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ÖZET 

 

Doktora Tezi 

 

BADEM VE FINDIKTAKİ ALERJEN PEPTİDLERİN PROTEOMİKS TEKNİĞİ 

KULLANILARAK TESPİTİ VE ISIL İŞLEM SONRASI ALERJENLERİN 

STABİLİTESİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Nurcan AYŞAR GÜZELSOY 

 

Bursa Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Yasemin ŞAHAN 
 

Gıda alerjisi tüketilen besinlere karşı bağışıklık sistemi tarafından gösterilen aşırı 

duyarlılık reaksiyonudur. Fındık, badem gibi sert kabuklu meyveler sağlık üzerine olumlu 

etkilerinden dolayı beslenmede önemli bir yere sahip olmakla birlikte gıda alerjisi 

reaksiyonlarına neden olabilmektedir. Günümüzde gıda alerjisinin önlenmesinin tek yolu 

kişilerin alerjen içeren gıdaları tüketmekten kaçınmasıdır. Tüm önlem ve yasal 

düzenlemelere rağmen yanlış etiketlenme sonucu geri çağırma veya çapraz bulaşmış 

ürünlerde alerjenlerin tespiti gıda güvenliği açısından önemli bir risk oluşturmaktadır. Bu 

sebeple gıdaların alerjen maddeler yönünden incelenmesi; ürün güvenilirliğinin 

sağlanması ve tüketici sağlığının korunması bakımından oldukça önemlidir.  

 

Bu çalışmada, fındık ve bademdeki alerjen proteinlere ait peptid dizilimlerinin 

proteomiks tekniği kullanılarak belirlenmesi amaçlanmıştır. Kavrulmamış fındık ve 

badem örnekleri; protein ekstraksiyonu ve enzimatik parçalanma işlemleri sonrası sıvı 

kromatografisi kuadropol uçuş zamanlı kütle spektrometresi (LC-Q/TOF/MS) ile analiz 

edilmiştir. Analiz sonrası elde edilen kütle spektrumu verileri veri tabanlarında 

incelenerek fındık ve bademdeki alerjen peptid dizilimleri tespit edilmiştir. Alerjen 

peptidlerin ısıl işlem sonrası stabilitelerinin araştırılması amacıyla 130℃, 150℃, 

170℃’de on beş ve otuz dakika kavurma işlemi uygulanmış olup, kavurma işlemi sonrası 

stabilitesini devam ettiren ikişer adet peptid dizilimi gıdalardaki fındık ve badem 

alerjenlerinin tespit edilmesi için marker olarak seçilmiştir. Kek ve dondurma 

örneklerinde fındık ve badem alerjenlerine ait marker peptid dizilimleri için mimimum 

tespit seviyesi 10 ppm olarak belirlenmiştir. Çalışmada ayrıca ülkemizde yetiştirilen 

önemli fındık ve badem çeşitlerinde alerjen proteinlerde farklılık olup olmadığı 

incelenmiş ve alerjen kompozisyonu açısından çeşitler arasında fark bulunmazken, 

marker olarak belirlenen peptid dizilimlerinin konsantrasyonlarında çeşitler arasında 

istatistiksel olarak önemli bir fark tespit edilmiştir. (p<0.01).  
 

Anahtar Kelimeler: Gıda alerjisi, LC-Q/TOF/MS, proteomiks, badem, fındık 

 

2021, ix + 130 sayfa. 
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ABSTRACT 

 

PhD Thesis 

 

INVESTIGATION OF ALLERGEN PEPTIDES AND THEIR HEAT STABILITY 

USING PROTEOMICS IN ALMOND AND HAZELNUT 

 

Nurcan AYŞAR GÜZELSOY 

 

 Bursa Uludağ University  

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Food Engineering 

 

Supervisor: Prof. Dr. Yasemin ŞAHAN 

 

Food allergy is a hypersensitive reaction of the human immune system to consumed food. 

Although tree nuts such as hazelnuts and almonds have an important place in nutrition 

due to their positive effects on health, they can cause food allergy reactions. Today, the 

only way to prevent food allergy is to avoid consuming foods containing allergens. 

Despite all precautionary and legal regulations, misleading recall and detection of alerts 

in cross-contaminated products pose significant risks in food security. For this reason, 

investigation of allergens in food products is important in terms of ensuring food safety 

and protecting consumer health.  
 

