultusunda Tarim ve
Orman Bakanlig: tarafindan yillik olarak hazirlanan
“Ulusal Kalint1 izleme Planlar1” ile
gercgeklestirilmektedir (Anonim 2011).

Hayvansal triinlerde antibiyotik kalintisi tespitine
yonelik hizli, ekonomik, pratik, kolay ve giivenilir
¢oklu kalint1 analiz yontemlerinin gelistirilmesi, daha
kisa zamanda ve daha az maliyetle ¢ok daha fazla
sayida numunenin analiz edilebilmesine olanak
saglayacaktir. Ayrica alinacak her bir ornekte ¢ok
daha fazla sayida antibiyotik kalintisi analiz
edilebilecektir. Bu durumun kalinti izleme
caligmalarinin genisletilmesine ve etkinliginin
arttirtlmasina imkan saglayacagi diistiniilmektedir.
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Oz

Amag: Karabugday (Fagopyrum esculentum), hizla artan diinya niifusunun ve hayvan varligmin beslenme
ihtiyacini karsilamasinin yani sira sanayi tiretiminde de 6nem arz etmektedir. Gluten igermeyen taneleri, ¢olyak
hastalarmin (gluten alerjisi) tedavisinde olumlu etkiler saglamaktadir. Karabugday tohumlari, kiimes hayvanlari
tarafindan; sap, samani ve silaji gevis getirenler tarafindan istahla tiiketilmektedir. Yapisinda yiiksek oranda
protein, vitamin, fenolik bilesikler, antioksidanlar, mineraller, doymamis yaglar bulunur ve tibbi alanlarin
kullaniminda 6nemli bir yere sahiptir. Karabugday; topragi, organik madde bakimindan zenginlestirmek,

fiziksel yapisini diizeltmek, toprak nemini korumak, yesil giibre ve erozyon kontroliinde kullanilabilecek ender
bitkilerden biridir.

Anahtar kelimeler: Karabugday, Gida, Alerjik Reaksiyonlar, Fenollik Bilesikler, Silaj.

Abstract

Objective: Buckwheat (Fagopyrum esculentum) not only meets the nutritional needs of the rapidly increasing
world population and animal assets, it is also important in industrial production. Gluten free grains provide
positive effects in the treatment of celiac patients (gluten allergy). Seeds of buckwheat are consumed by poultry;
while straw and silage of it are consumed with appetite by ruminants. It contains high levels of protein, vitamins,
phenolic compounds, antioxidants, minerals, unsaturated fats and has an important place in the use of medical
fields. Buckwheat is one of the rare plants that can be used in enriching the soil in terms of organic matter,
improving its physical structure, protecting excess soil moisture, as a green fertilizer, and in erosion control.

Keywords: Buckwheat, Food, Allergic Reactions, Phenolic Compounds, Silage.

1.Giris

yesil ve kuru ot olarak tiketilmektedir (Tahir ve
Farooq 1988, Wijngaard ve Arendt 2006).

Karabugday, diinyanin pek cok tilkesinde yetistirilen
ve uluslararasi ticaretteki 6nemi gittikge artan tahil
benzeri (pseudocereal) bir bitkidir (Yildiz ve Yalgin
2013). Polygonaceae familyasina ait Fagopyrum
cinsi; Yaygin karabugday (Fagopyrum esculentum

Karabugday kisa biiyiime periyoduna sahiptir ve
cografi olarak bir¢ok yerde yetistirilebilir (Yavuz ve
Kara 2018). Ekimden itibaren 3-5 giin igerisinde

Moench) ve Tatar karabugday: (Fagopyrum
tataricum Gaertn.) olmak ftizere iki onemli tiiri
bulunmaktadir (Ekici ve ark. 2019). Ekonomik degeri
yiiksek olan ve ayni1 zamanda tiiketimi her gegen giin
artan ¢ok yonlil kullanim alanina sahip bitkilerden
biridir (Kan 2011). Gluten icermeyen karabugday
taneleri, ¢6lyak hastaligi tedavisinde 6nemli yer
edinmektedir. Ayrica kiimes hayvanlarinin
beslenmesinde sadece taneler yem olarak
kullanilirken, s1g1r beslenmesinde hem taneler hem de

cimlenip, ¢ikis yapan karabugday bitkisi; gelisme
periyodunun kisa olmasi (10-12 hafta) ve gelisme
doneminde sicaklik isteginin yiiksek olmamasindan
dolay1 yiiksek rakimlarda da yetisebilmektedir. Hem
ilkbahar hem de sonbahar aylarindaki soguklar
(<5°C) ve don olay1 bitkide ani 6liime neden
olmaktadir. Ayrica ¢igeklenme donemindeki yiiksek
sicaklik ve kuru hava ¢igeklenmeyi olumsuz
etkileyerek tohum olusumunu engellemektedir.
Minimum ¢imlenme sicakligi 7°C'nin {istiinde
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olmalidir, ayrica 40°C'ye kadar sicakliklarda
c¢imlenme goriilmektedir. Karabugday tohumlari
birka¢ yil canliligimi sitirdiirmektedir ve bitkisel
iretim i¢in bir yildan daha eski tohumlar
kullanilmamalidir (Yavuz ve ark. 2016). 2-5 cm
arasinda degisen genis yaprakli ve 60-150 cm
yikseklige ulasan etli bir gévdeye sahip serin
iklimden hoslanan tek yillik bir bitkidir. Infertil ve

L F __‘--._ f .t & ﬁ
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Karabugday tiir ve ¢esidine gére tohum rengi, sekli,
buyukligi bakimindan farklilik gostermektedir.
Tohum sekli, 3 kenarli keskin hatlar1 olan tiggen
bi¢imindedir. Tohum kabugu ise parlak, siyah, mat
kahverengi veya gri rengini alabilir. Kabugu alinmis
karabugday tanesine ‘““groat” denilmektedir (Dizlek
ve ark. 2009). Hayvansal proteinlere alternatif bir
kaynak olarak one stiriilen tahil taneleri, hem ucuz,
hem de uzun siire depolanabilir 6zelliktedir (Kilinger
ve Demir2019).

2.Karabugday Kokeni

Karabugday, M.0O. 1000°li yillardan beri Cin'in Tibet
Ozerk Bolgesinde diger mahsullerin yetistirilmedigi
egimli ve verimsiz arazilerde yetistirilen Asya kokenli
bir bitkidir (Li ve Zang 2001, Scheucher 2004).
Himalaya bolgesinde ozellikle yiiksek rakimlarda
(ortalama deniz seviyesinden 1600-4000 m yiiksek)
yetistirilen Hindistan'in eski bir tiriiniidiir (Gupta ve
ark. 2004, Dutta 2004). Karabugday, son zamanlarda
Cekoslovakya, Avusturya, Isvicre, Italya, Fransa,
Ingiltere ve Avustralya gibi iilkelerde
yetistirilmektedir. Ayrica Japonya, Rusya, Ukrayna,
Cin, Kore, Nepal, Hindistan, Pakistan, Afganistan,
[ran, Macaristan, Polonya, Yugoslavya, Kanada ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde de iiretimi
yapilmaktadir (Gang ve ark. 2004). Yaygin

asidik topraklar (pH 4-6) dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
toprak tiirlerinde yetisen yogun lifli bir kok sistemine
sahiptir (Valenzula ve Smith 2002). Bal arilarinin
nektar toplamasi i¢cin kirmizi, pembe veya beyaz
renkli, kokulu, cazip ¢igeklere sahiptir. Karabugday
bitkisinden tretilen koyu renkli bal, gglii bir tat
ihtiva eder (Dizlek ve ark. 2009).

karabugday (Fagopyrum esculentum Moench) tarim

bitkileri arasinda énemli bir yere sahiptir. Rusya'da
1901'den 1909 yilina kadar ilk taninan karabugday
bitkisi Bogatyr ¢esididir. Japon ¢esitlerinden
Hashigamiwase 1919'da, Botan Soba ise 1930'da
piyasaya sirilmustiir (Irina Vyacheslavovna ve
Efimovna. 2004, Campbell 2004). Diinya capinda
yaygin olarak yetistirilen karabugday bitkisi, daha
cok kuzey yarimkiirede yogunlagsmistir. Kabugu
cikarilmig karabugday taneleri Slovenya, Polonya,
Ukrayna ve Rusya'da ¢ok yaygimdir (Skrabanja ve
ark.2001).

2.1.Karabugday Yapisinda Bulunan Kimyasal
Bilesenler

Karabugdayin temel bilesimi; amino asitler,
mineraller, vitaminler, yag asitleri, fenolik maddeler
ve antioksidanlar gibi trtinlerin kalitesini gosteren
besin maddelerinden olusmaktadir (Petr ve ark.
2004). Saglik ve besin degeri bakimindan alternatif
diyet riinleri arasinda yer alir (Crista ve Soral-
Smietana 2008) ve genellikle piring, sorgum, muisir,
bugday ve diger tahillardan daha zengin mineral
icerigine sahiptir (Wijngaard ve Arendt 2006). Demir
icerigi yoniinden karabugday, tiim tahil ve baklagil
bitkileri arasinda en yiiksek olanidir ve bu da onu ideal
bir gida haline getirmektedir (Wang ve ark. 1995).
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Karabugday bitkisi, ¢ogunlukla flavonoidler ve
antosiyaninler (rutin, quercytin, querscytinglucose-
galaktosid, siyaniir- glukozit, fenolkarbolakitler)
icermektedir. Flavonoidlerin degeri, ¢iceklenme
baslangicinda diiser. Ayrica flavonoidler, tokoferol ve
fenolik bilesenler gibi antioksidanlari iceren
karabugday bitkisinin; tiiketildikten sonra kalin
bagirsaktaki Laktobasillerin ve Bifidobacteria
aktivite gelisimini tesvik ettigi one siiriilmektedir
(Irinavyacheslavovna ve ark. 2004, Fessas ve ark.
2008). Antioksidan maddeler; ¢coklu doymamis yag
asitlerini iceren karabugdayi, oksidatif bozulmalara
karsi korumaktadir (Watanabe ve ark. 1997).
Karabugday da bulunan oleik ve linoleik doymamis
yag asitleri, vitamin B, vitamin B,, vitamin B, ve
vitamin P igerigi oldukga yiiksektir. Karabugday
tohumundaki toplam lipit miktari, kuru madde
tizerinden %2,48°dir (Gang ve ark. 2004,
Schoenlechner ve ark. 2008). Proteinlerin besleyici
kalitesini, diisiik prolamin igerigi belirler.
Karabugday proteinleri, ekmeklik bugday proteinleri
ile kiyaslandiginda; glutamin ve prolamin amino asit
oraninin az, diger amino asitlerin ise yiiksek ya da
benzer miktarda oldugu belirtilmektedir. Ozellikle
siirlt miktarda bulunan lizin amino asidi ekmeklik
bugday ununa gore 2,5 kat daha fazladir (Petr ve ark.
2004, Schoenlechner ve ark. 2008). Kabugu
cikarilmis karabugday tanesi, besin degeri ve dengeli
sindirilebilir protein degeri bakimindan farklilik
gosterir (Anohina ve Luzhinskaya 2004).

Karabugdayin endosperm kisminda diisiik miktarda
bulunan polifenoller, genellikle kepek kisminda
yogunlasmistir. Kepekte yiiksek oranda tanen
(stvilasmamig tanen 0,4 g/100 g ve sivi tanen 1,7
g/100 g) bulunur (Yildiz ve Yalgin 2013). Kabugu
alinmis karabugday tanesinde 1,64 mg/100 g Mn,
267 mg/100 g Mg, 2,92 mg/100 g Zn, 490 mg/100 g P,
3,03 mg/100 g Fe, 565 mg/100 K, 19,7 mg/ 100 g Ca
bulunmaktadir (Steadman ve ark. 2001).

2.2. Karabugdayin Kullanim Yerleri
2.2.1. Gida Olarak Kullanimi

Karabugday bitkisi, sarap, alkol, sirke, cay tiretiminde
onemli yere sahiptir (Gang ve ark. 2004). Diinyada;
ekmek, eriste, makarna, kek, biskiivi, krep, pankek,
kahvaltilik tahil, dondurma kiilahlarinda
kullanilmaktadir (Atalay ve ark. 2013). Cimlenmis
tane olarak en fazla; brokoli, yonca, soya, bezelye,
nohut, fasiilye, bugday arpa, yulaf, karabugday, celtik
ve lupin tiiketilmektedir (Kilinger ve Demir 2019).
Karabugday, kanser ile miicadele ilaglarinda, keton
siva, merhem, kapsiil, dis macunu ve sakiz tiretiminde
kullanilmaktadir (Gang ve ark. 2004). Kabugu
cikarilmis karabugday taneleri pilav ve sulu yemek
cesitlerinde kullanilmaktadir (Campbell 1997).

Kabugu cikarilmis karabugday tanesinde toplam
besinsel lif miktarinda farkliliklar gézlenmektedir.
Ogiitiilmiis karabugday tanesinin kepek fonksiyonu

besinsel lif miktar1 (%13-16) yiiksek seviyedeyken,
karabugday unundaki lif miktar1 (%1,7-8,5) diisiik
seviyededir (Steadman ve ark. 2001). Glutensiz
diyetlerin basinda karabugday unu gelmektedir
(Winjgaard ve Arent 2006). %25 oraninda kullanilan
karabugday ununda, vital gluten, peynir alt1 suyunun
katilmast ile kaliteli ekmeklerin ortaya g¢ikacagi
belirtmistir (Haber 1980). %15, 30 ve 45 oranlarinda
hazirlanan karabugday ununa, bugday unu ilave
edilerek 6rnek ekmekler hazirlanmistir. %30 oraninda
karabugday unu ile hazirlanan ekmeklerin lezzet ve
renk a¢isindan en iyi oldugu vurgulanmistir (Choi ve
Chung 2007). Karabugday igermeyen biskiivilerin
rengi agik saridir ve kekler gevrektir. %25 oraninda
karabugday igeren biskiivilerin rengi; agik yesil,
berrak, gevrek ve kekler biraz ac1 ama istah agicidir.
%50 oraninda karabugday biskiivisi sar1 ve yesil,
gevrek, ac1 ve kekler biraz kabariktir. %75 oranindaki
karabugday biskiivi sari, yesil ve aci, %100
karabugday biskiivi ise koyu yesil, sert, cok aci
kabarik degildir (Rufeng ve ark. 1995).

2.2.2. Yesil Giibre Olarak Kullanimi

Mineral giibrelerin kullanimimi azaltmak igin yesil
glbrelerin alternatif olarak kullanilmast iyi bir
tarimsal uygulama olarak kabul edilir. Bununla
birlikte, her yesil giibrenin toprak o6zellikleri ve
mahsul verimi lizerindeki etkisi, kimyasal bilegsimine
baghdir. Tum yesil giibreler, topragin biyolojik
6zellikleri, bitki beslenmesi ve mahsul verim
parametreleri iizerinde olumlu bir etkiye sahiptir.
Topraklara uygulanan yesil giibrelerin farkli kimyasal
bilesiminin ve toprak C/N oram ile kontrol edilen
mineralizasyonunun bir sonucu olabilir (Tejada ve
ark. 2008).

Tahil irtinii olan karabugday, yesil giibre veya islevsel
diizenleyici bitki olarak kullanilabilmektedir. Ayrica
karabugday bitkisi genellikle yabanci otlar1 bastirmak
icin de topraga ekilmektedir. Bu nedenle ekolojik
tarim biinyelerinde sik goriilen miinavebe {riini
olarak yer almaktadir (Edwardson 1996, Kalinova
2007).

2.2.3.Silaj Olarak Kullanimi

Karabugday’in; gii¢li kéklenme ve yogun
cigeklenme oOzelligiyle mahsul rotasyonlarinda ve
genel tarimsal ekolojide yiiksek degere sahip oldugu
belirtilmektedir. Karabugdayin (Fagopyrum
esculentum Moench); in vitro ruminal fermantasyon
ve siit ineklerinin performansi {izerine etkilerini
saptamak amaciyla yapilan arastirma sonucunda;
karabugday yemlerinin, in vitro ruminal
bozunabilirlik ve kisa zincirli yag asidi
konsantrasyonlar1 bilesimi tizerinde etkisi olmadig
saptanmigtir. Taze karabugday kullanimi, ruminal
amonyak konsantrasyonlarin1 azaltmakta ve tahmini
mikrobiyal biytime verimliligini artirmaktadir.
Karabugday, bol kaliteye sahip olmasi nedeniyle
ruminant hayvanlarin beslenmesinde uygun oldugu
belirtilmistir (Amelchanka ve ark. 2010).
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Karabugday ve hindiba igeren silajin, ¢avdar
silajindan daha diisiik bir besleme degerine sahip
olmasina ragmen, siit ineklerinin yem beslenmesinde
kullanilabilecegi belirtilmistir (Kalber ve ark. 2012).
Taze karabugday ve hindiba (Cichorium intybus) siit
ineklerine yem olarak verildiginde, siit kalitesi
ozelliklerini iyilestirme potansiyeline sahip oldugu
vurgulanmistir. Karabugday silajinin,
yogunlastirilmis tanenler bakimindan zengin oldugu
belirtilmistir. Ozellikle karabugday silajinin, yag
asitlerinin yemden siite transferini degistirmesi ve
peynir yapim ozelliklerine katkida bulunmasi igin
belirli bir potansiyele sahip oldugu saptanmistir
(Kalberve ark. 2013).

Yapilan bir ¢alismada; kuzularin beslenmesine dahil
edilen karabugday silaj1 ile misir silajinin et kalitesi
tizerine etkisi kiyaslanmigtir. Karabugday silajinin;
besin igerigi, lezzetliligi ve sindirilebilirligi orta
derecede oldugu vurgulanmistir. Ayrica performans
ve et kalitesi tizerine etkisi olumsuz olmadigi
belirtilmistir. Karabugday silajinin ruminant diyetine
dahil edilmesi, etin biyoaktif fenolik bilesik igerigini
artirdig1 vurgulanmistir. Karabugday silajinin;
performans, karkas ve et kalitesi tizerinde olumsuz
etki olusturmadigi saptanmistir (Keles ve ark. 2018).

2.2.4.Karabugdayin Yabanci Otlarla Miicadelesi

Karabugday, kisa biiylime vejetasyonuna sahip ve
bircok yabanci otlarla rekabet etme yetenegine
sahiptir. Toprak verimliligi i¢in etkili bir ortii gérevi
goren karabugday, boceklerin ve hastaliklarmn verdigi
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Oz
Amag: Bu calismada Spirulina platensis tozunun ekmekte kullanim potansiyeli arastirilmistir.

Materyal ve Yontem: Ekmek hamuruna degisen oranlarda (%0,1-0,5-1,0-3,0 agirlik¢a) Spirulina platensis
tozu ilave edilerek elde edilen ekmeklerde ¢esitli kimyasal, fizikokimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik analizler
yapilmistir.

Bulgular ve Sonug: Duyusal analiz sonucglarma gore %0,1 Spirulina platensis tozu katkili ekmegin kabul
edilebilirligi daha yiiksek bulunmustur. Spirulina platensis tozu katkili ekmek 6rneklerinde protein ve toplam
fenolik madde miktari ilave edilen Spirulina platensis tozu miktar ile orantili olarak artmistir. Kontrol 6rnegi ve
degisen miktarlarda Spirulina platensis tozu katkili ekmegin protein miktarlar1 %7,54-9,97 araliginda
bulunmustur. Ekmek 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlarmin 118,22-167,61 mmol GAE/g araliginda
degisim gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, ekmek formiilasyonlarina degisen oranlarda ilave edilen Spirulina
platensis tozunun kiif gelisimini %29,17-50,52 oranlarinda inhibe ettigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Spirulina platensis, Ekmek, Antifungal Etki, Toplam Fenolik Madde

Abstract
Objective: In this study, the usage potential of Spirulina platensis powder in bread was investigated.

Marerials and Methods: Various chemical, physicochemical, sensory and microbiological analyzes were
carried out on bread obtained by adding Spirulina platensis powder in varying proportions (%0,1-0,5-1,0-3,0 by
weight) to the dough.

Result and Conclusion: According to sensory analysis results, bread added 0,1% Spirulina platensis powder
was found to be more acceptable. The amount of protein and total phenolic substance in bread samples with
Spirulina platensis powder increased in proportion with the additional amounts of Spirulina platensis powder.
The protein content of the control sample and breads with changing amounts of Spirulina platensis powder
ranged from 7,54-9,97%. It has been determined that total phenolic amount of bread samples varies to bread
formulations in varying proportions has been found to inhibit mold growth by 29,17-50,52%.