In this study, it is aimed to determine the peptide sequences of allergenic proteins in 

hazelnut and almond using proteomics technique. After protein extraction and enzymatic 

digestion, unroasted hazelnut and almond samples were analyzed by liquid 

chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry (LC-Q/TOF/MS). Mass 

spectrum data were searched in the databases and allergen peptide sequences were 

determined for almond and hazelnut. To investigate the thermal stability of allergen 

peptides,  almond and hazelnut samples were roasted at 130℃, 150℃, 170℃ for 15 and 

30 minutes and two heat resistant peptides were selected to detect hazelnut and almond 

allergen in food samples. The analysis of spiked cake and ice cream samples gave limit 

of detection of 10 ppm for almond and hazelnut. Additionally variations of allergen 

peptides were investigated in various hazelnut and almond varieties growing in Turkey. 

Although no difference found in allergen composition of different varieties, concentration 

of marker peptides in hazelnut and almond varieties were found statistically different 

(p<0.01). 

 
 

 

Key words: Food allergy, LC-Q/TOF/MS, proteomics, almond, hazelnut 
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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 

 

 

Simgeler   Açıklama 

 

g     Gram 

kDa     Kilodalton 

μL     Mikrolitre  

mg     Miligram  

mL     Mililitre 

M     Molar 

mM     Milimolar 

kg     Kilogram 

℃     Santigrat Derece 

W     Watt 

%                       Yüzde Değer 

 

 

Kısaltmalar   Açıklama 

 

ABD     Amerika Birleşik Devletleri 

EAACI    Avrupa Alerji ve Klinik İmmünoloji Akademisi 

BCA     Bikinkoninik Asit 

DNA     Deoksiribo Nükleik Asit 

DTT     Ditiotreitol 

WAO                 Dünya Alerji Örgütü  

WHO     Dünya Sağlık Örgütü  

ELISA     Enzime Bağlı Bağışıklık Deneyi  

ESI                Elektrosprey İyonizasyonu  

FAO     Gıda ve Tarım Teşkilatı  

FDA     Gıda ve İlaç İdaresi  

HCl     Hidroklorik asit 

TRIS     Hidroksimetil aminometan 

IAA     İyodoasedamid 

IgE                     İmmünoglobulin E 

MALDI    Matriks Yardımcılı Lazer Desorpsiyon İyonizasyonu 

PCR     Polimerize Zincir Reaksiyonu  

LC-QTOF/MS Sıvı Kromatografisi Kuadropol Uçuş Zamanlı Kütle Spektrometresi  

SDS-PAGE       Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

nsLTP     Spesifik Olmayan Lipit Transfer Proteinleri 

TBS     TRIS/HCl-tuz tamponu 

TGK                  Türk Gıda Kodeksi 

IUIS     Uluslararası İmmünoloji Dernekleri Birliği 

PEF     Vurgulu elektrik alan  

HHP     Yüksek Hidrostatik Basınç 
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1. GİRİŞ 

 

Alerji; çeşitli kimyasal, polen, ev tozu veya gıda bileşenleri gibi çevremizde bulunan ve 

zararlı olmayan maddelere karşı, bazı duyarlı kişilerde oluşabilen aşırı duyarlılık 

reaksiyonu veya bağışıklık sisteminin anormal bir yanıtı olarak tanımlanmaktadır (Ring 

2005). İnsan vücuduna giren ve kanda kendine özgü bir karşıt madde oluşturan yabancı 

maddelere “antijen” adı verilmektedir ve alerjik reaksiyonlara neden olan antijenler 

"alerjen" olarak adlandırılmaktadır. Alerjen olarak adlandırılan bu antijenler solunum 

yoluyla, deri, ağızdan ya da enjeksiyon ile vücudumuza girebilmektedir. Antijene karşı 

oluşturulan karşı maddeye ise “antikor” adı verilmektedir. Alerji toplumda birçok kişiyi 

etkileyen önemli bir sorundur. Yapılan araştırmalar ülkelere göre farklılık göstermekle 

birlikte alerji görülme sıklığının %7,5-40 arasında değiştiğini göstermektedir  (Warner ve 

ark. 2006).  

 

Gıda alerjisi ise bazı gıdalarda bulunan bazı proteinlere karşı bağışıklık sistemi tarafından 

verilen immünolojik bir reaksiyondur. Hassas bünyeli bireylerin bağışıklık sistemleri, 

gıdalarda bulunan ve çoğunlukla zararsız olan maddelere karşı alerjik reaksiyon 

gösterebilmektedir. Gıda alerjilerinin belirtileri bağırsak sisteminde, dil, dudak gibi temas 

noktalarında veya tüm vücutta görülebilmektedir (Johansson ve ark. 2001, Köksel ve ark. 

2011). Olası alerjik reaksiyonlar arasında alerjik nezle, astım, kardiyovasküler 

bozukluklar, çarpıntı, nefes darlığı, kusma, ishal, ciltte tahriş, dudaklarda, dilde ve ağızda 

kaşıntı, baş ağrısı gibi rahatsızlıklar yer almaktadır (Nakamura ve Teshima 2013, 

Hoffmann-Sommergruber 2016).  

 

Toplumların beslenme alışkanlıklarına göre ülkelerde besin alerjisi görülme sıklığı da 

değişiklik göstermektedir. İnek sütü, tavuk yumurtası, kabuklu deniz ürünleri, soya 

fasulyesi, buğday ve kabuklu yemişler alerjik reaksiyonlara sebep olan gıdaların başında 

yer almaktadır (Monaci ve ark. 2010, Petrulakova ve Valik 2015, Hoffmann ve ark. 

2017). Fındığın (Corylus avellana L.) sebep olduğu alerjik reaksiyonlara fındıktaki farklı 

proteinler sebep olabilmektedir. Badem de ekonomik ve sağlık açısından önemli bir besin 

olmasına rağmen, fındığa benzer şekilde bazı kişilerde immünolojik reaksiyonları 

tetiklemektedir (Gaur ve ark. 2008, Jin ve ark. 2009). 
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Gıda alerjisinden korunmanın tek yolu sorun oluşturan gıda alerjenlerinin alerjik tepki 

gösteren kişilerin diyetinden çıkartılmasıdır. Bu sebeple gıdaların doğru bir şekilde 

etiketlenmesi büyük önem taşımaktadır. Ülkemizde Türk Gıda Kodeksi Etiketleme ve 

Tüketicileri Bilgilendirme Yönetmeliği’nde gıdaların etiketinde belirtilmesi zorunlu olan 

alerjenler 14 grup altında toplanmıştır.  Bu yönetmeliğe göre alerjen bileşen ya da alerjen 

işlem yardımcılarının alerjen madde veya ürün adları açık bir şekilde 

kullanılarak bileşenler listesinde belirtilmesi zorunludur (Anonim 2017). 

  

Gıdalardaki alerjen proteinlerin tespitinde kullanılan yöntemlerin başında Polimerize 

Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Enzime Bağlı Bağışıklık Deneyi (ELISA) testleri 

gelmektedir. Ancak bu yöntemlerle alerjen analizinde deoksiribonükleik asit (DNA) 

eksikliği ya da işleme sırasında protein yapısındaki değişikliklerden dolayı yanlış pozitif 

ya da yanlış negatif sonuçlar ortaya çıkabilmektedir. Bu yöntemlerdeki sıkıntılardan 

dolayı proteomiks tekniği kullanılarak gıdalardaki alerjenlerin tespitine yönelik 

çalışmalar oldukça önemlidir (Fu ve Maks 2013, Daly ve ark. 2018). 

 

Bu çalışmada fındık ve bademde alerjen peptid dizilimleri proteomiks tekniği kullanılarak 

belirlenmiş ve ülkemizde ihracat açısından önemli olan farklı fındık ve badem 

çeşitlerinde alerjen peptid dizilimleri açısından farklılık olup olmadığı araştırılmıştır. Isıl 

işlemin alerjen peptid dizilimlerine etkisinin incelenmesi amacıyla farklı sıcaklık ve 

sürede fındık ve badem örneklerine ısıl işlem uygulanmış ve ısıl işlem sonrası varlığını 

sürdüren alerjen peptid dizilimleri marker peptid dizilimi olarak belirlenmiştir. Bu 

dizilimler kullanılarak kek ve dondurma örneklerinde fındık ve badem alerjenleri tespit 

edilmiştir. 

Çalışmada yüksek hassasiyet ve seçiciliğe sahip LC-QTOF/MS cihazı ile fındık ve badem 

alerjenlerinin gıda örneklerinde tespit edilebilmesi, ELISA ve PCR teknikleriyle 

gerçekleştirilen alerjen analizinde karşılaşılabilecek yanlış pozitif veya yanlış negatif 

sonuçların ortaya çıkması engellenerek gıda güvenilirliğinin sağlanması, tüketici 

sağlığının korunması ve ekonomik kayıpların önüne geçilmesi hedeflenmiştir.  
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Gıda Alerjisi ve İntoleransı 

 

Günlük tükettiğimiz besinlere bağlı ortaya çıkan reaksiyonlar istenmeyen besin 

reaksiyonları olarak adlandırılmaktadır. Avrupa Alerji ve Klinik İmmünoloji Akademisi 

(EAACI), gıdaların sebep olduğu olumsuz reaksiyonları mekanizmalarına göre toksik ve 

toksik olmayan gıda reaksiyonlar olarak iki gruba ayırmıştır (Bruijnzeel-Koomen ve ark. 