Keywords: Spirulina platensis, Bread, Antifungal Effect, Total Phenolic Substance
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1.Giris

Giin gectikge tiiketicilerin saglikli bir yagsam stirmek
icin besleyici degeri yiiksek ve fonksiyonel 6zellikte
olan (zenginlestirilmis) gidalara olan talebi
artmaktadir. Protein, insanlarin biiytimesi, gelismesi
acisindan ¢ok 6nemlidir. Ozellikle gelismemis olan
iilkelerde protein eksikligi ve yetersiz beslenmeye
dayali cesitli sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
nedenle gidalarin besleyici degerini artiran katki
maddelerinin (6zellikle protein igerigi yiiksek)
kullanilmas1 tizerine g¢alismalara ihtiya¢ vardir.
Ulkemizde ekmek tiiketimi kisi basina yillik 121
kg’dir. Ekmek, karbonhidrat¢a zengin olup protein
iceriginin biuyiik bir kismi gliten yapisindadir.
Ekmegin ekonomik olmasi, doyurucu olmasi, kolay
temin edilebilmesi ve lezzetinin de glizel olmasindan
dolay1 siklikla tiiketilen bir triindiir. Ancak ekmegin
raf omrintin kisa olmasi (kiiflenme ve bayatlama
nedeni ile) %4,9 oraninda israf edilmesine neden
olmaktadir (Anonim 2018).

Ekmek eski caglardan bu yana insanlarin ¢ok fazla
tukettigi ve temel besin maddelerini igeren bir
triindiir. Ekmek, bugday ununa; su, tuz ve maya
(Saccharomyces cerevisiae) ilave edilip teknigine
uygun olarak; yogrulmasi, sekillendirilmesi,
fermantasyona birakilmasi ve pisirilmesi ile yapilan
trtindiir (Sen 2013). Ekmegin karbonhidrat i¢eriginin
diger bilesenlere gore daha fazla olmasi, tiiketimine

baglh olarak fazla kilo alimi ve obeziteye neden
olabilmektedir. Ekmek hamuru yapisindan dolay1
cesitli katkilar (tahil, bakliyat, bitki ekstraktlar1 vb.)
katilarak zenginlestirilebilir 6zelliktedir (Anonim
2012).

Spirulina platensis yiiksek protein igerigi ve vitamin,
mineral gibi degerli bilesenleri i¢eren bir mikroalgdir
(Vonshak ve Richmond 1988). Spirulina’nin yiiksek
protein, vitamin, mineral, yag asitleri igermesi, uygun
kosullar saglandiginda her yerde yetigebilen bir alg
tiri olmas1 ve gidalarda kullanima uygun olmasi
gidalarda katki maddesi olarak kullanimini uygun
kilmaktadir (Duru2014).

Bu ¢alismada, 6zellikle iilkemizde severek tiiketilen
ekmek trintine Spirulina platensis tozu ilave
edilmesinin ekmegin bazi 6zelliklerine etkisinin
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu sekilde Spirulina
tozunun ekmeklerde kullanilmasi ile ekmeklerin hem
besleyici degerinin artirilmast hem de bazi
fonksiyonel 6zelliklerinin zenginlestirilmesi
diistintilmiistiir.

2.Materyal ve Yontem

Ekmek yapiminda Spirulina platensis tozu internet
ortaminda satig yapan bir firmadan temin edilmistir

(Sekil 1). Un, yas maya ve tuz bolgesel bir marketten
temin edilmistir.

@ SEPENATURAL™

Sekil 1. Calismada kullanilan Spirulina platensis tozu

EkmeKlerin iiretimi

Ekmeklerin formiilasyonuna un esasina gore degisen
oranlarda agirlik¢a (%0,1, 0,5, 1,0, 3,0) Spirulina
platensis tozu eklenmistir. Ekmeklerin formiilasyonu;
un esasina gore %60 su (hacim/agirlik), %1,5 tuz ve
%2 yas maya seklinde belirlenmistir (Yavuz 2019).
Tum bilesenler eklenerek hamur belirlenen kivama
gelene kadar 10 dakika boyunca yogrulduktan sonra
100’er gram olacak sekilde pargalara ayrilarak
hamurlara yuvarlak sekil verilmistir. Daha sonra 25
dakika stire ile oda sicakliginda, 6n dinlendirme
amaciyla tizeri nemli bir bez ile kapatilarak
bekletilmistir. Dinlendirilen hamurlar inkiibatérde

30°C’de 50 dakika fermantasyona birakilmistir.
Fermente edilen hamurlar 220°C’de 20 dakika
pisirilmistir (Gergekaslan 2012). Spirulina platensis
tozu ilave edilerek tretilen ekmeklerin maliyeti
Spirulina platensis tozu (%0,1-0,5-1,0-3,0) oranina
gore sirasiyla 1,2 - 1,6 - 2,16 ve 4,48 TL, kontrol
ekmeginin maliyetiise 1 TL dir.

Protein tayini

Spirulina platensis katkili ekmek 6rneklerinin protein
icerigi Kjeldahl metodu ile belirlenmistir (Anonim
2005).
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Toplam fenolik madde miktari tayini

Toplam fenolik madde miktar1 i¢in ekmek 6rneklerine
metanol ekstraksiyonu uygulanmistir. Bu amagla,
orneklerden 3 gram alinarak 25 ml saf metanolle
homojenizatorde 3 dakika homojenize edilmistir.
Homojenize edilen 6rnek +4°C’de 1 gece
bekletilmistir. Bir sonraki giin santrifiijde 10000 rpm
de 20 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki faz pipet ile
alinarak 1s1k gecirmeyen siselerde -20°C’de
muhafaza edilmistir (Erdogan 2010).

Ekmek orneklerinde gallik asit denkligi (GAE)
cinsinden toplam fenolik bilesik miktari, Folin-
Ciocalteu metodu kullanilarak analiz edilmistir
(Cakar ve Glilseren 2017). Gallik asit, referans bilesigi
kullanilmigtir. Standart bir grafik hazirlamak ig¢in
farkl gallik asit konsantrasyonlari kullanilmistir. 1 ml
gallik asit ¢ozeltisi veya numunesi 45 ml su ile
karistirllmig ve 1 ml Folin-Ciocalteu reaktifi hemen
bu karisima eklenmistir. Ug dakika sonra, 3 ml Na,C0,
cozeltisi (%3) eklenmis ve karisim 50 ml'ye
tamamlanmistir. Son karigimlar oda sicakliginda
karistirilmis ve sogurma degerleri Olgiilmiistiir
(720 nm, UV-1280 spektrofotometre, Shimadzu).
Kalibrasyon egrisine dayanarak, numunelerin gallik
asitesdegeri (GAE) belirlenmistir.

Kiif sporlarimin izolasyonu

Bugday ekmegi belirli bir siire oda sicakliginda
bekletilerek kiiflendirilmistir. Ekmek 6rnegi
yilizeyinde iireyen kiiflerden yesil renkte olan bir
koloniden PDA (patates dekstroz agar) besiyerine
cizme yontemi ile ekim yapilarak 25°C’de 4 giin
inkiibasyona birakilmistir. PDA besiyerinde olusan
kif sporlart 50 g steril kum kullanilarak hasat
edilmistir. Kum tizerine tutunmus kiif sporlart ile
birlikte PBS (Fosfat tamponlu tuz) ¢o6zeltisine
aktarilarak calkalandiktan sonra santrifiij ile spor
iceren sivi kisim ayrilmig ve ekim yapilana kadar
+4°C’de kapakl tiip igerisinde muhafaza edilmistir.
PBS ¢ozeltisindeki kiif sporlari Thoma laminda sayim
yapilarak spor sayisi/ml olarak belirlenmistir.

a b

Spirulina platensis tozunun antifungal etkisinin
belirlenmesi

Steril edilerek sogutulmus PDA (40°C) igerisine
Spirulina platensis tozu belirlenen
konsantrasyonlarda (%0,1-0,5-1,0-3,0)
karistirllmigtir. PDA 9 cm ¢apli petri kaplarina (20 ml
olacak sekilde) aktarilmistir. Daha 6nce ekmekten
izole edilmis olan kiif sporlar1 besiyeri yiizeyine
yayma yontemi ile ekim yapilarak 7 giin 25°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Bu stirenin sonunda
geligsen koloniler sayilmig ve kiif gelisim inhibisyon
orani belirlenmistir (Ozcan ve ark. 2013).

Duyusal analiz

Ekmek orneklerinin duyusal analizi, Istanbul
Sabahattin Zaim Universitesi Gida Miihendisligi
Bolumii 4. Smif 6grencilerinden rastgele secilen 10
kisilik panel tarafindan i¢ renk, dis renk, gézenek
yapisl, tekstiirel 6zellik, koku, ¢ignenebilirlik, lezzet
ve genel begeni agisindan degerlendirilmistir
(Topkaya 2017). 1 ile 5 arasinda (1-hi¢ begenmedim,
2-begenmedim, 3-normal, 4-begendim, 5-¢ok
begendim) olacak sekilde puanlanmis ve elde edilen
puanlarin ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplanarak oriimcek agi diyagraminda
raporlanmistir (Bernat ve ark. 2015).

istatistiki analizler

Analiz i¢in denemeler 3 paralel 3 tekerriir olarak
planlanmistir. Elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi i¢in Minitab (Version 17, State
College, PA, ABD) paket programi kullanilmistir.
Deneylerden elde edilen veriler tek yonlii varyans
analizine (ANOVA) tabi tutularak ortalama degerler
arasindaki farklarin istatistiksel olarak
degerlendirilebilmesi i¢in Tukey ¢oklu karsilastirma
testi uygulanmistir (p<0,05).

3.Tartisma ve Sonug¢

Kontrol ekmek ve Spirulina platensis tozu katkilt
ekmeklerin i¢ goriintimii Sekil 2°de gosterilmektedir.

Sekil 2. Kontrol ekmek ve Spirulina platensis tozu katkili ekmeklerin i¢ gortintimii (a:Kontrol ekmek, b:%0,1
SPT katkili ekmek, ¢:%0,5 SPT katkili ekmek, d: %1 SPT katkili ekmek, e: %3 SPT katkili ekmek) SPT:

Spirulina platensis tozu
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Kontrol ekmegin i¢ yapisi Spirulina platensis tozu
katkili ekmeklere gore daha homojen bir yapidadir.
Kontrol ekmek ve %0,1-0,5-1,0-3,0 oranlarinda

Spirulina platensis tozu katkili ekmeklerin protein
degerleri Cizelge 1°de gosterilmektedir.

Cizelge 1. Kontrol grubu ve Spirulina platensis tozu katkili ekmeklerde protein ve toplam fenolik madde miktari

ekmek nem miktar1: %38)
(

Ekmek Protein miktar Toplam fenolik madde
(%) (mmol GAE /g)
Kontrol 7,54+0,57¢ 118,22+5,01b
%0.1 SPT katkili 8,53+0,08b 139,43+11,37ab
%0.5 SPT katkil 8,64+0,09b 152,15+10,77a
%1 SPT katkil 9,18+0,07b 162,76+12,87a
%3 SPT katkili 9,97+0,08a 167,61+16,02a

SPT: Spirulina platensis tozu. Ayni siitunda belirtilen farkli harfler anlamli farkliliklari ifade etmektedir (p<0,05)

Spirulina platensis tozu %60 oraninda protein
icermektedir (Giiroy 2019). Yapilan istatiksel
degerlendirmeler sonucunda ekmegin protein
degerleri arasinda eklenen Spirulina platensis tozu
miktara gore istatistiki olarak 6nemli degisimler
tespit edilmistir (Cizelge 1) (p<0,05). Cizelge 1’e
gore en fazla protein miktart %9,97 ile %3 Spirulina
platensis tozu katkili ekmekte, en diisiikk protein
miktari ise %7,54 ile kontrol ekmeginde bulunmustur.
Bunun nedeninin, Spirulina da bulunan yiiksek
protein icerigi oldugu soylenebilir. Karaagaoglu ve
ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada kontrol
ekmeklerinde protein miktart %7,8-9,1 arasinda
bulunmustur. Yapilan baska bir arastirmada ise
kontrol ekmeginde %38,18, %1 Spirulina tozu katkilt
ekmekte %38,53 ve %3 katkili ekmekte ise %9,98
oraninda protein tespit edilmistir (Hafsa ve ark.
2014). Giin (2019) ¢alismasinda Spirulina platensis
ilaveli fonksiyonel biskiivi ve kraker iiretmeyi
amaglamistir. Biskiiviye %2,5 ve %4 oranlarinda,
krakere ise %2,5 ve %5 oranlarinda Spirulina
platensis tozu ilave edilmistir. Kontrol 6rneginde
%5,85 oraninda protein, Spirulina plantesis ilaveli
biskiivide ise %9,18 protein artis1 ve kontrol 6rnegi ile
arasinda %56,92 oraninda fark, krakerde ise kontrol
orneginde %11,34, Spirulina plantesis ilaveli
krakerde %16,27 protein artisi ve kontrol 6rnegi ile
arasinda %43,47 oraninda fark gortilmustir. Kisa
(2019) tarafindan yapilan ¢alismada ise %30 oraninda
Spirulina tozu ilave edilen eristede protein igerigi
%29 olarak bulunmus ve kontrol 6rnegine gére %100
oraninda artig gorilmiistiir. Elde edilen bu sonucun
Spirulina  tozunun (%66-70) protein oraninin

ylksek olmasindan kaynaklandig: distintilmektedir.
Yaptigimiz calismada da literatirde yapilan
calismalara benzer sekilde ekmek formiilasyonuna
katilan Spirulina tozu miktarmin artmasi ile artan
protein miktar1 tespit edilmistir. Dolayisiyla,
Spirulina platensis katkili ekmeklerin bugday
unundan hazirlanmis ekmeklere gore protein
miktarlar1 daha yiiksek olmustur.

Kontrol ekmek ve %0,1- 0,5- 1,0- 3,0 oranlarinda
Spirulina platensis tozu katkili ekmeklerin toplam
fenolik madde miktar1 Cizelge 1°de gosterilmektedir.
Yapilan istatiksel degerlendirmeler sonucunda
ekmegin toplam fenolik madde miktar1 degerleri
arasinda eklenen Spirulina platensis tozu miktarina
gore istatistiki olarak 6nemli degisimler tespit
edilmistir (Cizelge 1) (p<0,05). Cizelge 1’e gére en az
toplam fenolik madde miktart 118,22 mmol GAE /g
olarak kontrol ekmek, en fazla toplam fenolik madde
miktar1 167,61 mmol GAE /g olarak %3 Spirulina
platensis tozu katkili ekmekte bulunmustur. Aydemir
(2019) tarafindan yapilan c¢alismada Spirulina
platensis ile hazirlanan yogurtlarin kontrol grubu
yogurtlara goére toplam fenolik madde miktar1 daha
yuksek bulunmustur. Yapilan bagka bir calismada ise
kontrol ve 5, 10, 20 g Spirulina/100 g un oranlarinda
Spirulina ilave edilmis makarna formiilasyonundaki
toplam fenolik madde miktar1 sirasiyla 0,24, 0,55,
0,76, 1,05 mmol GAE /g olarak bulunmustur.
Makarna formiilasyonuna ilave edilen Spirulina
miktarmin artmasi ile toplam fenolik bilesik madde
miktarminda arttigini belirtmislerdir (Marco ve ark.
2014). Yaptigimiz ¢aligsmada da ekmek
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formulasyonuna katilan Spirulina platensis tozu
miktart arttikea Spirulina platensis tozu igerisinde
bulunan fenolik bilesiklerden kaynakli ekmekteki
toplam fenolik madde miktar1 da artmistir.

a

Tam bugday unlu ekmekten izole edilen kif tiiriiniin
PDA besiyerinde gortiiniimii ve sporlarinin 151k
mikroskobundaki gortuntisit Sekil 3’de
gosterilmektedir.

Sekil 3. Tam bugday unlu ekmekten izole edilen kif tiirliniin goriintlisii (a: PDA (patates dekstroz agar)
besiyerindeki goriiniimii, b: 1zole kiif sporlarinin 151k mikroskobundaki goriiniimii)

Thoma laminda yapilan sayim sonucunda tam bugday
unlu ekmekteki kiif sporu sayist 6,4x107 kob/ml
olarak bulunmustur (Sekil 3-b). 10-5 oraninda
seyreltilmis izole kiif tiirlintin spor sayilar1 %0,1
Spirulina tozu katkilt PDA besiyerinde 1,8x107

kob/ml, 9%0,5 Spirulina tozu katkili PDA besiyerinde
2,5x107 kob/ml, %1,0 Spirulina tozu katkili PDA
besiyerinde 2,7x107 kob/ml ve %3,0 Spirulina tozu
katkili PDA besiyerlerinde 3,2x107 kob/ml olarak
bulunmustur (Sekil 4).

Sekil 4. 10-5 oraninda seyreltilmis izole kiif sporlarinin Spirulina platensis katkili PDA (patates dekstroz agar)
besiyerlerindeki goriintiisii (a:%0,1 SPT katkili PDA besiyeri, b:%0,5 SPT katkili PDA besiyeri, c: %1 SPT

katkili PDA besiyeri, d: %3 SPT katkili PDA besiyeri)

SPT: Spirulina platensis tozu

Kif gelisimi inhibisyon oranlar1 Cizelge 2’de
verilmistir. Yapilan istatiksel degerlendirmeler
sonucunda Spirulina platensis tozu katkili PDA
besiyerlerinde izole kiif tlirtintin gelisim inhibisyon
oranlari arasinda istatistiki olarak onemli degisimler

tespit edilmistir (Cizelge 2) (p<0,05). Spirulina
platensis tozunun fikosiyanin verimi 575,12 mg/g
iken fikosiyanin konsantrasyonu 2,35 mg/mL’dir
(Giiroy 2019). Spirulina platensis fenolik asitlerinin
aktivitesi kimyasal yapilan ile ilgilidir; Spirulina
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fenolik bilesiklerinin yapisal 6zelliklerine dayanarak,
yaprak ekstraktlar1 antifungal kapasiteler gosterebilir
(Pagnussatt ve ark. 2014). Kontrol PDA besiyerindeki
kuf sporlar1 sayisi ile farkli oranlarda Spirulina
platensis tozu ilaveli PDA besiyerlerindeki kiif
sporlar1 sayist oranlanarak kiif gelisim inhibisyon
oranlar1 bulunmustur. %0,1 Spirulina platensis tozu
katkili PDA besiyerinde %29,17, %0,5 Spirulina
platensis tozu katkili PDA besiyerinde %40,11, %1,0
Spirulina platensis tozu katkilt PDA besiyerinde
%42,19 ve %3,0 Spirulina platensis tozu katkili PDA
besiyerinde %350,52 oraninda kiif gelisimini inhibe
ettigi bulunmustur (Cizelge 2).

Spirulina’daki fenolik bilesiklerin antifungal
etkisinin arastirildigi bir ¢calismada kif inhibisyonu
tizerinde etkili olan kalsiyum propionatdan
Spirulina’daki fenolik bilesiklerin etkinliginin 1,5 kat
daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Spirulina
platensis’in igerdigi fenolik bilesiklerin, kif
gelisimini %20,2 oraninda inhibe ettigini
belirtmislerdir (Christ-Ribeiro ve ark. 2019).

Ekmeklere eklenen mikroalg sayesinde ekmegin su
tutma kapasitesinin artmasiyla raf émriiniin uzadig
gorlilmustiir (Danesi ve ark. 2010).

Ak ve ark. (2016) tarafindan Spirulina ilave edilerek
zenginlestirilen ekmegin besinsel ve fizikokimyasal
niteliklerini arastirdiklar1 ¢alisma sonucunda, oda
kosullarinda depolanan Spirulina tozu katkil1
ekmekte kif gelisimi olmamasina ragmen, kontrol
grubundaki toplam kiif sayim1 2,74 + 0,06 log kob / g
olarak bulunmustur. Bu sonug ise Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Y onetmeligi'nde tanimlanan
ekmek i¢in 1,0x102 kob/ g sinirindan daha fazladir
(Anonim 2011). %10 Spirulina ilavesinin ekmegin raf
Oomrinii olumsuz olarak etkilemeden beslenme
kalitesini artirabilecegini belirlemislerdir. Spirulina
ilavesinin oda kosullarinda saklanan ekmegin kiif
gelisiminin engellenmesi tizerinde olumlu etkileri

oldugunu tespit etmislerdir. Ekmege katilan Spirulina
platensis tozu oraninin artmasi ile kif gelisimi
inhibisyon oraninin arttigi tespit edilmistir. Yapilan
baska bir arastirmada ise Spirulina tozu ilave edilmesi
fonksiyonel ekmeklerin, ekmegin kalite 6zelliklerini
iyilestirmesi ve uzun siire depolanmasi
amaclanmistir. Toplam bilesen miktarina ti¢ farkl
Spirulina tozu (%0,4- 0,8- 1,2) ilave edilmis ve %0,4,
%0,8 ve %]1,2 Spirulina tozu ilave edilen ekmekler,
strasiyla 1 giin, 5 giin ve 7 gin siireyle saklandigini
belirtmislerdir (Ji-Yeon ve ark. 2011). Calismada
ilave edilen Spirulina miktar1 arttik¢a raf dmriiniin de
arttig1 goriilmektedir. Spirulina’nin antifungal 6zellik
gosterdigi yaptigimiz calismada da goriilmektedir.
Zlateva ve Chochkov (2019) tarafindan yapilan
calismada Spirulina platensis igerdigi
hidrokolloidlerin unlu mamiillerin depolanmasi
sirasinda nem kaybini azaltarak ekmegin raf 6mrini
uzattigl, hamur 6zelliklerini ve ekmek kirmtisinin
dokusunu iyilestirdigini belirtmislerdir. Una agirlikca
%2 ve %4 miktarinda Spirulina platensis'in ilave
edilmesinin, ekmek kirintisinin plastik 6zelliklerinde
iyilesme oldugunu ve kontrol 6rneginden daha uzun
stire raf omriine sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Yaptigimiz calismada da literatiirde yapilan
calismalara benzer sekilde ekmege ilave edilen
Spirulina platensis’in igerdigi fikosiyaninlerden
dolay1 izole edilen kif tiiriniin gelisimini belli
oranlarda inhibe ettigi goriilmektedir. Spirulina
platensis tozu ilave edilen ekmeklerin fark
edilebilirligini ve kabul edilebilirligini belirlemek
icin yapilan duyusal analiz sonuglar1 panelistlerin
duyusal degerlendirme formunda tanimlanan i¢ ve dig
renk, gozenek yapisi, tekstiirel 6zellik, koku,
cignenebilirlik, lezzet 6zellikleri ve genel begeni gibi
kelimelerin bulundugu cetvelde verdikleri cevaplarin
istatiksel degerlendirmeleri sonucu belirlenmistir

(Cizelge 3).