1995). Toksik reaksiyonlar; yeterince yüksek miktarda toksin içeren gıdaların sebep 

olduğu reaksiyonlardır. Gıdalarda bulunan toksik maddeler gıdaların doğal bileşeni 

olabilmekte ya da üretimden tüketime kadar farklı aşamalarda gıdalarda oluşabilmektedir 

(Lattanzio 2020, Bhardwaj ve ark. 2021). 

 

Toksik olmayan gıda reaksiyonları ise besinlerin veya besinlerle birlikte alınabilecek bazı 

maddelerin, immünolojik ya da immünolojik olmayan mekanizmalarla oluşturabileceği 

reaksiyonlardır ve iki grup altında incelenmektedir. Bu reaksiyonlar gıda intoleransı ve 

gıda alerjisi olarak adlandırılmakta olup son yıllarda değişen beslenme alışkanlıklarımıza 

da bağlı olarak her ikisinin de görülme sıklığı artmaktadır (Arıcan ve Hacımustafaoğlu 

2002, Turnbull ve ark. 2015).  

 

Gıda intoleransı ya da besin aşırı duyarlılığı immünolojik yani savunma sistemi 

aracılığıyla gerçekleşmeyen bir aşırı duyarlılık reaksiyonu iken; gıda alerjisi gıdanın 

içerdiği proteinlere karşı gelişen immünolojik bir reaksiyondur (Kırsaçlıoğlu ve Özden 

2006, Sapan ve ark. 2013). Besin intoleransı reaksiyonları sindirilemeyen veya 

emilemeyen besin ya da besin bileşenlerinin etkisiyle meydana gelmekte olup laktoz 

intoleransı besin intoleransları arasında en yaygın olarak görülen reaksiyondur (Beyerlein 

ve ark. 2008). İmmünolojik reaksiyonlar ise savunma sisteminde önemli olan 

immünoglobulin E (IgE) moleküllerinin etkili olduğu reaksiyonlar sonucunda ya da IgE 

molekülünün yer almadığı reaksiyonlar sonucunda da gözlenebilmektedir. Ayrıca her iki 

mekanizmanın da rol aldığı reaksiyonlar da alerjiye sebep olabilmektedir (Ho ve ark. 

2014). Şekil 2.1’de gıda kaynaklı reaksiyonlarının sınıflandırılması verilmiştir. 
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Şekil 2.1. Gıda kaynaklı reaksiyonlarının sınıflandırılması  

 

2.2. Gıda Alerjisi Prevalansı 

 

Son yıllarda diğer tüm alerjik hastalıklarda olduğu gibi gıda alerjisinin görülme sıklığında 

da özellikle sanayileşmiş ülkelerde hızlı bir artış görülmektedir (Hu ve ark. 2010, Obeng 

ve ark. 2011, Basera ve ark. 2015). Dünya Alerji Örgütü (WAO) tarafından gıda 

alerjisinin dünya nüfusunun yaklaşık %2,5'ini etkilediği kabul edilmektedir ancak bu 

veriler %1 ila %10 arasında değişmektedir.  Gıda alerjisi teşhisi yapmak için farklı 

tekniklerin kullanılması, çalışma metodolojilerinin çeşitliliği, coğrafi varyasyon, yaş ve 

diyetlerdeki farklılıklar gıda alerjisi prevalansının doğru bir şekilde belirlenebilmesini 

güçleştirmektedir (Bartra ve ark. 2016, Loh ve Tang 2018, Messina ve Venter 2020).  

 

Yapılan çalışmalar incelendiğinde beş yaşından küçük çocuklarda gıda alerjisi prevalansı 

Birleşik Krallık'ta %4, Danimarka'da %3,6, Norveç'te %6,8 ve Avustralya'da 12 aylık 

bebeklerde %10'dan fazla iken, 4 yaşındaki çocuklarda yaklaşık %4 olduğu 

görülmektedir (Venter ve ark. 2006, Eller ve ark. 2009, Kvenshagen ve ark. 2009, Peters 

ve ark. 2017).  

Gıdalara Karşı Gelişen 
Reaksiyonlar
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(Gıda Alerjisi)  
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yer almadığı 
reaksiyonlar
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mekanizmanın 
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reaksiyonlar
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Almanya’da 0-17 yaş aralığında yapılan çalışmada prevalans %4,2 olarak tespit edilirken 

ülkemizde 11-15 yaş grubunda yapılan çalışmada %0,15 olarak tespit edilmiştir (Roehr 

ve ark. 2004, Kaya ve ark. 2013). Tayland’da yapılan diğer bir çalışmada 3-7 yaş 

aralığındaki çocuklarda gıda alerji prevelansı %1-3,8 aralığında rapor edilirken, Çin’de 2 

yaş çocuklarında %7,7 olarak raporlanmıştır (Chen ve ark. 2011; Lao-araya ve 

Trakultivakorn 2012). 

 

Gupta ve ark. (2019) tarafından Amerika Birleşik Devletleri’nde (ABD) 40 443 yetişkin 

ile yapılan bir çalışmada katılımcıların %10,8’inin gıda alerjisi olduğu belirtilmiştir. 

ABD'de ciddi alerjik reaksiyonların %90'ını sekiz gıda veya gıda grubu oluşturmaktadır. 

Bunlar; süt, yumurta, balık, kabuklu deniz ürünleri, buğday, soya, ağaç fıstığı ve yer 

fıstığıdır. Silva ve ark. (2016) 18-65 yaş aralığında yaptıkları çalışmada ankete 

katılanların %10,8’inde başlıca inek sütü, domuz eti, meyve ve karides olmak üzere farklı 

gıda alerjlerine sahip olduklarını belirtmişlerdir.  

 

Farklı gıda veya gıda gruplarına karşı alerji görülme sıklığı da değişkenlik 

göstermektedir. Süt alerjisi en sık görülen gıda alerjisidir (Skripak ve ark. 2007, Fiocci 

ve ark. 2010). Rona ve ark. (2007) süt alerjisi prevalansının %1,2-17 iken, 

yumurtanınkinin %0,2-7 arasında olduğunu belirtmişlerdir. Zuidmeer ve ark. (2008) 

meyve ve sert kabuklu kuruyemişlere karşı gıda alerjisi görülme sıklığının %0,1-4,3, 

sebzelere karşı ise % 0,1-1,4 arasında değişim gösterdiği ifade etmişlerdir. Nwaru ve ark. 

(2014) sert kabuklu meyvelere, soya ve buğdaya karşı çocuklarda alerji görülme sıklığını 

sırasıyla %1,8, %4,2 ve %3,9 olarak bildirmiştir. ABD’de yapılan bir çalışmada deniz 

ürünlerine alerji görülme sıklığının çocuklara (%0,6) göre yetişkinlerde (%2,8) daha 

yüksek olduğu belirlenmiştir (Sicherer ve ark. 2004).   

 

2.3. Yasal Düzenlemeler 

 

Gıda alerjisinden korunmanın tek yolu sorun oluşturan gıda alerjenlerinin alerjik tepki 

gösteren kişilerin diyetinden çıkartılması olduğundan, gıdaların doğru bir şekilde 

etiketlenmesi büyük önem taşımaktadır (Gendel 2012). 1999 yılında Birleşmiş Milletler 

Gıda ve Tarım Teşkilatı (FAO) ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından ortaklaşa 
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kurulan Kodeks Alimentarius Komisyonu tarafından sekiz gıda/gıda grubu alerjen olarak 

tanımlanmış ve gıda etiketlerinde belirtilme zorunluluğu getirilmiştir.  Bu gıdalar “Büyük 

Sekiz Alerjen” olarak tanımlanmakta ve süt, yumurta, yer fıstığı, sert kabuklu meyveler, 

balık, kabuklu deniz ürünleri, buğday ve soyayı kapsamaktadır (Allen ve ark. 2014). 

Ülkelere göre etiketleme zorunluluğu olan gıdalar Çizelge 2.1’de verilmiştir. 