Cizelge 3. Kontrol grubu ve Spirulina platensis tozu katkili ekmeklerin duyusal analiz sonuglar1 ortalamasi

ve standart sapmast

Kontrol SPT 0,1% SPT 0,5% SPT 1% SPT 3%
I¢c Renk 4,9+0,3a 4,3+0,9ab 3,5+1,1bc 3,4+1,1bc 2,4+1,3¢c
Dis Renk 4,7+0,7a 4,4+1,0a 3,8t1,4a 3,3+1,4ab 2,3£1,2b
Gozenek Yapisi 4,2+0,8a 4,3+0,7a 4,3+0,7a 3,6+0,5ab 2,8+1,2b
Tekstiirel Ozellik | 4,3+0,5a 3,9+0,6ab 3,7+0,5ab 3,1£0,7b 3,0£1,2b
Koku 4,5+0,7a 4,1+0,9a 3,7+0,8ab 3,4+1,1ab 2,8£1,2b
Cignenebilirlik 4,6%1,0a 4,2+0,8ab 4,4+0,5abc 3,4+1,0bc 3,2+0,9¢
Lezzet 4,6+0,5a 4,2+1,0a 3,9+1,4ab 3,3+1,2ab 2,8+0,9b
Genel Begeni 4,5+0,5a 4,2+0,9ab 3,8+0,9ab 3,2+0,9bc 2,7£0,9¢

SPT: Spirulina platensis tozu. Ayn satirda belirtilen farkli harfler anlamli farkliliklar: ifade etmektedir (p<0,05)
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Cizelge 3’de goriildigi tizere ekmek orneklerinin
duyusal 6zelliklerine ait sonuclar1 incelediginde
farkli miktarlarda Spirulina platensis tozu igeren
ekmeklerin duyusal ozelliklerinde istatistiki olarak
onemli degisimler oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
Duyusal analiz sonuglarina gore ekmek
formiilasyonuna katilacak kabul edilebilir Spirulina
platensis tozu orant %0,1-0,5 olarak belirlenmistir.
Ji-Yeon ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada
duyusal analiz sonuglarin gore kontrol ve Spirulina
tozu katkili ekmekler (%0,4- 0,8- 1,2) arasindan %0,8
Spirulina tozu ilave edilen ekmegin daha ¢ok tercih
edildigi gortlmistiir. Yaptigimiz c¢alismada kabul
edilebilir Spirulina platensis tozu oranin daha diistik
bulunmas: duyusal analizlerin 6grenciler tizerinde
yapilmast ve toplumlarin yemek kiiltiirlerinin farklt
olmasindan kaynakli olabilecegi dustiniilmektedir.
Yaptigimiz calismada uygulanan fermantasyon stiresi
ve sicakligi, Ak ve ark. (2016) tarafindan ekmek
tretiminde uygulanandan farklidir. Dolayisiyla
ekmeklerde fermantasyon siirecinde alkoliimsii koku
meydana gelmistir. Spirulina platensis katkil
ekmeklerde olusan kokudan dolay1 da %0,1 katkili
ekmek panelistler tarafindan daha ¢ok tercih
edilmistir.

Yapilan bu ¢alismada Spirulina platensis tozu katkilt
ekmeklerde fizikokimyasal, duyusal analizler
yapilmig ve raf mriinti belirlemek i¢in antifungal etki
incelenmistir. Ekmek formiilasyonuna protein ve
fenolik miktar1 yiiksek olan Spirulina platensis tozu
ilave edilerek fonksiyonel bir {riin hale getirilmesi
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ekmekteki fungal gelisimi zayiflatmasi tizerinde
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Amag: Tahil ve tirtinleri igerdikleri Gliiten nedeni ile bazi insanlarda rahatsizliklara neden olabilmektedirler. Bu
hastaliklardan biri olan ¢6lyak, bugday, ¢cavdar, arpa ve bazen de yulaf iirtinlerinin tiiketimi sonucu bagirsakta
ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Hastaligin nedenini olusturan temel etken gliiten proteininin gliadin adli alt
fraksiyonudur. Hastaliga sebep olan gliiten fraksiyonlari gliitenin ve gliadinlerdir. Gliitenin kendi igerisinde ®5,

LMW ve HMW olmak tizere {i¢ alt fraksiyona ayrilmaktadir. Gliadinler ise a(Alfa), ®(Omega), B(Beta) ve
v(Gamma) olmak tizere dort fraksiyondan olusmaktadir.

Materyal ve Yontem: Bu calismada ¢Olyak hastalarina 6zel olarak iiretilen gidalarin analizlerinde
kullanilabilecek ve yasal limitler olan 0-20 mg/kg ile 20-80 mg/kg araliklarinda LOD degerine sahip
kromatografik bir yontem gelistirilmeye ¢aligilmistir.

Bulgular ve Sonug: Yapilan HPLC c¢alismalarinda LOD degeri 31,94mg/kg, LOQ degeri ise 106,47mg/kg
diizeylerinde metot performanslari elde edilmistir. LC MS/MS calismalarinda elde edilen LOD degeri 19,24
mg/kg, LOQ degeri ise 64,13 mg/kg olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Colyak Hastaligi, ELISA, Gliiten, HPLC, LC-MS/MS

Abstract

Objective: Cereals and products may cause disorder in some people due to the Gluten they contain. Celiac, one
of these diseases, is a disease that occurs in the intestine as a result of consumption of wheat, rye, barley and
sometimes oat products. The main cause of the disease is the sub-fraction of gluten protein called gliadin. The
gluten fractions that cause disease are gliiten and gliadins. Gluten is divided into three sub-fractions: w5, LMW
and HMW. Gliadins consist of four fractions: o (Alpha), ® (Omega), B (Beta) and y (Gamma).

Marerials and Methods: In this study, it was tried to develop a chromatographic method that can be used in the
analysis of foods specially produced for celiac patients and has an LOD value between 0-20 mg / kg and 20-80
mg/kg, which are legal limits.

Result and Conclusion: In the HPLC studies, the method performances were obtained at the LOD value of
31,94 mg/kg and the LOQ value at 106,47 mg/kg. LOD value obtained in LC MS/MS studies was determined
19,24mg/kgand LOQ value 64,13mg/kg.

Key words: Deliac Disase, Gluten, HPLC, ELISA, LC-MS/MS
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1.Giris

Beslenmemizde 6nemli bir yer tutan tahil ve tirtinleri
bazi insanlarda rahatsizliklara neden olabilmektedir.
Tahil kaynakli hastaliklardan biri olan ¢élyak,
bugday, cavdar, arpa ve bazen de yulaf liriinlerinin
tiketimi sonucu bagirsakta ortaya cikan bir
hastaliktir. Hastaligin nedenini olusturan temel etken
gliiten proteininin gliadin adl1 alt fraksiyon olup, risk
grubunda yer alan ¢6lyak hastalarinin tiikettikleri
riinlerde bu proteinlerin uygun limitler igerisinde
olup olmadigi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle
gliiten analizleri i¢in hassas bir metoda ihtiyag
duyulmaktadir. ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) metodunun hassasiyeti ve Olg¢lim
sonuglarmin saliim gostermesi gibi dezavantajlar
ortadan kaldiracak kromatografik bir yontem
arayisina girilmis ve HPLC (Yiiksek Performanslh
Si1vi Kromotografisi) ve LC MS/MS (Sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle
spektrometresi) metotlar1 ile kiyaslamasi ihtiyaci
dogmustur. Bu amag¢ i¢cin ELISA-HPLC ve LC-
MS/MS metotlarmin validasyonlari tamamlanmis ve
metotlar aras1 performans kiyaslamalar1 olusturulan
bu metotlar iizerinden yapilmistir. Gerek HPLC
gerekse de LC-MS/MS metotlar1 i¢in yapilan
calismalardan sonra TGK 2012/04’e gore gliiten
icerigi yoniinden sinirlandirilmis olan ¢ok diisiik
gliitenli ve gliitensiz tirtinlerin analizleri i¢in numune
hazirlama asamasinda iyilestirme yapilmas: gerekli
gorilmustiir.

2. Gliiten Proteinini
2.1. Gliiten Proteinini ve Toksititesi

Tahil depo proteinleri etanolde ¢6ziinebilen
prolaminler ve polimerik gliiteninler olmak tizere
baslica iki gruptan olusmaktadir. Prolaminler
bugdayda gliadinler, ¢avdarda sekalinler, arpada
hordeinler, yulafta aveninler olarak
adlandirilmaktadir. Misirda ise bu fraksiyon zeinler
olarak ifade edilmektedir ve ¢olyak hastalari igin
toksik degildir (Ciclitira ve ark. 2005). Uriinlere gore
gliiten proteini ve alt fraksiyonlart Sekil 1’de yer
almaktadir.

| cereal grain proteins ||

I-.uB:umins] :glnbulln:: :prwrrlns: i:glulclir-s-]

[ gliadins | glutenins ]
—_{wheat]) | {wheat)
| hordeins |

[~ |_{barley} |
_:'smllns]
I__{rye)
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|_foatsy |
L zeins |
|_feormy

Sekil 1. Gliiten proteini ve alt fraksiyonlar1 (Sealey-
Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008)

Bugdayda depo proteinlerinin biiyiik bir kismini
gliiten proteinleri olusturmaktadir (toplam proteinin
%80-85"). Gliiten proteinleri ise tahil tanesindeki
depo proteinlerinin prolaminler alt sinifina dahildir.
Endospermde bulunan Gliiten proteinleri nisasta
graniillerinin etrafinda stirekli bir matriks
olusturmaktadir. Gliiten proteinleri su veya tuzlu suda
coztinmez nitelikte olup, monomerik gliadinler ve
polimerik gliiteninler olmak {izere iki fraksiyondan
olugmaktadir. Bu iki fraksiyon tanede hemen hemen
esit oranlarda bulunmaktadir (Goesaert ve ark. 2005).
Ayrica gliadinler; a, 8, Y ve o olarak alt fraksiyonlara
da ayrilmaktadir (Ciclitira ve ark. 2005).

Yapilan ¢aligsmalar sonucunda gliadin fraksiyonunun
¢olyak hastalart i¢in toksik, Gliitenin fraksiyonunun
ise daha az toksik oldugu belirlenmistir.
Gliadinlerden de a-gliadinler en toksik olanidir. p ve y
-gliadinler biraz daha diisiik toksisiteye sahip iken, ® -
gliadinler en diusiik toksisiteye sahip gliadin
fraksiyonudur (Ozkaya 1999). Bu fraksiyonlar Sekil
2’de yer almaktadir.

Peptides 1-7 represent all classes
of wheat gluten proteins

[ wheat gluten ]
proteins

( gliadins 1 [ glutenins 1
|_(monomers) | (polymers)

w-gliadins y-gliadins a/B- gliadins LMmw HMW

subunits subunits

peptide 1 peptide 2 peptide 1
peptide 2

peptide 3

peptide 3 peptide 3

peptide 4 peptide 5

peptide 6 peptide 6

peptide 4 peptide 7

Sekil 2. Bugday gliitenini ve alt fraksiyonlar (Sealey-
Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008)

Her gecen giin degisen beslenme aliskanliklarina
ragmen tahil ve tritinleri diinya niifusunun
beslenmesinde halen 6nemini korumaktadir.
Beslenmemizde 6nemli bir yer tutan tahil ve iiriinleri
bazi insanlarda rahatsizliklara neden
olabilmektedirler. Colyak hastaligi; gliiten ve diger
tahillardaki benzer proteinlerin tiiketilmesi
sonucunda ortaya ¢ikan ve "gliitene hassas bagirsak
sistemi" olarak da bilinen bir gida intoleransidir
(Ozkaya 1999), (Sollid ve Jabri 2005). Bugday,
cavdar, arpa ve bazen de yulaf tirtinlerinin tiikketimi
sonucu bagirsakta ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Hastaligin nedenini olusturan temel etken gliiten
proteininin gliadin adli alt fraksiyonu olup, gliiten
iceren gidalarin tiiketilmesi sonucunda basta
vitaminler ve mineraller olmak tizere viicudun
gereksinim duydugu cesitli besin maddelerinin
emilimi azalmaktadir (Ozkaya 1999, Battais ve ark.
2005). Gliitensiz diyet ile birlikte eksikligi olan
vitamin B,,, folat, demir, kalsiyum, D vitamini
besinsel destek tedavisi olarak verilmelidir (Hopper
ve ark. 2007). Ancak ¢olyak hastalari, gliadinlerin
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homologu olan prolaminleri de i¢eren tritikale, cavdar
ve arpa trinlerinin tiiketiminden de sakinmak
zorundadir. Colyak hastalarinda Gliitenin etkisi ince
bagirsak tizerinde olmaktadir. Sekil 3’de goruldugi
gibi absorpsiyonun yapildig1 ylizey azalip besin alim1
zorlagmaktadir (Ozkaya 1999).

Sekil 3. Sindirim sistemi diyagrami (Niewinski 2008)

Tek tedavi yontemi 6miir boyu siirdiiriilmesi gereken
Gliitensiz diyet uygulamasidir. Bununla beraber
¢Olyak hastalarinin gidalardaki Gliitene hassasiyet
diizeyleri de farklilik gostermektedir. Bazi hastalar iz
miktardaki gliiteni tolere edemezken, digerleri daha
biiylik miktarlarda Gliiteni tolere edebilmektedirler.
Mistr ve piring ise toksik olmayip digerlerinin yerine
kullanilabilmektedir (Urganct 2005, Ciclitira ve ark.
2005).

Onceleri nadir ve kuzey-bati Avrupa’nmin hastalig:
oldugu dustiniilen ¢6lyak hastaliginin, yapilan
calismalarla bugiin biitiin diinyada ¢ok yaygin
oldugu, farkli toplumlarda ortalama %0,3-1 civarinda
gortildugt bilinmektedir (Maki ve Lohi 2004, Farrell
ve Kelly 2002).

2.2.Ticari Analiz Kitleri ve Yeterlilik Test
Sonugclari:

Piyasada ticari olarak bulunan bir ELISA test kiti ile
Fapas T27109AQC nolu negatif gliiten test
materyalinde yapilan analizde teste katilan
laboratuvarlarin %931 dogru sonug bulurken, %7’si
yanlis sonu¢ bulmustur. Yine Fapas T2792B nolu
negatif gliiten test materyalinde yapilan analizde teste
katilan laboratuvarlarin %91°i dogru sonug bulurken
%9’u yanlis sonu¢ bulmustur (Mowat 2003).

Aynm ELISA test kiti Fapas T27106B nolu pozitif
gliiten test materyalinde yapilan analizde, teste
katilan laboratuvarlarin %99’u dogru sonug bulurken
%11 yanlis sonug elde etmistir. 59 mg/kg olan test
materyalinde laboratuvarlar 26,5-79,5 mg/kg
araliginda degisen miktarlarda degerler elde
etmislerdir. Yine Fapas T27109BQC nolu pozitif
gliiten test materyalinde yapilan analizde, teste
katilan laboratuvarlarin %98’1 dogru sonug bulurken
%2’s1 yanlis sonug elde etmistir. 72,6 mg/kg olan test
materyalinde laboratuvarlar 38,1-114,3 mg/kg
araliginda degisen miktarlarda degerler elde
etmislerdir (Anonim 2012b).

Kullanilan ticari ELISA test kiti; negatif var/yok
Fapas test materyalindeki analizlerde yaklasik %8
yanlig sonug vermistir. Yine bu test kitinde yapilan
miktar analizlerinde tirtine gore %18 ile %36 arasinda
bir sapma goriilmektedir (Mowat 2003).

Bu sapma ylizdelerinin TGK 2012/04’e gore gliiten
icerigi yoniinden sinirlandirilmis olan ¢ok diisiik
gliitenli ve gliitensiz gida numunelerinin
degerlendirilmesinde yanlis yorumlara neden
olabilecegi goz ardi edilmemelidir. FAPAS
testlerinden elde edilen sonuglarin sapmalarina gore
ELISA metodunun daha hassas bir metot ile
dogrulanmas1 gerekliligi 6ne ¢ikmaktadir.

(Cizelge 1).

Cizelge 1. ELISA test kiti ile yapilan FAPAS analiz sonuglari

Uriin Kalitatif Sonuc (%) Kantitatif sonuc (mg/kg)
Materyal Cesidi LS LG Dogru Yanhs Ortalama Arahk Sapma (%)
Gliiten Kek T27109AQC 93 7 - - -
negatif Soya T2792B 91 9 - - -
Gliiten pozitif Kek T27109BQC 98 2 72,6 38,1-114,3 36
Soya T27106B 99 1 59 26,5-79,5 18

Kullanilan metotlardaki ¢alismalarin temeli gliiten
proteinini, fraksiyonlar1 tizerinden karakterize
etmektir. Bunun i¢in kromatografik ve jel elektroforez
gibi teknikler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada diger
ekstraksiyon yontemlerinden farkli olarak protein
ekstraksiyonunda enzim protein oranit ve enzim
muamele siiresi optimize edilmistir. Literatiirlerde
belirtilen metotlar ile gliiten fraksiyonlarinin yapisal

ozellikleri, toplam gliiten igerisindeki her bir
fraksiyonun yiizdece orani, bazi uygulamalarin (ist,
emiilsiifiyer vb) etkileri gibi konular incelenmistir.
Calismada gliadin ve gliiteninin alt fraksiyonlar
niceliksel olarak analizleri yapilarak toplam
fraksiyon miktarindan gliiten miktara ulasilmistir

(Cizelge2).
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Cizelge 2. Gliiten analizinde uygulanan yontemler ve caligma ile iliskisi

Literatiir Kullanilan yontem Calismanin amaci Calisma ile iliskisi
Van Eckert ve RP-HPLC, SE-HPLC, RP- Farkli unlardaki gliiten fraksiyonlarini Calismalarda gliiten
ark. 2006 HPLC-ESI-MS, MALDI-TOF, farkli yontemler ile inceleyerek cesitler | fraksiyonlarinin
iizerine etkilerini belirlemek tespitinde kullanilan
Kieffer ve ark. | RP-HPLC, SDS-PAGE Farkli bugday unlarinda basing ve metot, arastirmada
2012 sicaklik uygulamalarinin gliiten lizerine segilen metot ile
etkisi gozlemlemek p?ralelhk .
Gomez ve ark. | RP-HPLC, SDS-PAGE Farkli bugday unlarinda gostermektedir.

2012 emiilsiifiyerlerle ¢6ziinebilir
proteinlerini analiz etmek
3. Materyal ve Metot
3.1. Materyal

Calismalarda kullanilmak tizere Biyomatik
(http://www.biomatik.com) firmasindan temin edilen
Cizelge 3°de yer alan sentetik peptitler segilmistir.

Cizelge 4’te belirtilen limitler igerisindeki 6rnekleri
analiz edebilecek sekilde metotlar valide edilmistir.

Cizelge 3. Calismada kullanilacak sertifikali referans maddeler (Sealey-Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008).

Peptid Dizilim Lot numarasi Molekiiler Formiil OS/aﬂlk N!olekuler

o agirhk

Pl  [LQPONPSQQQPQEQVPL P160121-WF348380 Cg4H135N25029 98.26 1959.16

P2 | TQQPQQPFPQQPQQPFPQ P160121-WF348381 Co7H141N27029 98.24 |2149.37

P3  [VPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL P160121-WF208016 Ci09H175N31035 98.19 12479.80

P4 | RPQQPYPQPQPQY P160121-MX304197 C74H107N21021 98.13 1626.81

PS5 | QPQQPFPQTQQPQQPFPQ P160121-MX348382 Co7H141N27029 98.89 12149.37

P6  |PQQSFP P160121-MX493719 C32H46N5O10 98.87 1702.77

P7 | QPQQPLPQPQQPF P160121-MX348384 C70H105N19020 98.53 1532.73

Cizelge 4. TGK 2012/4 Tebliginde belirtilen “cok diisiik gliitenli” ve “gliitensiz” tirtinler i¢in sinir degerler

Ana Uriin Gurubu
Gliitensiz
Cok Diisiik Gliitenli

Sinir deger
<20 mg/kg
20-80 mg/kg

3.2. Metot
3.2.1. ELISAMetodu

Calismada ELISA metodu i¢in kullanilacak
validasyon parametreleri ISO 5725 (Accuracy of
Measurement Methods and Results Package) ve
21748 (Guidance for the use of repeatability,
reproducibility and trueness estimates in
measurement uncertainty estimation) standartlari ile

Eurachem (2012) talimatlarina gore seg¢ilmistir.
ELISA yonteminin validasyonunda test edilen
parametreler Cizelge 5°de verilmistir. Metot
validasyonu caligsmalar1 asagidaki gibi
gerceklestirilmistir.

Cizelge 5. ELISA yotemi icin metot validasyon parametreleri

ELISA Validasyon Parametreleri
Olgiim Limiti (LOD)
Tespit Limiti (LOQ)
Tekrarlanabilirlik
Tekrartiretilebilirlik

Limit Belirleme

Kesinlik

Aciklama

3xSD

10 x SD

12 caligma

3 giin 6’sar ¢aligma
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3.2.1.1.Numunenin Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon

Homojenize edilmis 6rnekten 0,25 g tartilir, tizerine
2,5 mL ticari kit ekstraksiyon soliisyonu eklenir.
Tipiin kapagi kapatilarak iyice karistirilir. Tim gida
orneklerinde ortak olarak ekstraksiyona asagidaki
sekilde devam edilir: 60°C’deki su banyosunda 15 dk
inkiibe edilir. Orneklerin sogumasi beklenir. %68 lik
2-propanolden 7,5 ml eklenir ve iyice karstirilir.
60°C’deki su banyosunda 10 dk inkiibe edilir. 2500 g-
force’de 10 dk santrifiij edilir. Ustteki siipernatant
almarak baska bir viale aktarilir. Bu siipernatant,
baska bir kaba alinip agzi sikica kapatildiktan sonra
25°C’de karanlikta 8 hafta boyunca saklanabilir.
Ornek, 1:12,5 oraninda (1+11,5/80 ul +920 pl) rnek
diliisyonu ile seyreltilir ve son seyreltme faktorii 500
olmaktadir. Hazirlanan son triinden her bir kuyucuk
icin 100°er pl kullanilir. Bu amagla yapilacak olan
metot validasyonunda test edilecek parametreler
Cizelge 7°de verilmistir.

3.2.1.2. ELISA Kit Prosediirii

3.2.1.2.1.0rnek Diliisyon Cozeltisinin
Hazirlanmasi

Ornek diliisyon ¢ozeltisi konsantre olarak
bulunmaktadir. Gerekli oldugu kadariyla 1:5 (1+4)
oraninda distile su ile seyreltilir (6rnegin, 3 mL
konsantrat+12 mL distile su).

3.2.1.2.2. Antikor Enzim Konjugatinin
Hazirlanmasi

Konsantrat olarak bulunmaktadir. Seyreltilmis enzim
konjugat ¢ozeltisinin stabilitesinin diistik olmasi
nedeniyle sadece ihtiya¢ duyulan kadari
seyreltilmelidir. Pipetleme isleminden 6nce, konjugat
konsantresi dikkatli bir sekilde c¢alkalanmalidir.
Konjugat konsantrati distile su ile 1:11 (1+10)
oraninda seyreltilmelidir. Kullanilan suyun, gliadin
ile kontamine olmadigindan emin olunmalidir.

3.2.1.2.3.Yikama Tampon Cozeltisinin
Hazirlanmasi

Kullanimdan 6nce, tampon, distile su ile 1:10 (1+9)
oraninda seyreltilir (6rnegin, 100 mL tampon
konsantrati + 900 mL distile su). Seyreltme
Oncesinde, tamponda olusan kristaller 37°C’lik su
banyosunda ¢6zlindiirtiliir. Coztindiirtilmiis tampon,
2-8°C’de 4 hafta boyunca stabil olarak kalabilir.

3.2.1.2.4. Test Prosediirii

Standartlar ve drnekler i¢in yeterli sayida mikrotiter
kuyucugu plakaya yerlestirilir (Standart ve 6rnek
pozisyonlari, bir kenara not edilmelidir). Belirlenmis
kuyucuklara her bir standart ¢6zeltisinden veya
hazirlanmis Ornekten 100’er pl eklenir ve oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilir (20-25°C). Kuyucuk

icerisindeki sivi dokiilerek, absorban kagidi
kullanilarak, mikrokuyucuk plakasi1 dikkatli bir
bigimde ters diiz edilir (her defasinda 3 kez). Boylece,
mikrokuyucuklar i¢erisinde sivi kalmadigindan emin
olunur. Mikrokuyucuklarin tamami 250 pl
seyreltilmis tampon ¢ozeltisi ile doldurulur ve sivi
tekrar bosaltilir. Ayni islem iki kez daha tekrarlanir.
Her kuyuya 100 pl diliie edilmis (1:11=1+10) enzim
konjugat konulur ve oda kosullarinda 10 dk inkiibe
edilir (20-25°C). Kuyucuk igerisindeki sivi
dokiilerek, absorban kagidi kullanilarak,
mikrokuyucuk plakasi dikkatli bir bigimde ters diiz
edilir (her defasinda 3 kez). Boylece,
mikrokuyucuklar igerisinde s1vi kalmadigindan emin
olunur. Mikrokuyucuklarin tamami 250 pl
seyreltilmis tampon ¢ozeltisi ile doldurulur ve sivi
tekrar bosaltilir. Ayni islem iki kez daha tekrarlanir.
Her bir kuyucuga 50 pl substrat ve 50 ul kromojen
eklenir. Plaka, dikkatli bir sekilde ¢alkalanarak, oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 10 dk boyunca
inkiibe edilir (20-25°C).Her bir kuyucuga 100 pl stop
soltisyonu konularak iyice karistirilir ve absorbansi
450 nm'de ol¢iliir. Buislem 30 dk icinde yapilmalidir.

3.2.1.2.5. Sonu¢ Hesaplama

Ticari ELISA kitine uygun yazilim kullanilarak
hesaplanmaktadir. Kalibrasyon grafiginden okunan
gliadin konsantrasyonu pg/kg (ppb), 500 katsayisi ile
carpilir. Elde edilen sonug¢ gliadin degerini
vermektedir. Gliiten degerine gegmek i¢in sonucun 2
ile ¢arpilmasiyla % olarak hesaplanir.

3.2.2. Kromatogtafik Yontemler

Glitenin kromatografik yontemler ile tespiti protein
yapisinin gastrik enzimler ile par¢alanarak peptidlere
ayrilmasi ve elde edilen peptidlerin tespiti ilkesine
dayanmaktadir. Bu ¢alismada bugdayda bulunan
gliitenin pepsin (P), tripsin (T) ve kimotripsin (C)
enzimleri ile pargcalanmasi sonucunda olusan
peptidlerin HPLC-DAD ve LC-MS/MS ile
tanimlanmasi ve miktar tayini yapilmasi
amaclanmistir. Bu amagla kullanilan metot i¢in cihaz
sartlari Cizelge 7’ de verilmistir.

Metot validasyonu ¢aligsmalar1 asagidaki gibi
gerceklestirilmistir. Calismada HPLC ve LC-MS/MS
metodu icin kullanilacak validasyon parametreleri
ISO 5725 (Accuracy of Measurement Methods and
Results Package) ve 21748 (Guidance for the use of
repeatability, reproducibility and trueness estimates
in measurement uncertainty estimation) standartlari
ile Eurachem (2012) talimatlarina gore segilerek
Cizelge 6°da belirtilmistir (Anonim 2012a, Anonim
2017, Anonim 2019).
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Cizelge 6. Validasyon parametreleri

HPLC ve LC-MS/MS Validasyon Parametreleri

R Olgiim Limiti (LOD)
Limit Belirleme o
Tespit Limiti (LOQ)
Dogrusallik R>>0.99
. Tekrarlanabilirlik
Kesinlik Tekrariiretilebilirlik
Gergeklik Kontrolii Geri Kazanim

LC-MS/MS ve HPLC analizleri i¢in numune
hazirlarken i¢in homojenize 6rnekten 1,5 mL tiiplere
30 mg tartim yapildi. pH 7,4 olan fosfat bufer (FB)
icerisinde T:C oranm1 50:50 olan 1000 ppm’lik enzim
karigimindan 1:10 enzim:protein oranlarina gore
uygun miktarlarda eklendi. FB ile 1 ml’ye
tamamlandi. 38°C’de 2 saat siiresince ¢alkalamali
blok 1siticida inkiibasyona tabi tutuldu. 10 dk 3000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda st
fazdan yeterli miktarda alinarak LC-MS/MS’e 10pl,
HPLC’ye 100pl enjeksiyonlar1 gergeklestirildi.

Hesaplama ve sonug Cizelge 2’de belirtilen sertifikali
peptid standartlar1 hassas terazide tartilip 80:20
ACN:Su (90,025 TFA igeren) igerisinde ¢oziilerek
yaklasik 1000 ppm stok ¢o6zeltiler hazirlandi.
Hazirlanan stok standartlardan 100-10-1 ppm
diizeylerinde ¢alisma miksleri olusturuldu.

Miktarsal analizde kullanilacak kalibrasyon egrisinin
olusturulmasi i¢in gliiten igermeyen piring ununa her

Aciklama
3xSD
10 x SD

4 seviye standart
12 calisma

3 giin 6’sar ¢aligma
12 aligma

bir peptid i¢in 2-5-10-25-50-100ppm
konsantrasyonlarinda c¢alisma mikslerinden ilave
yapilarak numune hazirlamadaki islem basamaklari
aynen uygulanmistir. Kalibrasyon standartlarinin
hazirlanmasinda numune hazirlama islem
basamaklar1 bire bir uygulandigindan sonug
hesaplamada herhangi bir seyreltme faktori
kullanilmamustir.

Elde edilen standart kromatogramlarinda peptidlere
ait piklerin olusturduklar1 alanlar toplanarak
(Atoplam) o standart seviyesinin konsantrasyonuna
(Ctoplam) karsilik gelen tek bir veri olarak
degerlendirilmistir. Analizde kullanilan 7 peptid i¢in
toplam konsantrasyon 14-35-70-175-350-700ppm
olarak gerceklesmistir. Bir standarttaki peptiddlerin
toplam alanlar1 alinarak o standardin mg/kg
konsantrastonuna ulasilmistir. Gliiten hesaplama
fraksiyonlarinin toplami, analiz edilen Ornekteki
gliiten degerini vermistir. Cizelge 7’de gliiten
hesaplanmasi 6zetlenmistir.

Cizelge 7. HPLC gliiten fraksiyonlari {izerinden toplam gliiten analizi

Fraksiyonlar Fraksiyon Alani
[08) al
wl,2 a2
a a3
y ad
wb a5
LMW a6
HMW a’
3.2.2.1. HPLC Yontemi

HPLC yontemi ile yapilan metot validasyonu ve
analiz calismalarinda (Kieffer ve ark. 2007)
kullanilan cihaz parametreleri Cizelge 8’de, analiz

gliiten fraksiyonlarin toplam

Standardin Miktari
Toplam Fraksiyon Alan
P Y (mg/kg)
( A tnplam) ( Ctoplam)

her bir seviye standarttaki her bir seviye standart igin
kargilik gelen konsantrasyon

alani

yapilacak olan peptidlerin kromatogramlar1 Sekil
4°de, dogrusalligi gosteren kalibrasyon grafikleri
Sekil 5’de, verilmistir.
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Cizelge 8. HPLC analizi i¢in

Cihaz marka/model

Agilent-HP1100

Kolon ODS2 C18, 4.6x200 mm
Dedektor/Dalga Boyu DAD/220-360 nm
Kolon Sicaklig 50 °C

Enjeksiyon Hacmi 100 uL

Her enjeksiyon dncesi

Kolon temizleme ¢ozeltisi . " .
Her enjeksiyon dncesi

500 pL %0,1°lik (v/v) trifluoroacetic acid (TFA)

Mobil fazlar A Su (99.9%, v/v) + TFA(0.1%, v/v),
B Acetonitrile (99.9%, v/v) + TFA (0.1%, v/v);
Linear Gradient Zaman A% D%
0.00 85 15
25.00 60 40
25.01 0 100
29.00 85 15
Akis hizi 1 mL/dk
Peptid 1 Peptid 2 Peptid 3 Peptid 4
Peptid 5 Peptid 6 Peptid 7

T T T T T T T T
P i 45 H H H

Sekil 4: HPLC cihazinda elde edilen herbir peptid’e ait kromatogramlarin goriintiileri

i . i

] P1,DADTA [ P2 DADTA ] P3, DADTA [J P4 DADTA
[ Area = 0.09445054* Amt -2.9484886 [ Area = 0.24025267*Amt +8.0898331 [ Area =0.17927568"Amt +2.8201523 [ Area = 0.19991568*Amt -4.1883209
Area ] Rel. Res%(1): -12.423 Area 1Rel Res%(1): 16.863 Area JRel Res%(1): 3.330 Area  Rel. Res%(1): -22.471
250 -
80
200 ]
60
150 o
40 100 3
20 50
0 Correlation: 0.99773 0 Correlation: 0.99678 0 Correlation: 0.99928 0 Correlation: 0.99604
T T T T T T T T
500 500 500 00
7 P5, DADTA T_J P6, DADTA 7] P7.DADTA
Area = 0.22805*Amt +5.9416667 Area = 0.10194127*Amt +1.7406591 [ Area=0.17826088"Amt +2.2267181
Area 1 Rel. Res%(2): -2.539 Area JRel. Res%(1): 12.787 Area 3 Rel. Res%(2): 1.406
| “+
2 50 2
200 4
40
150 4
+ 30 +
100 4
20
50 103
04 Correlation: 0.99595 0+ Correlation: 0.99308 0 Correlation: 0.99964
T T T T T T
500 200 500

Sekil 5. HPLC cihazinda yapilan dogrusallik ¢alismasi sonrasinda herbir peptid’e ait elde edilmis dogrusalliklari.
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3.2.2.2. LC-MS/MS

LC-MS/MS yo6ntemi ile yapilan metot validasyonuve ~ peptidlerin dizilimleri Sekil 6-7-8-9-10-11-12'de yer
analiz ¢alismalarinda kullanilan cihaz parametreleri ~ almaktadir. Bu ¢alismada Sealey-Voyksner ve ark.
Cizelge 9°da verilmistir. Peptidlerin kiitle  (2010) ile Niewinski, M. ve ark. (2008) metotlari
spektrometresi analiz parametreleri Cizelge 10°da  kullanilmugtir.

verilmistir. Calismadan kullanilacak olan sentetik

Cizelge 9. Validasyon Parametreleri

Cihaz marka/model Wathers TQD
Mobil fazlar A Su %95 + ACN %5 (%0,025 TFA)
B Su %5 + ACN %95 (%0,025 TFA)
Zaman(dk)  Akig(ml/dk) % A %B
0 0,8 95 5
2 0,8 95 5
. 4,5 0,8 50 50
Gradient 6 0.8 10 90
7 0,8 10 90
7,1 0,8 95 5
10 0,8 95 5
Desolvation gas flow 1000 L/Hr
Desolvation Temperature 600 °C
Capilary Voltage (kW) 4
Anatilik Kolon Cortecs, C18, 2,7 um-4,6x150mm

Cizelge 10. Peptidlerin kiitle spektrometresi analiz parametreleri

Molekiiler agirlik Pl DI DwTms CV  CE
Peptide 1 1959.16 ggg’;gz; 21;?26322) 883 28 ig
Peptide 2 2149.37 }3Z§§Ei§ ??8554 88; % T30
Peptide 3 2479.80 };Zg:iz; ;ég%z(ﬂ) 8:8; 28 2(3)
Peptide 4 1626.81 g}::z; ‘1“2);,14 8:85 28 gg
Peptide 5 2149.37 Z(l);?g:z) ?;232 8:85 28 5(5)
Peptide 6 702.77 33‘;’3 ;gﬁ 8:85 28 §§
Peptide 7 1532.73 ;2;;?2 233 8(0)5 T30

Peptid 1
LaQPQNPsSQQQ|PQEQV PL
b10 b15+2
4] 2302 Quant ion [M+2H]*2

Confirming ion

b15+2 \ b10
866.5
b5 vz

11 582.3 746.0 |7 [As07
b2
o} - ‘

160 260 3b0 460 560 6b0 760 8b0 9‘00 1dOO 1100 1éOO 1500 1400 15‘00 1éOO
ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)

y2

Q

N

Sekil 6. Peptid 1 dizilim
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Peptid 2

y10

TQQPQQPFJPQQPQQPFPQ

b8
1 04 + Product lon (4.297-4.388 min, 12 scans) (1076.0 -> **) peptide 2 ce opt 1076.d
x
1.4 2442 Quaht 1on [M+2H]*2 Confirming ion
1 '2 y2 be v10
1 1076.3
0.8 a4 \ *
0.6 pa 488.3 be v
10+
0.4 358.2 5V98 4 711.6 841.6|956. 1958
0.2 I| : { l } b10
ol | . nl I |

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Sekil 7. Peptid 2 dizilim

Peptid 3

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

v3
RPQQPYPQPQ |PQY
b10
X1 04 + Product lon (4.199-4.305 min, 14 scans) (814.6 -> **) peptide 6 ce opt 814.d
407.3 Quantion [M+2H]-2 Confirming ion
21 PQ- — ¥ / b10
1.5] 226.1 814.5
. o 12218
1
Ve 996.7
0.5/ 115.3 6333 ° X
il ‘. P \‘ | ILII 11 - L
100 200 300 400 500 600

Sekil 8. Peptid 3 dizilim

Peptid 4

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)

v3
RPQQPYPQPQ |PQY
b10
1 04 + Product lon (4.199-4.305 min, 14 scans) (814.6 -> **) peptide 6 ce opt 814.d
x
407.3 Quar;'tsion [M+2H]-2 Confirming ion
2 PQ* — / b10
‘s 226.1 8145
. e 1221.8
i
e 096.7
0.5/ 115.3 6333 ° A
R S SR R ] Ll o : N I — ‘ . .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Sekil 9. Peptid 4 dizilim

Peptid 5

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

y2

QPQQPFJ PQTQQPQQPF (PQ

b6
1 [P @ a2 i 23wy G075 = pepiee 7 oo 10789
x
243 .9| Quant ion
51 _— vy2 Confirming ion
| 488.4 [M+2H]**
41 va 70759
>
3 N\
b11
2 y7 1308.8
726.3]|842.9 -
1 I b8 b9 y12
| |

100 200 300 400 500 ego 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Sekil 10. Peptid 5 d

izilim

ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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.
Peptid 6
y2
PQas |PF
b4
102 | Produetion (5404563 min, 16 scans) (103.4 > =) pepuse 10 co opt 103.a
xX
226.2 Confirzming ion Quant ioh
24 b2 v 354.3 4414/ b4
26313 b3 “7]
1.5q [M+H]
703.5
1 -
198.2
0.5 115.1 326.2
l \ v4 b5
S N 15 AR SV PO A AV O A P R s v o A IR
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
. . o _exe
Sekil 11. Peptid 6 dizilim
o
Peptid 7
v2
QPQaQPLPQ |PQa [PF
b8
«10 4 [+ Product ion (2.662-2.760 min, 14 56ans) (767.1 = **) poptido 9n GE opt.d
1 2¢p2 Quant ion [M+2H]*2
127 4 ¥ Confirming ion
1 v5 b8
0.9 55 9175 / 1270.7
8_8’: 3543 616.3 b6 76:.2 -~ b11
gg g2 502 v’
o R, 241 6) NE] b10
0.34 226.0 1142.8
0.z v1 4824 1051.8
01 1659/ |
o . , - -
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Abundance vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 12. Peptid 7 dizilim

LC-MS/MS de analiz edilen peptidlerin TIC
kromatogramlart ve MRM (Multiple Reaction
Monitoring) gecisleri Sekil 13’de verilmistir.

Elde edilen bu peptidlerin MRM gegisleri ise Sekil
14-15-16-17-18-19-20 *de verilmistir.

Peptidlerin TIC (Toplam Iyon Kromatografisi)

Chromatogram - [17122016_4]

ED File Edit Display Process Tools Window Help = x|
= A s s e s w([@a B0 | @ e« > 53 |

Bugday_sadece_TC_iml

Sekil 13. TIC kromatogramlart ve MRM gecisleri

17122016_4 Sm (Mn. 2x2) 7 MRM of 2 Channels ES+
1004 4.83_ TIC (Peptide_3)
199 Oe3
Area
- e
I )
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) 6: MRM of 2 Channels ES+
100+ ‘215177 TIC (Peptide_2)
Area
- |
o T T T T T T T T |J T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 5.00 7.00 2.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) 5 MRM of 2 Channels ES+
100- 4.62 _ TIC (Peptide_1)
1318 3.06e4
Area
=7 1.60
119 !
© T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 5.00 7.00 8.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) 4: MRM of 2 Channels ES+
1004 428 _ TIC (Peptide_4)
1778 4 68e4
Area
=
o T T T T T T T T —~ T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) 3: MRM of 2 Channels ES+
TIC (Peptide_7)
100+ b
Area
7 A
o alfyon 1|
T T T T T T T T u T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 .00 7.00 8.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) MRM of 2 Channels ES+
457 TIC (Peptide_5)
100+ 103 2.69e3
Area
=3 va
A
o T T T T T T T T L T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 .00 5.00 6.00 7.00 2.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) : MRM of 2 Channels ES+
1004 462 TIC (Peptide_6)
1986 Sed
= aaa 5.02 fares
el 197
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 5.00 7.00 8.00 9.00
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Sekil 14. Peptid 1 yavru iyon

S Al B Diwly Prose Teoh Windew Help BIGI] o Fle Bt Dhplay Proces Tok Window Hely
G aEehkne|ehe@s 3@ aqw|xe s u AR @kt [@a 3G Q Q@ e
Bugday_sadecs_TC_iml Buud%%z_nm_TC_w\
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Sekil 16. Peptid 3 yavru iyon

Sekil 17. Peptid 4 yavru iyon
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Sekil 18. Peptid 5 yavru iyon Sekil 19. Peptid 6 yavru iyon
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4.Bulgular ve Tartisma:
4.1.ELISA Bulgulan
4.1.1.LOD LOQ

En dusiik konsantrasyondaki sertifikali standart
madde ayni giin i¢inde 12 defa analize alinarak elde
edilen sonuglarin standart sapmasinin 3 kat1 LOD,

Cizelge 11. LOD-LOQ sonuglari

10 kati LOQ olarak hesaplanmistir. Cizelge 11°de
LOD-LOQ sonuglar1 verilmistir.

Analistler Analist 1 Analist 2

16,16 15,52
14,46 15,81
16,73 15,09
14,26 14,52
17,19 14,81

15 ppm 15,56 14,62
14,72 14,21
14,90 17,01
14,21 15,33
16,05 16,79
15,93 15,15
16,22 16,62

SD 0,945345
LOD 2,84
LOQ 9,45

4.1.2. Tekrarlanabilirlik

Gliitensiz un numunesine 15 ppm diizeyinde ilave
yapilan 6rnek ayni giin icinde 12 defa analize alinarak

elde edilen sonuglarin % RSD hesaplanmistir. Cizelge
12°de Tekrarlanabilirlik sonuglari verilmistir.

Cizelge 12. Tekrarlanabilirlik sonuglari

Paralel Analist 1 Analist 2

14,72 14,21

14,90 17,01

15 ppm 14,21 15,33

16,05 16,79

15,93 15,15

16,22 16,62

Ortalama 15,34 15,85
SD 0,834444 1,120007
RSD 0,054403 0,070656

n-1 5 5
RSD2 0,00296 0,004992
%RSDpool (kisa donem) 6,31

4.1.3. Tekrariiretilebilirlik

Glitensiz un numunesine ilave yapilan ornek farkli
giinlerde (3 giin) i¢inde 6 defa analize alinarak elde

Cizelge 13. Tekrartiretilebilirlik sonuglart
15 ppm
Giin 1

Giin 2

Giin 3

Ortalama
SD
RSD
n-1
RSD2
%RSDpool (uzun donem)

edilen sonuclarmdan % RSD hesaplanmistir. Cizelge
13°de Tekrartiretilebilirlik sonuglart verilmistir.

Analist 1 Analist 2
16,16 15,52
14,46 15,81
16,73 15,09
14,26 14,52
17,19 14,81
15,56 14,62
15,73 15,06

1,1932421 0,51433128

0,0758738 0,03414836

5 5

0,0057568 0,00116611

5,88
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ELISAileyapilan validasyon ¢alismalarinin sonuglari Cizelge 14’de 6zetlenmistir.

Cizelge 14. ELISA Validasyon Calismas1 Ozeti
ELISA VALIDASYON SONUCLARI

PARAMETRELER VERILER
TEKRARLANABILIRLIK VE TEKRAR URETILEBILIRLIK(%RSDpool)
Tekrarlanabilirlik (KISA DONEM) 6.31
Tekrariiretilebilirlik (UZUN DONEM) 5.88
LOD (SDX3) 2.84
LOQ (SDX10) 9.45

ELISA testiile gergeklestirilen analizlere ait numune ve sonuglar1 Cizelge 15-16’da verilmistir.

Cizelge 15. ELISA yontemi ile yapilan numuneler
ELISA yontemi ile yapilan numuneler

Ana Uriin Ozelligi Uriin Paralel Sayist Tekerriir Sayist Toplam
Gliitensiz un 2 6 12

Cizelge 16. ELISA yontemi ile yapilan numune analiz sonuglari

ELISA yontemi ile yapilan numune analiz sonuclari

Ekstraksiyon adeti Paralel 1 (ppm) Paralel 2(ppm) Ortalama
1 <10 <10 <10
2 <10 <10 <10
3 <10 <10 <10
4 <10 <10 <10
5 <10 <10 <10
6 <10 <10 <10
4.2. HPLC Bulgular:

4.2.1.LODve LOQ

Gliitensiz un numunesine 500 mg/kg ilave yapilan  edilen sonuglarin standart sapmasinin 3 katt LOD 10

ornek ayni giin i¢inde 12 defa analize alinarak elde  kati LOQ olarak hesaplanmustir (Cizelge 17).

Cizelge 17. HPLC LOD ve LOQ Degerleri

LOD & LOQ
Tekrar Sayisi ilaved 1.paralel Geri Uygunluk 2.paralel Geri Uygunluk

Teorik Kazanim Kazanim

(mg/kg) (mg/kg) % 80-110 (mg/kg) % 80-110
1 500 467,45 93,49 Uygun 469,91 93,98 Uygun
2 500 488,82 97,76 Uygun 465,54 93,11 Uygun
3 500 486,65 97,33 Uygun 492,21 98,44 Uygun
4 500 491,27 98,25 Uygun 493,33 98,67 Uygun
5 500 471,71 94,34 Uygun 496,74 99,35 Uygun
6 500 466,69 93,34 Uygun 482,22 96,44 Uygun
7 500 468,82 93,76 Uygun 478,78 95,76 Uygun
8 500 492,22 98,44 Uygun 488,85 97,77 Uygun
9 500 491,71 98,34 Uygun 475,74 95,15 Uygun
10 500 477,74 95,55 Uygun 469,92 93,98 Uygun
11 500 469,99 94,00 Uygun 489,21 97,84 Uygun
12 500 488,84 97,77 Uygun 488,84 97,77 Uygun
ORT 480,16 482,61
SS 10,65 10,46
RSDr 0,02 0,02
% RSDr 2,22 2,17
LOD (3ss) 31,94 31,38

LOQ (10ss) 106,47 104,61
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4.2.2.Dogrusallik

Bu ¢alismada sertifikali referans maddeler kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Selik 21). Hesaplanan

degerler Cizelge 18°de verilmistir.

Cizelge 18. HPLC Dogrusallik degerleri

Kalibrasyon verileri
Kalibrasyon (y=a+bx)

(kons) Y1 (Alan)
100 1398,7
100 1362,9
100 14374
200 2550,6
200 25469
200 2550,7
500 6363.9
500 6273,5
500 6296,9
1000 12455,7
1000 12714,3
1000 12752,0

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasr)
b (kalibrasyon dogrusunun egimi)

S (residuel standart sapma)

r? (her bir konsantrasyon icin okuma sayisi)

Gluten(Alan)

14000,0
12000,0
10000,0
8000,0
6000,0
4000,0
2000,0
0,0

0 200 400

Sekil 21. HPLC Dogrusallik grafigi

4.2.3. Tekrarlanabilirlik

Glutensiz un numunesine 1400 ve 3500 ppm
(7 peptidin toplam konsantrasyonu) ilave yapilan
ornek ayni giin icinde 12 defa analize alinarak elde

Cizelge 19. HPLC Tekrarlanabilirlik degerleri
Tekrarlanabilirlik

Konsantrasyon:

mg/kg n
1
2
3
4
5
6

Ortalama

Standart sapma

RSD

%RSD

Y2 (Alan) ORT
1398,7 1398,7
1362.,9 1362.9
14374 14374
2550,6 2550,6
2546,9 2546,9
2550,7 2550,7
6363.,9 6363.,9
6273,5 6273,5
6296,9 6296,9
12455,7 12455,7

12714,34 12714,3
12752,0 12752,0
85,90848
12,53205
90,6
0,9999
y =12,53205x + 85,90848
R?=0,99990
)
600 800 1000 1200
=== Dogrusal (Y1 (Alan))

edilen sonuglarin % RSD hesaplanmistir ve Cizelge
19°da verilmistir.

1400 3500
1263,01 3329,62
1283,93 3359

1257,3 3375,25
1280,06 3407,5
1294,43 3363,98
1299,03 3366,85
1279,63 3367,03

16,67 25,21

0,013 0,007

1,30 0,75
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4.2.4. Tekrariiretilebilirlik:

Glutensiz un numunesine 1400 ve 3500 ppm
(7 peptidin toplam konsantrasyonu) ilave yapilan

Cizelge 20. HPLC Tekrartiretilebilirlik degerleri

ornek farkli giinlerde analize alinarak elde edilen
sonuglarin % RSD hesaplanmistir ve Cizelge 20°de
verilmistir.

Tekrariiretilebilirlik Birinci konsantrasyon:

1400 ppm Zaman dilimi 1 2 3 4
Paralel 1 1263,0 12839 12573 1280,1 12944
Paralel 2 12753 1295,2 12658 12753 1286,2
ort 1269,2 1289,6 1261,6 12777 12903
std sapma 8,7 8,0 6,0 34 58
%RSD 0,7 0,6 0,5 03 05

Tekrariiretilebilirlik ikinci konsantrasyon:

3500 ppm Zaman dilimi 1 2 3 4 5
Paralel 1 3329,62 3359 33753 34075 3364
Paralel 2 3389,6 3375,6 34011 34279 3379.8
ort 3359.,6 33673 33882 34177 33719
std sapma 424 1,7 183 144 112
%RSD 13 03 0,5 04 03

4.2.5. Geri Kazanim

Glitensiz un numunesine ilave yapilan 6rnek farkli
giinlerde 12 defa analize alinarak elde edilen

Cizelge 21. HPLC Geri Kazanim degerleri

GeriKazanim

Birinci 1400 3500

konsantrasyon:
n 200ppm 500 ppm

Gliiten 1 1263,01 3329,62

2 1283,93 3359
3 1257,3 3375,25
4 1280,06 3407,5
5 1294,43 3363,98
6 1299,03 3366,85
7 1250,98 3365,18
8 1270,28 3419,99
9 1268,47 3365,86
10  1251,65 3359,97
11 125738 3356,89
12 1293,44 3350,41

% R- Ortalama
% R- Standart
sapma

5 6 8 10 11 12
1299 1251 12703 12684 1251,6 12573 12934
12883 1565,6 1282,6 12715 1260,3 1264,5 1286,8
1293,7 1408,3 12764 1273,0 1256,0 1260.9 1290,1
76 22,5 8,7 6.4 6,1 50 47
0.6 158 0.7 05 0.5 04 04

6 7 8 9 10 11 12
3366,9 3365,2 3420 3365,36 335997 3356,89 335041
33694 33471 34558 3345,1 33812 3316,8 3362,7
3368,1 3356, 34379 3355,5 3370,6 3336,8 3356,6
18 12,8 253 147 150 283 8,7
0,1 04 0,7 04 04 08 03

sonuglarin geri kazanimi hesaplanmistir ve Cizelge
21'de verilmistir.

% r 200 %rs500 AOAC %90-107
ppm ppm gerceklik
kontrolii
90,22 95,13 uygun
91,71 95,97 uygun
89,81 96,44 uygun
91,43 97,36 uygun
92,46 96,11 uygun
92,79 96,20 uygun
89,36 96,15 uygun
90,73 97,71 uygun
90,61 96,17 uygun
89,40 96,00 uygun
89,81 95,91 uygun
92,39 95,73 uygun
90,9 96,2
1,23 0,69
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4.2.6. Belirsizlik

Belirsizlik degerleri Cizelge 22°de verilmistir.

Cizelge 22. Belirsizlik degerleri

TOPLAM BELIRSIZLIK

Parametre Deger (X) w(X) u(X)/xX

Kalibrasyon 100,0 5,12 0,051

Geri kazanim 90,9 0,356 0,004

Tekrarlanabilirlik 1 0,011 0,011

Tekrariiretilebilirlik 1 0,044 0,044

Relatif birlesik belirsizlik 0,069

*Genisletilmis relatif birlesik 0,137

belirsizlik

Toplam birlesik belirsizlik= Relatif birlesik belirsizlik *
Ol¢iim sonucu

*Genisletilmis toplam birlesik Genisletilmis relatif birlesik

belirsizlik belirsizlik*Ol¢iim sonucu

Raporlama X + (Genisletilmis relatif

birlesik belirsizlik) *X
*%95 giiven arahigi, k=2
X :6l¢ciim sonucu (ppm)
GLUTEN
Olc¢iim sonucu (X):

100 ppm

4.3. LC MS Bulgular
43.1. LODveLOQ
En dustik konsantrasyondaki sertifikali standart 10 katt LOQ olarak hesaplanmistir. Hesaplanan

madde ayni giin icinde 12 defa analize alinarak elde ~ degerler Cizelge 23’de verilmistir.
edilen sonuglarin standart sapmasinin 3 katt LOD.
Cizelge 23. LC MS/MS LOD-LOQ Degerleri

LOD-LOQ

Konsantrasyon ppm
82,392
87,020
73,130
84,156
89,398
79,380
69,510
75,993
74,842
76,000

Ortalama 79,18

SD 6,41

S0 XA UN A WN =B
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4.3.2. Dogrusalhk

Bu calismada sertifikali referans maddeler  Hesaplanan degerler Cizelge 24°de ve Sekil 22’de
kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. verilmistir.

Cizelge 24. LC MS Dogrusallik hesaplamalari

Kalibrasyon verileri

X (kons) Y1 (Alan) ORT
14 15,1
35 34,2
70 72,8
175 174,77
350 344.5
700 702.5
a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 15,471
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) -139,32
36.9

S (residuel standart sapma)

LC-MS/MS Peptid Grup Kalibrasyonu )= 15,471 - 139,32
12000 R? =0,9999
10000 ot

8000 Jitags

6000 P

4000 ot

2000

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Sekil 22. LS MS Dogrusallik grafigi
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4.3.3. Tekrarlanabilirlik

Glitensiz un numunesine ilave yapilan 6rnek ayni
glin icinde 12 defa analize alinarak elde edilen

Cizelge 25. LC MS/MS Tekrarlanabilirlik verileri

sonuclarin % RSD hesaplanmistir. Hesaplanan
degerler Cizelge 25’de verilmistir.

Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

L. Analist 1L Analist

Birinci konsantrasyon: 10 ppm Birinci konsantrasyon: 10 ppm

. Konsantrasyon n Enj.1 Enj.2 ort L. Konsantrasyon n Enj.1 Enj.2 ort
1 101,95 82,39 92,17 1 89,16 79,38 84,27
2 103,46 87,02 95,24 2 92,47 68,00 80,24
3 86,00 73,13 79,90 3 84,33 69,51 76,92
4 104,10 84,16 94,13 4 84,24 75,99 80,12
5 108,32 89,40 98,86 5 100,03 74,84 87,44
6 124,33 77,01 100,67 6 116,02 76,00 96,01

Ortalama Ortalama 84,17

Standart sapma Standart sapma 6,36

RSD RSD 0,08

L. Analist 1L Analist

ikinei konsantrasyon: 50 ppm ikinei konsantrasyon: 50 ppm

IL.Konsantrasyon n Enj.1 Enj.2 ort IL.Konsantrasyon n Enj.1 Enj.2 ort
1 313,69 221,13 270,71 1 313,61 23429 273,95
2 349,86 27431 312,08 2 349,67 272,24 310,96
3 292,59 241,49 267,04 3 31247 234,62 273,55
4 38542 272,81 329,12 4 366,46 263,73 315,10
5 327,75 245,21 286,48 5 311,03 23483 272,93
6 364,91 270,73 317,82 6 33437 248,98 291,68

Ortalama Ortalama 289,69

Standart sapma Standart sapma 19,45

RSD RSD 0,07

L Analist - %RSDpool L. Analist -% RSDpool 75

4.3.4. Tekrariiretilebilirlik

Glitensiz un numunesine ilave yapilan 6rnek farkli
giinlerde (6 giin) i¢inde 6 defa analize alinarak elde

edilen sonuglardan % RSD hesaplandi. Cizelge 26’da
tekrartretilebilirlik verileri yer almaktadir.

Cizelge 26. LC MS/MS Tekrariiretilebilirlik verileri

Tekrariiretilebilirlik
Birinci konsantrasyon: 10 ppm GUNLER ARASI
Zaman l.zaman  2.zaman  3.zaman 4. zaman 5. zaman 6. zaman ort stdsapma  %RSD
L. Analist 92,1 95,2 79.9 941 98,8 100,6 93,49 735 79
11 Analist 84,2 80,2 76,9 80,1 874 96,0 84,17 6,86 8,2
KISILER ARASI ort 88,2 87,7 784 87,1 93,1 983
std sapma 559 10,61 2,10 991 8,08 330
RSD 0,063 0,121 0,027 0,114 0,087 0,034
Ikinci konsantrasyon: 50 ppm GUNLER ARASI
Zaman dilimi  1.zaman  2.zaman  3.zaman 4. zaman 5. zaman 6. zaman ort stdsapma  RSD
L. Analist 270,7 3120 2670 329,1 2804 3178 29721 26,04 83
1L Analist 2739 310,9 27135 315, 27129 291,6 289,69 19,45 6,7
KISILER ARASI ort M3 31,5 2703 32,1 2197 3047
std sapma 2,290 0,798 4,600 9911 9,584 18,485
%RSD 0,008 0,003 0,017 0,031 0,034 0,061
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4.3.5. GeriKazanim

Gliten igermeyen piring ununa 7 adet peptidin
herbirinden 10 ve 50 mg/kg konsantrasyondaki

sentetik peptidlerden ilave yapildi. Elde edilen
sonuglarin uygunluk degerlendirmesi Cizelge 27°de
yer almaktadir.

Cizelge 27. LC MS/MS Geri Kazanim Uygunluk Degerlendirilmesi

GeriKazamm
Birinci konsantrasyon: 70
enjeksiyol
82,39
87,02
73,13
84,16
89,40
77,01
Ikinci konsantrasyon: 350
Enj. 1
313,69
349,86
292,59
385,42
327,75
12 364,91

AN A WN =3

—
S 2 e ®was

% R- Ortalama
% R- Standart sapma

4.3.6. Belirsizlik

Belirsizlik degerleri Cizelge 28’ de verilmistir.

Cizelge 28. LC MS Belirsizlik Degerleri

TOPLAM BELIRSIiZLiK

Parametre Deger (X)
Kalibrasyon 35,0

Geri kazamim 103,6
Tekrarlanabilirlik 1
Tekrariiretilebilirlik 1

Relatif birlesik belirsizlik

*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik
Toplam birlesik belirsizlik=
*Genisletilmis toplam birlesik belirsizlik =
Raporlama

*%395 giiven arahg, k=2

X :6l¢iim sonucu (ppm)

Toplam Peptid

Ol¢iim sonucu (X): 35 ppb

Raporlama: 35 E=
0,035 +

4.3.7. Numune hazirlama optimizasyonu

Gliten proteininden beklenen numune hazirlama
sonrasinda belirlenmis olan peptidlerin en fazla
diizeyde elde edilmesine yonelik olarak protein enzim
oraniin belirlenmesi, enzim reaksiyon siiresi ve
ultrasonik uygulamasi ¢esitli 6l¢titlerde denenmistir.

ppm
enjeksiyol ort % R
79,38 80,89 115,6
68,00 77,51 110,7
69,51 71,32 101,9
75,99 80,07 1144
74,84 82,12 1173
76,00 76,51 109,3
ppm
Enj. 2 ort % R
313,61 313,65 89,6
349,67 349,77 99,9
312,47 302,53 86,4
366,46 375,94 107,4
311,03 319,39 91,3
334,37 349,64 99,9
u(X) u(X)/X
2,00 0,057
3,037 0,029
0,083 0,083
0,087 0,087
0,137
0,273
Relatif birlesik belirsizlik * Olgiim sonucu
Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik*Olgiim sonucu
X + (Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik) *X
9,56851 ng/kg
0,00957 mg/kg

4.3.7.1. Protein/Enzim oraninin denemesi

Proteinin parcalanarak en fazla miktarda peptid
olusumunun saglanmasina yodnelik uygun
enzim:protein oraninin belirlenmesi ic¢in farkli
diizeylerde (1:10, 1:100, 1:200, 1:400) calisma
yapilmis ve istatiksel olarak degerlendirme
yapilmistir. Istatiksel olarak elde edilen
degerlendirmeler Cizelge:23de verilmis olup en iyi
enzim:protein performansin genel olarak tiim
peptidlericin 1:10 oldugu goriilmiistiir.
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T:C/Protein Orani

Peptid 1
;222 ] Level Le?\?[tegg Std Error Mean
© 5000 1:10 5617.3625 56.257181  5617.36
g § 4000 —| 1:100 3676.7313 56.257181 3676.73
3 8 3000 1:200  2982.9813  56.257181  2982.98
£ % 000 1:400 868.2375 56.257181 868.24
1000 - Level Least Sq Mean
ot 1:10 A 5617.3625
1000 2000 3000 4000 5000 6000 1:100 B 3676.7313
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 2982.9813
1:400 D 868.2375
Peptid 2
1400 Level LeastSq Std Error Mean
1200 — Mean
@ 10004 1:10 1094.7563 11.583340 1094.76
% § 8007 1:100  68.2063 11.583340 68.21
5 g 60907 1:200 1.5938 11.583340 1.59
§ o 4007 1:400  0.3437 11.583340 0.34
202_ Level Least Sq Mean
200 1 1:10 A 1094.7563
-100 100 300 500 700 900 1100 1:100 B 68.2063
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 1.5938
1:400 C 0.3437
Peptid 3
: Level LeastSq Std Error Mean
50007 ' Mean
g 4000 :’f‘ 1:10 1216.2125 86.187745 1216.21
® € 5000 = 1:100 4113.3375 86.187745 4113.34
3 % . ,—;::3:" 1:200 2905.3625 86.187745 2905.36
£ &= 20007 > 1:400 436.5500 86.187745 436.55
10004 . A Level Least Sq Mean
- i 1:100 A 4113.3375
0 500 = 1500 2500 = 3500 = 4500 1:200 B 2905.3625
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:10 C 1216.2125
1:400 D 436.5500
Peptid 4
Level LeastSq Std Error Mean
Mean
@ 1:10  3779.7563 62.466930 3779.76
§ E 1:100 4571.8063 62.466930 4571.81
3 % 1:200 1747.2250 62.466930 1747.22
;—(C" = 1:400 67.6500 62.466930 67.65
Level Least Sq Mean
1:100 LA 4571.8063
0 1000 2000 3000 4000 5000 1:10 B 3779.7563
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 1747.2250
1:400 D 67.6500
Peptid 5
1400 Level LeastSq Std Error Mean
1200 - Mean
g 10007 1:10 834.78750 24.280435 834.788
s & 8907 1:100 131.30625 24.280435 131.306
3 g 6007 1:200 1570000 24.280435 15.700
§ o= 4004 1:400  1.13750 24.280435 1.138
202: Level Least Sq Mean
200 1:10 A 834.78750
100 0 100 = 300 = 500 = 700 = 900 1:100 B 131.30625
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 15.70000
1:400 C 1.13750
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Peptid 6

7000 Level Least Sq Std Error Mean

6000 — Mean
g 5000 1:10 5793.8187 56.756988 5793.82
g E 4000 1:100 3689.4375 56.756988 3689.44
% 8 3000 12200 2986.9250 56.756988 2986.93
g~ 2000 1:400 868.6375 56.756988 868.64
1000 Level Least Sq Mean
o F 1:10 A 5793.8187
1000 2000 3000 4000 5000 6000 1:100 B 3689.4375
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 2986.9250
1:400 D 868.6375

Peptid 7
Level Least Sq Std Error Mean
Mean
° 1:10 9.9250000 1.1876398 9.92500
S 1:100 2.0625000 1.1876398 2.06250
% _‘é 1:200 4.0937500 1.1876398 4.09375
= § 1:400 0.8812500 1.1876398 0.88125
<

Level Least Sq Mean
1:10 A 9.9250000
1:200 B 4.0937500
© 12 3 4 5 6 7 8 910 1:100 B 2.0625000
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:400 B 0.8812500

Sekil 23. T:C/Protein orani istatiksel degerlendirmesi

4.3.7.2. Enzim Reaksiyon Siiresi Denemesi

istatiksel olarak degerlendirmeleri Cizelge:24‘de
verilmis olup en iyi inkubasyon siiresinin 120dk

Numune hazirlama asamasinda test edilen bir diger
degisken ise en etkin enzim ile muamele siiresidir. Bu

amaca yonelik olarak 30-60-90 ve 120dk 38°C’de

inkiibasyona tabi tutuldu. Elde edilen sonuglarin

oldugu belirlenmistir.

38 °C’de inkubasyon Zamam
Peptid 1
Level Least Sq Std Error Mean
Mean
° 120 3623.5000 56.257181 3623.50
S 30 2974.1000 56.257181 2974.10
% % 60 3171.0000 56.257181 3171.00
= é 90 3376.7125 56.257181 3376.71
<
Level Least Sq Mean
120 A 3623.5000
0 T T T T T T 90 B 3376.7125
2900 3100 3300 3500 3700 60 C 3171.0000
Time Leverage, P<.0001 30 D 29741000
Peptid 2
1400 Level Least Sq Std Error Mean
1200 Mean
® 1000 120 308.93750 11.583340  308.938
g o 30 291.90625 11.583340  291.906
% g 800 60 284.98125 11.583340  284.981
= é 600 — 90 279.07500 11.583340  279.075
©
< 400— = = - =
Soo T e & Level Least Sq Mean
120 A 308.93750
Y T T T T T T 30 A 291.90625
275 280 285 290 295 300 305 310 60 A 284.98125
Time Leverage, P=0.3041 90 A 279.07500
Peptid 3
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Level Least Sq Std Error Mean
5000 — Mean
° 4000 ] 120 2232.1000 86.187745 2232.10
& o i 30 2109.9063 86.187745 2109.91
% § 3000 — 60 2116.9563 86.187745 2116.96
28 g 0 - S 90 2212.5000 _86.187745 _2212.50
§ & 2000 —FEEEEEEEEEE T
1000 — Level Least Sq Mean
. 120 A 2232.1000
0 T T T T T 90 A 2212.5000
2100 2140 2160 2180 2200 2220 60 A 2116.9563
Time Leverage, P=0.6561 30 A 21099063
Peptid 4
Level Least Sq Std Error Mean
5000 — Mean
° 4000 ] 120 2756.9813  62.466930 2756.98
& o i 30 24442312  62.466930 2444.23
% g 60 2382.4375 62.466930 2382.44
= é 90 2582.7875  62.466930 2582.79
=
1000 — Level Least Sq Mean
. 120 A 2756.9813
Y T T T T T T T T 90 A B 2582.7875
2350 2450 2550 2650 2750 30 B C 2444.2312
Time Leverage, P=0.0005 60 C 23824375
Peptid 5
1400 Level Least Sq  Std Error Mean
1200 — Mean
® 1000 - 120 325.23750  24.280435 325.238
& © 8004 30 182.86250 24.280435 182.863
% fé 600 - . - 60 197.95000 24.280435 197.950
- 8 " 90 276.88125 24.280435 276.881
§ @ 4004 - --
=< [ PP e
200 === Level Least Sq Mean
0= 120 A 325.23750
-200 T T T T T T T 90 A 276.88125
180 200 220 240 260 280 300 320 340 60 B 197.95000
Peptid 6
7000 Level Least Sq Std Error Mean
Mean
® 120 3673.4438 56.756988 3673.44
8 o 30 3029.1063  56.756988 3029.11
% é 60 3219.2875  56.756988 3219.29
= é 90 3416.9813  56.756988 3416.98
=
1000 Level Least Sq Mean
120 A 3673.4438
0 T T T T T 90 B 3416.9813
3000 3200 3300 3400 3500 3600 60 C 3219.2875
Time Leverage, P<.0001 30 3029.1063
Peptid 7
Level Least Sq Std Error Mean
Mean
° 120 4.1750000 1.1876398 4.17500
S 30 1.9812500 1.1876398 1.98125
% g 60 4.8062500 1.1876398 4.80625
= é 90 6.0000000 1.1876398  6.00000
=
Level Least Sq Mean
90 A 6.0000000
60 A B 4.8062500
120 A B 4.1750000
Time Leverage, P=0.1244 30 B 19812500

Sekil 24

. 38°C’de inkubasyon zaman istatiksel degerlendirmesi
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5.Sonuc¢

ELISA ve kromatografik yontemler olan HPLC ve
LC-MS/MS yontemine ait validasyon performanslari
Cizelge 29°da 6zetlenmistir.

Bu ¢alismada LOD degerleri ve belirsizlik degerleri
g0z ontinde bulunduruldugunda hem gliitensiz hem
de ¢ok diistik gliitenli gidalarin analizinde ELISA kit
yonteminin basarili oldugu goriillmiistiir.

Cizelge 29. Calismada yer alan ti¢ yontemin 6zet validasyon verileri

LOD LOQ R>>0.99 Tekrarlanabilirlik | Tekrariiretilebilirlik |Belirsizlik
% RSD % RSD PpPm
ELISA 2,84 9,45 - 6,31 5,88 -
HPLC 31,94 106,47 (10,9999 1,30 15,8 100+£13,75
LC- 19,24 63,13 0,9999 8,3 8,8 0,035=+0,009
MS/MS

TGK 2012/04°e gore gliiten igerigi yoniinden
sinirlandirilmis olan ¢ok diisiik gliitenli ve gliitensiz
gidalarda bulunmasi gereken limitler 0-20, 20-100
ppm araliginda oldugu belirtilmistir. HPLC DAD
analiz metodu ¢alismalarinda bu limitleri karsilamak
icin analiz edilmesi gereken peptidler cihazda
goriilmustir. Yapilan HPLC ¢alismalarinda LOD
degeri 31,94mg/kg, LOQ degeri ise 106,47mg/kg
diizeylerinde metot performanslar1 elde edilmistir.
Elde edilen sonuglara gore HPLC metodunun ¢ok
dusiik gliitenli ve gliitensiz gidalarin analizi i¢in
uygun olmadigi gorilmiistiir.

LC-MS/MS ile yapilan ¢alismamizda ise literatiirde
yer alan peptidlerin ana iyonlari, hesaplama ve
dogrulamada kullanilacak olan yavru iyonlar cihaza
tanitilmasi basari ile gerceklestirilmistir. Validasyon
caligmalarimizda her bir peptid i¢in yasal limitleri
karsilayacak LOD ve LOQ degerlerine ayr1 ayr
ulastlmistir. Ancak gliiten i¢in yapilan hesaplama
modeline gore tim bu peptidler kullanilarak grup
kalibrasyonlar1 yapilmistir. Bu durumda gergeklesen

LOD degeri 19,24mg/kg, LOQ degeri ise 64,13mg/kg
olarak gerceklesmistir. Sealey-Voyksner ve ark.
(2010)'nin yapmis olduklar1 ¢calismada yer alan grup
kalibrasyon hesaplama yontemine gore her bir peptid
icin ayr1 ayri hesaplanmis toplam LODt degeri 88,5
mg/kg, toplam LOQt degeri ise 350 mg/kg olarak
tespit edilmistir. Literatiirde yer alan ¢alismaya gore
ihtiya¢ duyulan 0-20 mg/kg ve 20-100 mg/kg
bandindaki rtinlerin analizlerin her iki grubu igin
kullanilabilir bir metoda ulasilamadigi gorilmistiir.
Calismamiz sonucunda gelistirilen LC-MS/MS
yontemi ile 20-100 mg/kg bandindaki iiriinlerin
analizleri yapilabilirligi ortaya konulmustur.

Ayrica gelistirilen LC-MS/MS yo6ntemi sonucunda
ulasmis oldugumuz 19,24mg/kg toplam LODt degeri.
Sealey-Voyksner ve ark. (2010)'nin yapmis olduklari
calismada bulduklar1 toplam LODt degeri olan 88,5
mg/kg’a gore 4,6 kat, toplam LOQt degeri olan 350
mg/kg’a gore 3,9 kat diisiik seviyeler de oldugundan
literatiirdeki metotlara oranla daha hassas bir metot
olusturulmustur.
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Amac: : Sizma zeytinyagi diger bitkisel yaglara kiyasla olduk¢a uzun raf dmriine sahiptir. Zeytinyaginin giiglii
antioksidan 6zelligi yag asidi profili ve 6zellikle biofenol miktarindan kaynaklanmaktadir. Naturel sizma
zeytinyagiin beslenme ve duyusal karakteri bu yagi Akdeniz diyetinin baslica ve en 6nemli besin maddesi
haline getirmistir. Bu 6nem, biofenollerin koroner kalp rahatsizliklari, bazi kanser tiirleri ve bagisiklik sistemi
tizerine olumlu etkisinden, antikarsinojenik 6zelliklerinden, antimikrobiyel ve antioksidatif 6zelliklerinden ve

zeytinyagmin kendine has buruk ve aci tadi vermesinden kaynaklanmaktadir. Yagin duyusal ozellikleri ve
biofenol miktar1 depolama kosullarina ve siiresine gore degisiklik gostermektedir.

Materyal ve Yontem: Bu calismada farkli bolgelerden tilkemizde en ¢ok {iiretilen yaglik zeytin ¢esitlerinden
Gemlik ve Memecik ¢esidinin farkli sicaklik kosullarinda ve farkli siirelerde malaksasyona tabi tutularak elde
edilen zeytinyaglarinin biofenol miktarlari ve duyusal 6zellikleri incelenmistir.

Bulgular ve Sonug¢: Bu ¢aligma sonucunda naturel sizma zeytinyaglari i¢in en yiiksek biofenol miktarini ve en
iyi duyusal 6zellikleri veren en uygun tiretim kosullari ile ilgili veri elde edilirken bu kosullarin ¢eside bagh
olarak farklilik gosterip gostermedigine dair de bilgi edinilmistir. Cesitler ve uygulamalar arasinda fark oldugu,
acilik ve yakiciligm biofenollerden geldigi bilinmektedir. Bu kapsamda Memecik ¢esidi yakicilik degerlerinin
yiiksek oldugu, Gemlik ¢esidinin acilik ve yakiciliginin diger ¢esitlere gore daha diistik oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytinyag, Biofenol, Duyusal Ozellikler, Gemlik, Memecik

Abstract

Objective: Extra virgin olive oil is the basic and unique nutritient of Mediterneandiet. Extra virgin olive oil has a
long storage time more than other vegetable oils. Antioxidation structure of Extra virgin olive oil is because of'its
fatty asit composition profile and amount of biophenol. Biophenols have possitive effect on coroner heart
disease, some kind of cancer’s and immun system. Extra virgin olive oil’s sensorial characteristics and amount of
biophenol are about to its storage time and storage temperature.

Materiel and Methods: In this study; Extra virgin olive oil’s from Gemlik and Memecik variety; its amount of
biophenol, sensorial characteristics are examined which samples are produced by using different tempratures
and different malaxation time.

Results and Conslusion: As a result of this study, information was obtained on the conditions of the production
of olive oil containing the highest amount of biophenoland the best sensory properties for natural extra virgin
olive oils, and whether these conditions differ depending on the type. It is known that there is a difference
between varieties and applications, bitterness and causticity come from biophenols In this context, it has been
determined that Memecik variety has high pungency values, Gemlik variety has lower bitterness and pungency if
itis compared to other varieties.

KeyWords: Oliveoil, Biophenols, Sensorial Character, Gemlik Variety, Memecik Variety
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1.Giris

Bitkisel yaglar i¢inde zeytinyagi i¢erdigi bilesenler,
beslenme degeri ve duyusal karakteristigi ile Akdeniz
diyetinin temel 6gesidir. “Olea europea L.”
meyvesinden fiziksel yontemler kullanilarak elde
edilen sizma zeytinyagi Akdeniz iilkelerinde en
yaygin olarak kullanilan yemeklik yagdir.
Zeytinyagii diger bitkisel yag tiirlerinden ayiran
kismi1 hem fiziksel sekilde tiretilmesi hem de duyusal
ozellikler ve besleyici ozellikleridir. Yag, yag asidi
bilesimi ve antioksidan bilesimi, 6zellikle gii¢lii dogal
antioksidanlar olan polifenoller ve sekoiridoidler gibi
biyolojik kriterlerle karakterize edilir. Fenol tiirleri ve
konsantrasyonlar1 zeytinyaglar1 arasinda biiyiik
farklilik gosterir. Genel olarak, zeytin yagi elde edilen
cesitler, olgunlagsma o6l¢egi, mevsimsel degisim ve
hafif iklim gibi bir¢ok faktor fenolik icerigi etkiler
(Nakbive ark 2010).

Zeytinyaginin 6nemi ¢oklu doymamis yag asit
miktar ile dengeli yiiksek oleik asit igerigi ve insan
saglig1 acisindan koruyucu 6zellik tasiyan dogal
antioksidan olan polifenol i¢eriginin fazla
olmasindandir. Kimyasal 6zellikler minor ve major
bilesikleri i¢ermektedir. Major bilesikler toplam
yagin %98’ini olusturan gliserollerdir. Minor
bilesikler, yagin %2’lik kismin1 olusturmaktadir.
Minér bilesikler 230°dan fazla kimyasal bilesen
iceren alifatik ve triterpenik alkoller, steroller,
hidrokarbonlar, ug¢ucu bilesenler, antioksidanlardir.
Zeytinyagimin kimyasal bilesimi polifenoller olarak
incelendiginde bu yagin duyusal 6zelliklerine ve
insan saglig1 tizerine diger tiim bitkisel yaglara oranla
buyiik etkisi oldugu goriilmektedir. Bu polar fenolik
bilesenler; fenolik asitler, fenil etil alkoller, hidroksi-
izokromanlar, flavanoidler, lignan ve secoiridoidler
gibi cesitli siniflara ayrilmaktadir. Secoiridoidler,
fenolik fraksiyonlarin ana bilesenleri olup sadece
Oleaceae familyasina aittir. Baz1 tarimsal ve
teknolojik faktorler zeytinyagindaki biofenol miktar
tizerine etki edebilmektedir. Zeytinyagimin raf omrii
hidroksitirosol ve ikincil tiirevleri gibi fenolik
molekiiller nedeni ile diger bitkisel yaglardan
fazladir. Zeytinyaginin duyusal o6zellikleri 6rnegin
acilik, yakicilik bu secoiridoidlerden olusmaktadir
(Bendini ve Cerretani 2007). Secoiridoidler,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere karsi
koruyucu ozellik gostermektedirler (Servili ve ark
2004, Fito ve ark 2007). Acilik ve keskinlik, tat
reseptorlerinin ve kimyasal uyaranlara duyarh
trigeminal sinir uglarinin aktivasyonu nedeniyle
gidalardaki yaygin hislerdir. Sizma zeytinyaginda,
hidrofilik fenollerin ortaya ¢ikardigi bu tiir duyumlar,
uyaranin ¢ikarilmasindan sonra olduk¢a uzun siire
devam eder ve zamanla giiclii bir sekilde degisebilen
net bir sonraki etki gosterir (Sinesio ve ark 2005).

Biofenol miktar1 zeytin i¢inde biiylik oranda suda
¢oziilebilir halde bulunmaktadir. Bunlardan dikkate

deger olan1 oleuropein, aci glikozittir. Enzimatik
olaylarla glikozidler daha kiiciik molekillere
dontserek hem suda hem de yagda ¢oziinlir hale
gelirler.

Biofenol miktar1 zeytinin ¢esidine, olgunluguna ve
hazirlanisina gore %0,1-%0,3 oraninda
bulunmaktadir. Bu bilesenler; zeytinyagina aciligi,
yakiciligi, buruklugu veren maddelerdir.

Zeytin ve zeytinyagi oleuropein, hidroksitirosol,
tirosol, kafeik asit, vanilic asit, kumarik asit gibi
biofenolleri igerir.

Zeytinyagmin elde edilmesinde farkli zeytin isleme
asamalart kullanilmaktadir. Bu teknikler yag
kalitesini ve bilesimini etkilemektedir. Oksidasyon
stabilitesine en fazla katkida bulunan fenolik
bilesenler de degisime ugramaktadir. Famiano ve ark.
2020 yilinda yaptiklar ¢alismada zeytinin toplanma
yontemlerinin ve zamaninin toplam polifenoller ve
secoiridoidlerin meyve hasar1 derecesi ile degistigini
gostermislerdir. Ugucu bilesikler (aldehitler, alkoller,
esterler ve ketonlar) hem hasat sisteminden hem de
zeytin ¢esidinden giiclii bir sekilde etkilenmistir.
Servili ve ark. 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
biofenol miktarinin saglik ve zeytinyaglarinin
duyusal 6zellikleri tizerine etkilerini arastirmiglardir.
Bu ¢alismada, zeytinyaglarindaki hidrofilik fenollerin
ekstraksiyon kosullarindan 6zellikle de kirma ve
malaksasyon asamalarinda degisiklik gosterdigini
bildirilmistir. Arastirma da zeytinin kirilmasi, zeytin
hamurunun malaksasyonu, azot gaz1 altinda hamurun
malaksasyonu sirasinda fenoller incelenmis ve
istatistiki agidan onemli farklilik olmadigi tespit
edilmistir. Malaksasyon sirasinda polifenol oksidaz
ve peroksidazlarin inhibasyonu ve oksijenin kontrol
altinda tutulmasi sonucu biofenollerin optimizasyonu
saglanmistir. Malaksasyon sirasinda ikincil
agliconlarin ve fenolik alkollerin konsantrasyonlari
prosesin zamaninin ve sicakligin artigina gére azalma
egiliminde bulunmustur. Yeni teknolojinin
kullanilmasi; 6rnegin hamurun mekanik
ekstraksiyonu gibi, fenolik bilesim
konsantrasyonunun proses asamalarinin hepsinde
oksidatif reaksiyon kontrol altina alindiginda gelisim
gosterdigi tespit edilmistir. Ekstraksiyon sistemi
(basing ve santrifiij) yagin fenolik bilesen
kompozisyonunda onemli bir rol oynamaktadir
(Servili ve ark. 2004).

Kirma metotlarimin fenol i¢eriklerine etkisi vardir. Bu
durum zeytin etinin tamamen kirilmasi, zeytin etinin
farkli hiicresel dokularina bagli fenolik bilesenlerinin
yiksek oranlarda salinmasi ile agiklanmaktadir
(Taticchi ve ark. 2013). Yogurma, zeytin hamurunun
stirekli ve yavas bir sekilde islendigi asamadir ve
boylece serbest yaglarin yiizdesinde artis meydana
gelmesine ve hiicrelerin biiyiik damlalara
doniismesine neden olmaktadir. Yag emiilsiyonunun
kirilmasi, azaltilmasit ve serbest yaglarin olusumu
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malaksasyon isleminde ger¢eklestiginden sicaklik ve
stire onemli rol oynamaktadir. Sizma zeytinyaglarinin
isleme asamalarmin oksidasyon stabilitesi ve fenoller
tizerine etkisi incelendiginde oksidasyon
stabilitesinin oldukga iyi oldugu tespit edilmistir. Bu
stabiliteyi minor bilesikler saglamaktadir ve bu minor
bilesikler isleme teknolojisine ve kosullarina gore
degisiklik gostermektedir. Sizma zeytinyagi
islenmesinde meyve kalitesi yiiksek olmalidir.
Yogurma isleminde siirenin miimkiin oldugunca
uzatilmamasi gerekmektedir. Yogurma isleminin
stiresi ve sicakligi ¢ok iyi ayarlanmalidir.

Italya’da yapilan bir ¢alismada zeytinyagmin duyusal
ozellikleri; 8 kisilik bir panel olusturularak
incelenmistir. Zeytinyagi1 6rnekleri panelistlere 15 g
olarak renkli duyusal analiz bardaklarinda verilmistir.
Panelistler zeytinyagini; meyvemsi, taze g¢imen,
enginar, yesil elma, c¢icegimsi, domates, badem ve
yagst olarak incelemislerdir. Her panelist profil
kagitlarin1 doldurmustur. Calismada fenolik
bilesenler ve ugucu bilesenlerinin duyusal 6zellikleri
ile iliskisi ve biofenol miktar1 ile ugucu bilesenlerinin
optimizasyonu incelenmistir (Servili ve ark. 2004).
Zeytinyagmin biofenol miktar1 duyusal 6zelliklerini
arttirmaktadir. Antioksidan 6zeliklerini bu bilesenler
olusturmaktadir. Fenol bilesikler bu antioksidan
aktiviteleri nedeni ile insan saglig1 acisindan biiyiik
oneme sahiptir (Bendini ve Cerretani 2007). Biofenol
miktar1 biyoaktiviteleri; supramolekiil formundan
gelmektedir. Hayvan ve insanlar {izerinde yapilan
bazi calismalarda zeytinyagimin bazi kanser tiirleri
tizerine az da olsa etkisi oldugu belirlenmistir. Fenolik
bilesenlerden biri olan hidroksitirosoliin, koroner
kalp rahatsizliklarina ve atheroscelosize karsi tek
basma etkisi oldugu belirtilmistir. Oleoropein ise
insan karacigeri tizerine olumlu etkilerde
bulunmaktadir. Hidroksitirosol ve oleoropeinin ikisi
de bakterilere karsi antimikrobiyel etkide
bulunmaktadir (Tuck ve Hayball 2002).

2.Materyal ve Metot

Bu ¢alismada kullanilmak tizere Gemlik ve Memecik
zeytinleri belirlenmistir. Gemlik ¢esidi
Manisa/Akhisar’dan, Memecik ¢esidi
Soke/Aydin’dan toplanmistir. Zeytinler 20’ser
kiloluk plastik kasalarda toplanarak isletmeye
getirilmistir. Zeytinler olgunluk indeksi yaklagik 3 ile
4 arasinda olacak sekilde toplanmistir. Toplanan
zeytinler kasa ile isletmeye getirilmis ve hig
bekletilmeden sikim islemine baglanmistir. Balikesir
Universitesi Edremit Zeytincilik Meslek
Yiksekokulu pilot tesisinde bulunan 6zel yapim
kontinti sistem (HAUS) kullanilarak yag elde
edilmistir.

Yag elde edim asamalari

Zeytinler 20 kg’lik plastik kasalara elle toplanmaistir.
Seleye karismis olan yaprak ve dal pargalari gibi

dogal ortamindan kaynaklanan yabanci maddeler
hem zeytinyag1 kalitesine olumsuz etkileyecegi i¢in
hem de kullanilan ekipmana zarar verebilecegi i¢in
temizlenmis ve zeytinler temiz su ile yikanmistir.
Zeytinler temizlenip yikandiktan sonra ¢elik kiricilar
kullanilarak yag ig¢eren bitkisel hiicreler
parcalanmistir. Celik kiricilardan ¢ikan zeytin
hamuru malaksore gegerek yogurma islemine
baslanmistir. Yogurma igleminde ti¢ farkli sicaklik
(30°C/45°C/50°C) ve tig farkl siire (30dk/40dk/60dk)
uygulanmistir. Sicaklik ceket sicakligi olarak
Olgtilmustiir. Hamur iki fazli sistemde dekantore
alinmis ve c¢ikan yag 5000 rpm doniis hizi ile
santrifiijlenerek uygun saklama kaplarina
doldurulmustur. Yaglar filtre edilmemistir. Tim
numuneler analize alinincaya kadar +4°C de karanlik
ortamda muhafaza edilmistir.

Analiz Prosediirii

Biofenol miktarr: Ekstraksiyon ve HPLC analizi
Agilent 1260 Infinity cihazinda DAD detektér 280nm
dalga boyunda, C18 ters fazli 4.6 mm x 25 cm kolon
kullanilarak COI/T.20/Doc. No 29 metoduna gore
yapilmistir.

Referans materyaller: Syringicasit (ChromaDex),
Tyrosol (ChromaDex), Hydroxytyrosol
(ChromaDex), vanilicasit (ChromaDex), 2-cumaric
asit (ChromaDex), apigenin (ChromaDex), luteolin
(ChromaDex), oleuropein (ChromaDex), ferrulicasit
(ChromaDex).

Kullanilan kimyasallar: Ortofosforik asit (%85),
kromotografik saflikta metanol, kromotografik
saflikta asetonitril, kromotografik saflikta su,
Tyrosol>%98, Syringic asit>%97.

Mobil fazlar: A: %0,2’lik ortofosforik asitli su, B:
Metanol, C: Asetonitril.

Ekstarksiyon solusyou: Metanol:su (80:20).

Eksternal standart soliisyonu: 0,03 g tyrosol ve
0,015 Syringic asit tartilarak 10 ml’lik balon jojeye
alinir ve metanol:su (80:20) ile ¢izgisine
tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlanir. Stok ¢ozeltiden
100 pl, 10 ml’lik balon jojeye alinir ve metanol:su
(80:20) ile ¢izgisine tamamlanarak eksternal standart
hazirlanmustir.

Numune hazirlama: 2 g yag 10 ml’lik santrifiij
tiiptine tartilmis ve tizerine 1 ml eksternal standart
eklenmis ve 30 saniye boyunca iyice ¢alkalanmuistir.
S5ml metanol:su (80:20) ¢o6zeltisi eklenmis, 1dk
calkalayicida c¢alkalanmistir. Ultrasonic su
banyosunda oda sicakliginda 15 dk tutulmus ve su
banyosundan ¢ikan deney tiipleri 5000 rpm de 25
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ustteki sivi
fazdan 5 ml plastik sirmgaya alinmis ve 0,45 ul PVDF
filtreden siiziilerek viallere alinmistir.

HPLC Analizi: DAD detekt6r analizden yaklasik bir
saat once a¢ilmis. Kromotografi kolonu 15 dk %0,2
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fosforik asitli su mobil fazi ile sartlandirilmustir. {1k
olarak HPLC ye 20ul metanol:su (80:20) ¢ozeltisi
enjeksiyonu yapilarak kromotogramin dogrulugu
kontrol edilmistir.

Ilk olarak eksternal standart soliisyonu enjekte
edilmis ve 280 nm de cevap faktorii hesaplanmistir.
Dabha sonra hazirlanan numuneler 20ul olarak enjekte
edilmistir.

Hesaplama:
Cevaplama faktorii eksternal standart i¢in:

RF1pg (syringicasit) = syringicasit alani/ pug enjekte
edilen syringicasit

RF1pg (tyrosol) =tyrosolalani / pg enjekte edilen
tyrosol[]

Cevaplama faktorlerinin oraninin hesaplanmasi:

RRFsyr/tyr= RF1 pg (syringicasit)/ RF1 pg (tyrosol)
[

Sonucun i¢ standart olarak syringicasit
kullanildiginda tyrosol cinsinden verilmesi igin
RRFsyr/tyr oranm1 5,1+ 0,4 olmalidir.

(ZA) x 1000 x RRFsyr/tyr* (W syr. asit)
(A syr. asit) x (W)

A= 280 nm’de tanimlanmis biofenollerin toplam
alani

Asyr.asit= internal standart olarak kullanilan syringic
asitin 280 nm deki alani

1000= sonug¢larin mg/kg olarak verilmesi i¢in
kullanilacak faktor

Cizelge 1. Numunelerin 6rnekleme modeli

W=kullanilan numune miktarinin g olarak degeri

RRFsyr/tyr= sonucun tyrosol olarak verilmesi i¢in
olan oran

W syr. Asit= 1ml kullanilan i¢ standardin igerdigi
syringic asitin agirligi

Zeytinyaginda Biofenollerin Hesaplanmasi:
Sonugclar toplam biofenol olarak mg/kg (ppm) tyrosol
cinsinden verilmistir.

Duyusal Analiz: Duyusal analiz; Tiirk Gida Kodeksi
Zeytinyag1 ve Pirina Yag1 Analiz Metotlar1 Tebligi
(Teblig No: 2014/53) metoduna goére yapilmistir.
Duyusal analiz i¢in egitilmis sekiz tadimcidan olusan
bir panel tarafindan (Gida ve Yem Kontrol Merkez
Aragtirma Enstitiisii Paneli) nicel olarak yapilmistir.
Yag numuneleri (15 g) olarak tadimcilara iki kez
sunulmus ve numuneler oda sicakliginda renkli tadim
bardaklar1 ile dengeli bir sira ile verilmistir.

Tadimcilar numuneleri meyvemsiligine (meyveli,
kesilmis ot, enginar, yesil elma, ¢igek, domates
benzeri, badem), aciligina ve yakiciligia gore profil
kagidi kullanarak degerlendirmislerdir. Sonuglar
profil kagidindaki verilere gore sayisal pozisyona
donustiiriilmiis, median deger olarak hesaplanmustir.

Ornekleme metodu: Calismalar sonucunda ¢ikan
sonuglarla, elde edilecek zeytinyaginda fenol
miktarlar1 degerlendirilerek en yiiksek degerlere
sahip trtintin elde edilecegi sicaklik stire degerleri
belirlenmesi amag¢lanmistir. Cizelge 1’de 6rnekleme
modeli bulunmaktadir. Numuneler bu modele gore
belirlenerek paketlenmis ve belirtilen siraya gore
analizlerine baslanmistir. Numuneler Merkezi
Kompozit Dizayn modeli kullanilarak 2 paralel 3
tekerriir olarak ¢alisilmistir.

Malaksasyon
Numune numarasi Run Block Malaksasyon siiresi/dk sicakhig/°C
13 1 Block 1 45 30
6 2 Block 1 60 30
3 3 Block 1 30 40
2 4 Block 1 60 50
9 5 Block 1 45 30
5 6 Block 1 30 30
8 7 Block 1 45 40
11 8 Block 1 45 30
12 9 Block 1 45 30
1 10 Block 1 30 50
4 11 Block 1 60 40
7 12 Block 1 45 50
10 13 Block 1 45 30
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3. Bulgular
3.1.Varyans Analizi Bulgulan

Yapilan varyans analizine gore cesitler ve
uygulamalar arasinda fark c¢ikmistir. Biofenoller
meyvemsilik tizerine etkili degildir. Meyvemsilik
tizerine aromalar etkilidir. Biofenoller, acilik ve
yakicilik {izerine etkilidir. Memecik c¢esidinin
yakicilik degerlerinin yiiksek oldugu bilinmektedir.
Gemlik ¢esidinin acilik ve yakicilig1 diger ¢esitlere
gore daha disiiktiir. Yapilan ¢aligmada da bu sonug
ortaya cikmistir (Cizelge 2).

Farkli seviyelerde uygulanan sicaklik ve siirenin
Gemlik ¢esidi zeytinyagi drneklerinin varyans analizi
sonuglart incelendiginde;

*Fenol miktar1 degeri tizerine malaksasyon sicaklik
derecesi 6nemsiz iken 30 dakikalik malaksasyon
stiresinin 6nemli oldugu,

*Duyusal analiz: meyvemsilik degeri tizerindeki
etkisine ait malaksasyon sicaklik derecesinin 6nemli
olmadig1 ancak siiresinin 60 dakika prosesin 6nemli

oldugu,

*Duyusal analiz: acilik degeri tizerine malaksasyonun
hem sicaklik derecesi hem de siiresinin dnemli
olmadig,

*Duyusal analiz yakicilik degeri lizerine
malaksasyonun hem sicaklik derecesi hem de
stiresinin 6nemli olmadigi,

Farkli seviyelerde uygulanan sicaklik ve siirenin
Memecik cesidi zeytinyagi 6rneklerinin varyans
analizi sonuglari incelendiginde;

*Fenol miktar1 degeri tizerine malaksasyon sicaklik
derecesi ve stiresinin 6nemli oldugu, en iyi sonucun
50°C 60dk prosesinde elde edildigi,

*Duyusal analiz: meyvemsilik degeri tizerindeki
etkisine ait malaksasyon sicaklik derecesinin 6nemli
olmadig1 ancak malaksasyon siiresinin 60 dakikalik
prosesin dnemli oldugu,

*Duyusal analiz: acilik degeri tlizerine etkisine ait
malaksasyonun hem sicaklik derecesi hem de
siiresinin 6nemsiz oldugu,

*Duyusal analiz: yakicilik degeri tizerine
malaksasyonun hem sicaklik derecesi hem de
stiresinin 6nemsiz oldugu, tespit edilmistir.

Cizelge 2. Memecik ve Gemlik cesitlerinin biofenol, meyvemsilik, yakicilik, acilik varyans analiz tablosu

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Memecik Bgtween Groups 47,679 1 47,679 0,072 0,789
biofenol Within Groups 34419,787 52 661,919

Total 34467,465 53
Memecik Be.tw.een Groups 0,022 1 0,022 0,056 0,814
meyvemsilik Within Groups 20,799 52 0,400

Total 20,821 53

Between Groups 0,022 1 0,022 0,050 0,823
Memecik acilik | Within Groups 23,099 52 0,444

Total 23,121 53
Memecik Be.tw.een Groups 0,482 1 0,482 0,898 0,348
yakicilik Within Groups 27,886 52 0,536

Total 28,368 53

Between Groups 21,092 1 21,092 0,036 0,850
Gemlik biofenol | Within Groups 30159,099 52 579,983

Total 30180,191 53
Gemlik Be.tw.een Groups 0,007 1 0,007 0,008 0,929
meyvemsilik Within Groups 43,213 52 0,831

Total 43,220 53

Between Groups 0,005 1 0,005 0,008 0,930
Gemlik acilik Within Groups 30,463 52 0,586

Total 30,468 53

Between Groups 0,022 1 0,022 0,042 0,839
Gemlik yakicilik | Within Groups 28,032 52 0,539

Total 28,054 53
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3.2.Zeytinyag1 Biofenol Bulgular:

Cizelge 3’de Gemlik ¢esidi, zeytinyagnin toplam  miktar1 30°C’de 30 dakikalik (G1) malaksasyon
biofenol miktarlar1 141 mg/kg ile 227 mg/kg arasinda sonucu ¢ikan iiriinde tespit edilmistir (227 mg/kg).
tespit edilmistir. Gemlik ¢esidinde en yiiksek biofenol

Cizelge 3. Gemlik ¢esidinden elde edilen zeytinyaglarinin Sicaklik/siire korelasyonuna gére biofenol miktarlari

GEMLIK Sicakhik/Siire Numune numarasi Toplam biofenol mg/kg
Gl 30/30 6 227
G2 30/45 1 215
G2 30/45 5 215
G2 30/45 8 215
G2 30/45 9 215
G2 30/45 13 215
G3 30/60 2 197
G4 40/30 3 173
G5 40/45 7 160
G6 40/60 11 147
G7 50/30 10 175
GS8 50/45 12 141
G9 50/60 4 173

Cizelge 4. Memecik ¢esidinden elde edilen zeytinyaglarinin sikim sicaklik ve siirelerine gore biofenol toplami

Memecik Sicakhik/Siire Toplam Biofenol mg/kg
M1 30/30 6 309
M2 30/45 1 346
M2 30/45 5 346
M2 30/45 8 346
M2 30/45 9 346
M2 30/45 13 346
M3 30/60 2 346
M4 40/30 3 271
M5 40/45 7 284
M6 40/60 11 307
M7 50/30 10 347
M8 50/45 12 312
M9 50/60 4 387

Cizelge 4°de gorildugu sekilde Memecik ¢esidinde  ¢esidine gore degisiklik gostermekle birlikte sikim
en yliksek biofenol miktar1 50°C 60 dakikalik (M9)  sicaklik ve siirelerinin de bieofenol miktar1 {izerine
malaksasyon sonucu elde edilen riinde tespit  etkili oldugu gorilmektedir.

edilmistir (387 mg/kg). Biofenol miktarlar1 zeytin
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Sekil 1. Gemlik ¢esidinin toplam biofenollerin sikim sicaklik ve siireleri

Sekil 1°te gosterildigi tizere Gemlik ¢esidinde
biofenol miktarlarinda degisen malaksasyon sicaklik
ve sirelerinde genel olarak diisiis gézlenmekle
birlikte sicakligin 50°C’ye ¢ikmasi ile bir miktar
yiikseldigi gozlemlenmistir. Ancak en yiiksek
biofenol miktar1 30°C ve 30 dakikalik (G1)
malaksasyon sonucu elde edilen iriinde tespit
edilmistir (227 kg/mg).

Sekil 2 incelendiginde ise Memecik ¢esidinin
biofenol miktarmin 30°C ve 30dk malaksasyon

prosesinde (M1) diisitk miktarlarda oldugu (309
mg/kg) ancak siirenin artmasinin olumlu etkisi oldugu
gozlemlenmis, sicakligin 40°C’ye yiikselmesi ile
kiigiik bir azalmanin oldugu tespit edilmis (40/30:271
mg/kg, 40/45:284 mg/kg, 40/60:307 mg/kg) ancak
yine malaksasyon sicakligi 50°C ve siirelerinin artist
ile biofenol miktarlarinda 6nemli bir artis
gozlemlenmistir (M7:50/30:347 mg/kg,
MS:50/45/:312 mg/kg, M9:50/60:387 mg/kg).
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Sekil 2: Memecik ¢esidinin toplam biofenol miktarlari siireleri ile korelasyonu
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3.3.Duyusal Analiz Bulgulari

Farkli parametreler kullanilarak elde edilen  malaksasyon sicakligiile dogrudan iliski halinde olup
zeytinyaglarinin duyusal ozellikleri meyvemsilik,  sicaklik gruplart i¢inde malaksasyon siirelerinde
acilik ve yakicilik olarak degerlendirilmistir. Cizelge  6nemli bir fark goriilmemistir.

5’te belirtildigi tizere ¢esitlerdeki duyusal 6zellikler
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Sekil 3. Gemlik ¢esidi duyusal 6zelliklerinin biofenol miktari ile korelasyonu

Cizelge 5: Zeytinyaglar1 malaksasyon siire ve sicakliklarina gore duyusal 6zellikleri ve toplam fenol degerleri

Numune TOPLAM .
kodlari NUMUNELER FENOL mg/kg MEYVEMSILIK ACILIK YAKICILIK
Ml 3030 309,00 5,10 5,50 5,50
M2 3045 346,00 4,20 5,10 5,20
M3 3060 346,00 4,50 5,20 5,30
M4 4030 271,00 4,30 5,10 5,40
M5 4045 284,00 4,60 4,80 5,00
M6 4060 307,00 4,10 4,70 5,10
M7 5030 347,00 3,80 4,50 5,00
M8 5045 312,00 4,00 4,60 5,60
M9 5060 387,00 3,50 4,30 5,40
Gl 3030 227,00 2,50 1,50 2,10
G2 3045 215,00 3,00 1,50 2,60
G3 3060 197,00 3,50 1,70 2,30
G4 4030 173,00 2,80 2,00 2,40
G5 4045 160,00 2,50 1,60 2,50
G6 4060 147,00 2,00 1,80 2,10
G7 5030 175,00 2,50 1,20 2,30
G8 5045 141,00 2,00 1,00 2,30
G9 5060 173,00 2,00 1,20 2,10
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Sekil 3’de Gemlik cesidi zeytinyaginda 30°C ve 60
dk’lik proseste (G3:197 mg/kg) meyvemsilik 6zelligi
en yiiksek seviyede (3,5) bulunurken acilik ve
yakicilik unsurlariin proses degisikliklerinde dnemli
bir sapmaya rastlanmamastir.

Sekil 4°de Memecik ¢esidindeki degisimler
gozlendiginde biofenol miktar1 en yiiksek deger 50°C

60 dk prosesinde (M9:50/60:387 mg/kg) olsa da 30°C
ve 30 dk’lik malaksasyon prosesi (M1:30/30:309
mg/kg) sonrasi elde edilmis olan numunenin genel
olarak daha yogun pozitif 6zellige sahip oldugu
gozlenmistir (meyvemsilik:5,10; acilik:5,50 ve
yakicilik:5,50).

5,10
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Sekil 4. Memecik ¢esidi duyusal 6zelliklerinin biofenol miktart ile korelasyonu

4.Tartisma ve Sonug

Estive ark. (2009) Italya’da Gentile di Larino, Gentile
di Colletorto, Peranz-ana, Coratina, Nociara ve
Ascolana ¢esitlerinden elde ettikleri mono kiiltiir
zeytinyaglarinda yapilmis olan ¢alismalarinda acilik
ve yakicilik degerleri ve bunlarin zamanla
degisimlerini incelemiglerdir. Biofenol miktarlariin
acilik ve yakicilik tizerine etkisini vurgulamiglar ve
bu degerlerin korelasyon i¢inde oldugunu
belirtmislerdir.

Avusturalya’da zeytinyagi yarismalarina katilan
yaglar ile yapilan bir ¢aligmada zeytinyaglar1 duyusal
olarak yumusak, orta ve yogun olarak siniflandirilmis
ve bu yaglarin toplam fenol konsantrasyonu
incelenmistir. Panel tarafindan yumusak, orta veya
yogun olarak siniflandirilan zeytinyaglari i¢in toplam
fenol konsantrasyonlarmin dagilimi incelendiginde
toplam fenol seviyesi (ortalama=299, se=7,3), orta
olarak smiflandirilanlardan (ortalama=235, se = 4,0)
onemli 6l¢tide daha yiiksek (p <0,001) ve bu da
onemli Olglide yogun olarak siniflandirilanlardan
(ortalama=182, se=7,2) daha yiiksek (p <0,001)
bulunmustur. Bu, zeytinyaglarindaki toplam fenol
konsantrasyonunun treticiler tarafindan algilanan
tad1 etkiledigi gii¢lii bir sekilde goriilmektedir.

Algilanan acilik ve yakiciligin toplam fenol
konsantrasyonu ile giicli bir sekilde iliskili oldugu

goriilmiistir. Zeytinyagindaki fenol konsantrasyonu,
genel aciliga ve keskinlige katkida bulunarak tadini
datemelden etkilemektedir (Gawel ve Roger 2009).

Servili ve ark. (2000)’nin yaptiklar1 ¢alisma
raporlarinda yiiksek sicakliklarin natiirel sizma
zeytinyagimin bazi duyusal 6zelliklerinin ve saglik
kaynagi olarak tanimlanan biofenol miktarinin
kaybina yol a¢tig1 vurgulamistir (Servili ve ark. 2000,
Angerosa 2001). Salas ve Sanchez (1999) yaptiklari
calismalarda sikim prosesi 25°C’nin {stiinde
yapildiginda polyfenoloksidaz ve lipoksigenaz
enzimlerinin ¢aligmaya basladigini ve C,’y1 doymus
ve doymamis aldehitlere, alkol ve esterlerine
parcalayarak meyvemsiligi olusturdugunu
belirtmislerdir. Ayn1 zamanda zeytinyaginin
kusurlarinin olusmasinda da bu enzimlerin sicaklikla
beraber farkli yan driinler olusturmasinda etkili
olduguna vurgu yapmislardir.

Bundan dolay1 Gemlik ve Memecik i¢in optimum
malaksasyon sicaklik ve siirelerinin farkli olmasi
cesitlerin bu konu i¢in 6nemini vurgulamaktadir. Ayni
zamanda zeytinyaginin biofenol miktar1 yogunlugu
ve duyusal karakteri de gesitlere gore farklilik
gostermektedir. Ancak zeytinyagi cesitleri farklilik
gosterse de biofenoller oleuropein, hidroksitirosol,
tirosol gibi benzer kompozisyon olusturmaktadir.
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GIDA VE YEM BIiLiMi-TEKNOLOJiSi DERGISI
ETIiK KURALLARI VE INTIHAL KONTROLU

Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi, Yaym 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 Editorler Kurulu, agik 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 gorev ve
sorumluluklara bagli kalmayi taahhtit eder.

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

2-Editorler, okuyuculardan gelen geri bildirimleri dikkate almak ve geri bildirim vermekle yiikiimludrler.
3- Editorler, dergiye gonderilen ¢aligmalarin 6nemi, 6zgiin degeri, gegerliligi, anlatimin agikligi ve derginin
amag ve hedeflerine uygunlugu bakimindan degerlendirerek olumlu ya da olumsuz karar vermelidirler.

4-Editorler, dergiye gonderilen ¢alismalari; yazarlarin sosyal, kiltiirel, ekonomik &zellikleri ile dini inanglart
g0z ontine alinmaksizin, sadece entelektiiel degerleri ¢ercevesinde degerlendirilmelidir.

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

6-Editorler ve Yaym Kurulu, makaleyi ilk inceleme sonucunda red etme kararina varirsa yazarlara bunun
nedenini a¢ik bir sekilde bildirmekle yiikiimliidiirler.

7-Dergiye gonderilen ¢alismalar editorler tarafindan 6ncelikle intihal ihtimaline karsi raporlarin olup olmadigi
kontrol edilmelidir. Bu asamada intihal raporu olmayan ¢alismalar ve intihal ihtimali olan ¢alismalar, editdrler
tarafindan reddedilir.

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

9-Editorler, dergiye gonderilen ¢alismalarin kabulil igin yazarlara dergideki herhangi bir makaleye veya bagka
bir ¢alismaya atif yapmasi konusunda telkinde bulunmamalidir.

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

11-Yayin kurulu, yazarlarla, yazarlarin kurumlari ya da yazarlarin bir veya daha fazla ilgi alani ile 1lgili herhangi
bir ¢ikar ¢atigmasi/cakismasi yasama durumundaysa, gorevlendirilen editore bilgi vermeli ve degerlendirme
siirecinden ¢ekilmelerini 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 insanlariin olmasina 6zen gostermelidirler.

14-Editorler, yayin kurulu ve hakemler kurulu tiyelerini, uzmanlik alanlarina uygun, katki saglayabilir ve uygun
nitelikte belirleyerek kurullara derginin yayin politikalari1 konusunda bilgi vermekle yiikiimltidiir.



B-YAZARLARIN UYMASI GEREKEN ETiK KURALLAR

Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi yayin etigi agisindan, COPE (Committee on Publication Ethics)
tarafindan kabul edilen kriterlere uymay1 taahhiit eder.

1-Eserlerin tiim sorumlulugu yazarlarina aittir. Eserler, bilim etigi ilkelerine uygun olarak hazirlanmali, Etik
Kurul Raporu gerektiren durumlarda bir kopyasi 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 ¢aligmasi, gézlem, deney, goriisme teknikleri kullanilarak katilimeilardan
veri toplanmasini gerektiren nitel ya danicel yaklagimlarla yiiriitiilen her tiirlii aragtirmalar.

v’ Insan ve hayvanlarm (materyal/veriler dahil) deneysel ya da diger bilimsel amaglarla kullanilmast,

v Insanlar iizerinde yapilan klinik arastirmalar,

v'Hayvanlar iizerinde yapilan aragtirmalar,

v’ Kisisel verilerin korunmasi kanunu geregince retrospektif galismalar.

v Ayrica, kullanilan fikir ve sanat eserleri i¢in telif haklar1 diizenlemelerine riayet edilmeli, bagkalarina

ait 6lgek, anket, fotograflarin kullanimi i¢in sahiplerinden izin alinmas.

2-Yayimlanmasi istenilen eserlerin herhangi bir yerde yayimlanmamis veya yayimlanmak tizere herhangi bir
dergiye gonderilmemis olmasi zorunludur.

3-Ancak; yurti¢i veya yurtdisi kongrelerde sunularak yalnizca 6zeti yayimlanmis makaleler yayima kabul
edilmektedir.

4-Dergiye yayimlanmak tizere 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 yazigsmalari 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 ¢aligmada yazar ekleme, yazar sirast degistirme ve yazar ¢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 iizere gonderilen makaleler, hakem siireci
baslatildiktan sonra geri ¢ekilemez.

10-Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi Intihal ve Duplicate oniine ge¢mek tizere sorumlu yazarlardan
Intihal raporu talep edilir.

11-Benzerlik orani kaynakga hari¢ en fazla %20-30 olmalidur.

12-Yazarlar, yaymlanmak {izere gonderilen tiim caligsmalarin potansiyel ¢ikar catismasi teskil edebilecek
durumlari ve caligmalar1 destekleyen kuruluslart makalenin son kisminda beyan etmekle yiikiimliidiirler.

13-Ayrica, calisma lisansiistii tezlerden tretilmis ise ve ¢alismaya katkisi i¢in 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
durumdaise, editorii bu durumdan haberdar ederek degerlendirme gérevinden ayrilmalidir.

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

3-Hakemler, gizlilik ilkesine riayet ederek degerlendirmesini yapmali, ¢alismay: tglincii kisilerle
paylasmamalidir.

4-Hakemler, inceleme siirecinde elde etmis oldugu ayricalikli bilgi ve fikirleri gizli tutmal1 ve kisisel ¢ikar1 i¢in
kullanmamalidir.

5-Hakemler, elestiri ve onerilerini nazik bir dille objektif ve yapic1 bir sekilde yapmalidir.
6-Yazara kars1 iftira ve hakaret igeren asagilayici yorum ve elestiri kullanilmamalidir.
7-Hakemler, fikirlerini agik bicimde destekleyen belgelerle desteklemelidir.

8-Hakemler, degerlendirilen ¢alismanin daha once yayinlanmis baska bir ¢alisma ile arasinda esasli bir
benzerlik tespit etmeleri halinde, durumu edit6re iletmelidirler.



GIDA VE YEM BIiLiMi-TEKNOLOJiSi DERGISI
GENEL ILKELER ve YAZIM KURALLARI

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

Dergide, 6zgtin arastirma tirtinii makaleler ile belirli bir konuyu yeterli sayida kaynaktan arastirarak hazirlanmis
derleme makaleleri yayimlanir. Gida-yem bilimi ve teknolojisindeki son gelismeleri ve arastirmalari kapsayan
ve/veya farkindalik yaratmak amaciyla orijinal metne sadik kalinarak yapilan ¢eviri makaleler de degerlendirilir.
Ceviri makalelerde orijinal eserin yabanci dildeki adi, yazari, yayinlandig yer ve yili belirtilmelidir. Olgu
sunumu tiiriindeki yazilar da kabul edilerek degerlendirilir. Onemli bir potansiyeli ya da bulgusu olmayan ve
sadece yerel ilgi cekecek makaleler basima kabul edilmez. Dergide basilacak ingilizce makale sayisi toplam
makale sayisinin tigte birini gegemez.

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

® Giivenilirlilik ve kalite

® isleme teknolojileri

® Analiz yontemleri

® Biyogiivenlik ve biyoteknoloji
® Sosyo-ekonomik aragtirmalar
® Mevzuatlar

® 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 onceden yayinlanmamis (tezler ve kongre sunu ozetleri hari¢) bagka bir dergiye basim ig¢in
gonderilmemis olmasi gerekir. “Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi” dergisinde yayinlanmis olan bir makale bagka
bir yerde yayinlanamaz.

“Etik Kurul izin Belgesi nin kullanildig1 arastirmalarda bu belgelerin makaleye eklenmesi gerekir.

Yayinlanmasi i¢in "Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi" dergisine gonderilen makalede herhangi bir kurum ya da
kurulustan dogrudan ya da dolayli alinan destegin makale i¢inde ilk sayfa dipnot veya tesekkiir basligi altinda
belirtilmesi tiimiyle yazarlarin sorumlulugundadir.

Tiim asamalardan gegmis dergimizde yayinlanmasi uygun olarak degerlendirilmis makaleler sisteme yiiklenis
tarihine gore yaymlanmak {izere siraya konulur. Hangi sayida yayinlanacagi 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@tarim.gov.tr adresine e-posta yolu ile génderilmelidir.
Makaledeki bilgilerin dogrulugunun sorumlulugu yazar(lar)a aittir.

Yazisma Adresi:

e-posta: bursagida@tarim.gov.tr

Yazar isterse, makaleyi degerlendirmek tizere “Son Kontrol Listesi Formu (BGA-FR-103)nda ilgili béliime ti¢
isme kadar hakem 6nerebilir. Edit6r ve Yayin Kurulu, hakemleri segme hakkini korur.



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

Uygun bulunanlar, “Hakemlik Goérev Yazis1t Formu (BGA-FR-107)” doldurmus olan o alandaki ti¢ hakeme
“Hakem Makale Inceleme Yazis1 Formu (BGA-FR-106)” ile birlikte gonderilir (Oncelikle iki hakeme
gonderilir. Hakemlerden birinden olumsuz sonu¢ gelmesi halinde ti¢iincii hakeme gonderilir). Dergi, COPE
htikiimleri 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
editore iletirler. Hakemlerin ve yazarlarin isimleri gizli tutulur ve raporlar bes yil stireyle saklanir. Hakem
raporlarindan ikisi olumlu, digeri olumsuz oldugu takdirde, yazi yayimlanir. Olumsuz goriis bildiren hakeme
durum hakkinda bilgi verilir. Yazarlar, hakemlerin goriis ve 6nerileri dogrultusunda diizeltmeleri yaparlar. Editor
ve Yayin Kurulu gerektigi durumlarda yazilarin yazim sekli tizerinde degisiklik yapabilir. Makalesi kabul edilen
yazarlara “Makale Kabul Yazis1 (BGA-FR-110)” bu makalede degerlendirme yapan hakemlere de “Hakem
Makale Tesekkiir Yazis1 (BGA-FR-115) génderilir.

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

http://arastirma.tarim.gov.tr/bursagida adresindeki “Telif Devir Hakki Formu (BGA-FR-104)” doldurulup
sorumlu yazar tarafindan imzalandiktan sonra tarayicidan gegirilmeli ve elektronik dosya olarak
bursagida@tarim.gov.tr adresine mail ile gonderilmelidir. Makale basim i¢in kabul edilmezse, “Telif Devir
Hakki Formu (BGA-FR-104)"nun yasal bir 5nemi kalmaz ve hiikiimsiiz olarak kabul edilir.

"

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

MAKALENIN HAZIRLANMASI

Dergiye bagvuru sirasinda gonderilecek makale, Microsoft Word yazilimiyla, A4 boyutundaki kagidin tek
yliziine Times New Roman yazi tipi, 12 punto ve 2 satir aralikla iki yana yaslanmis olarak yazilmali; kenar
bosluklari, her bir kenardan 2,5 cm olmalidir. Sayfada goélgelendirme ve cergeve vb. uygulamalar
yapilmamalidir. Makale icerigi dil bilgisi kurallarina 6zen gosterilerek akici ve anlasilir bir sekilde yazilmalidir.
Arastirma ve derleme makaleleri, ¢izelge ve sekiller dahil toplam 22 sayfayir gegmemelidir. Editér 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, Ozet, Tiirkce Anahtar Kelimeler, Abstract,
KeyWords, Ana Metin (Girig, Materyal ve Y 6ntem, Tartisma ve Sonug), Tesekkiir (gerekiyorsa) ve Kaynaklar
ana basliklar1 altinda hazirlanmalidir. Kisaltmalar metin igerisinde tanimlanmalidir. Calisma igerisinde gegen
mikroorganizma isimleri ile Latince ifade ve isimler italik olarak yazilmali ve kisaltmalarda uluslararasi yazim
kurallar1 goéz oniinde bulundurulmalidir. Ingilizce hazirlanacak makalelerde ana metin kisimlari ayni
basliklardan olusmalidir.

Bashk: Makale basligi metne uygun kisa ve acik, ingilizce ve Tiirkge, sadece ilk harfi bityiik, 12 punto, koyu ve
sayfaya ortalanmis olmalidir. Diger basliklarda makale basligi ile aym 6zellikte olup sola dayali olarak
yazilmalidir.

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

Ozet ve Abstract: 150 kelimeyi gegmeyecek sekilde Tiirkge ve Ingilizce yazilmahdir.

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

Metin: Girig, Materyal ve Y 6ntem, Tartigma ve Sonug kisimlarindan olusur.



Cizelgeler ve Sekiller: Yazi icinde gecgen tablolar, “cizelge”; grafik, resim, fotograf, harita ve akim semalar1 ise
“sekil” olarak isimlendirilmeli ve 11 puntodan diisiik punto kullanilmasindan olabildigince kag¢inilmalidir.

Cizelge basliklar ¢izelgenin iistiine, sekil basliklari ise seklin altina yazilmali ve sirayla numaralandirilmalidir.
Kullanilan ¢izelge ve sekillere metin i¢inde atif mutlaka yapilmalidir. Metin i¢inde gecen veriler ¢izelge ve
sekillerin tekrart olmamalidir. Cizelge ve sekillerin bagliklar1 igerikleriyle uyumlu ve anlasilabilir olmalidir.
Sekiller ve resimlerin yiiksek ¢oziintirliikkte olmasina dikkat edilmelidir. Resimler (ve gerekiyorsa sekiller) *.jpg
formatinda metin igerisinde yer almalidir. Cizelge ve sekillerde verilecek dipnotlar ¢izelge ve sekillerin altina 8
punto ve italik olarak yazilmalidir. Tercihe bagli olarak Tiirk¢e arastirma makalelerinde ¢izelge/sekil bashigi ve
varsa tiim dipnotlar ¢izelgede/sekilde yer alan Tiirkce kelimelerin Ingilizcesi de italik olarak yazilmalidir.

KAYNAKLAR:
a. Kaynak listesi:

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

Kitap:

Anonymous, 1983. Gida Maddeleri Muayene ve Analiz Yontemleri. TOKB Koy Hiz. Gen. Mud. Yayinlart,
Genel Yaym No: 65, 796 s, Ankara.

Kitap boliimii:

Oztan, A., 2003. Et Bilimi ve Teknolojisi. TMMOB Gida Miihendisleri Odasi Yayinlari, Yaym No: 1
Genisletilmis Baski, s. 200-400, Ankara.

Rhoades, J.D., 1982. Cation Exchange Capacity. Methods of Soil Analysis, Part 2, Chemical and
Microbiological Properties, 2nd ed.,Ed: A.L. Page. Soil Sci. Soc. of Amer. Inc., Madison, Wisconsin, pp. 149-
157.

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 6zelliklerinin 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).

b. Metin icinde kullanilan kaynaklar:
Kaynaklar metin igerisinde yazarin soyadi ve eserin yayin y1li esas alinarak verilmelidir.

Ornegin; metin i¢indeki kaynaklara yapilan atiflarda, (Kantar 1998), (Eksi ve Karadeniz 1993), (Altan ve ark.
1984); yazarlara yapilan atiflarda, “Kantar (1998)’e gore, Eksi ve Karadeniz (1993), Altan ve ark. (1998); ayni
yazarin birden fazla yayimina atifta bulunuluyorsa, (Kantar 1998a, 1998b) 6rneklerinde oldugu gibi yazilmalidur.