 

Amerika Birleşik Devleti’ndeki yasal düzenlemeler 2004 yılında yayımlanan Gıda 

Alerjen Etiketlemesi ve Tüketicinin Korunması Yasası ile yapılmıştır. Bu yasa kapsamına 

giren tüm ambalajlı gıdalar, 1 Ocak 2006’dan itibaren Gıda ve İlaç İdaresi’nin (FDA) 

alerjenler listesindeki gerekliliklere uygun şekilde etiketlenmektedir. Alerjen listesinde 

yer alan ve etikette gösterilmesi gereken gıdalar süt, yumurta, balık, kabuklu deniz 

hayvanları, sert kabuklu meyveler, buğday, yer fıstığı ve soya fasulyesidir. Bu yasa ayrıca 

gıda alerjenlerinin kontrolü, izlenmesi ve analiz ile ilgili düzenlemeleri de kapsamaktadır 

(Anonim 2004).  

 

Çizelge 2.1. Ülkelere göre etiketleme zorunluluğu olan alerjen gıdalar 

 
Gıda Kodeks 

Alimentarius 

ABD Avrupa 

Birliği 

Avustralya Kanada Çin Japonya Kore 

Kabuklular ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ 

Yumurta ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ 

Balık ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆  

Süt ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ 

Soya ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆  

Yer fıstığı         

Sert kabuklu 

meyveler 

☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆  

Tahıllar ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆ 

Susam   ☆ ☆ ☆    

Yumuşakçalar   ☆  ☆    

Hardal   ☆  ☆    

Kereviz   ☆      

Bakla   ☆      

Kükürt dioksit 

ve sülfitler 

  ☆      
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Avrupa Birliği’nin EC/2003/89, EC/2007/68 ve EC/ 1169/2011 no’lu direktiflerinde de 

alerjen olan gıdaların listesi ve alerjenlerin gıda etiketlerinde belirtilmesine dair kurallar 

yer almaktadır. Bu direktiflerde alerjen gıdalar 14 grup olarak belirlenmiş ve Kodeks 

Alimentarius Komisyonu’nun önerileri doğrultusunda her alerjen gıda için kodlar 

belirlenmiştir (Koeberl ve ark. 2014).  

 

Ülkemizde ise Türk Gıda Kodeksi (TGK) Etiketleme ve Tüketicileri Bilgilendirme 

Yönetmeliği’nde gıdalarda bulunan alerjenlerin belirtilmesine dair kurallar 

bulunmaktadır. Bu yönetmeliğin 9. Maddesine göre alerjen bileşenler veya alerjen işlem 

yardımcıları ile ilgili bilgilerin gıdaların etiketinde yer alması zorunludur. Yönetmelikte 

yer alan ve alerji veya intoleransa neden olan maddeler veya ürünler Çizelge.2.2’de 14 

grup altında listelenmiştir (Anonim 2017). 

 

Çizelge 2.2. Alerjen maddeler / ürünler listesi 

 
1 Gluten içeren tahıl çeşitleri (buğday, çavdar, arpa, yulaf, kılçıksız buğday, kamut veya 

hibrit türleri) ve ürünleri 

2 Kabuklular ve ürünleri 

3 Yumurta ve ürünleri 

4 Balık ve ürünleri 

5 Yer fıstığı ve ürünleri 

6 Soya fasulyesi ve ürünler 

7 Süt ve süt ürünleri (laktoz dahil) 

8 Yer fıstığı, fındık ve fıstık gibi sert kabuklu meyveler; badem (Amygdalus communis 

L.), fındık (Corylus avellana), ceviz (Juglans regia), cashew fıstığı (kaju) (Anacardium 

occidentale), pekan fındığı (Carya illinoiesis-Wangenh.-K. Koch), brezilya fındığı 

(Bertholletia excelsa), antep fıstığı (Pistacia vera), macadamia fındığı ve Queensland 

fındığı (Macadamia ternifolia) ve bunların ürünleri 

9 Kereviz ve ürünleri 

10 Hardal ve ürünleri 

11 Susam tohumu ve ürünler 

12 Kükürt dioksit ve sülfitler, (SO2 cinsinden 10 mg/kg veya 10 mg/L’den fazla) 

13 Acı bakla ve acı bakla ürünleri 

14 Yumuşakçalar ve ürünleri 
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Yönetmeliğe göre, gıdaların üretiminde veya hazırlanmasında kullanılan ve alerjen 

listesinde yer alan bileşen ya da işlem yardımcılarının isimleri,  bu bilgiyi listenin geri 

kalan bölümünden açıkça ayıran bir yazı dizgisi vasıtasıyla (örneğin, punto, stil veya arka 

plan rengi aracılığıyla) üreticiler tarafından bileşen listesinde vurgulanmak zorundadır. 

Gıdanın bileşenler listesi yok ise alerjiye veya intoleransa neden olan bileşenler veya 

işlem yardımcılarına ilişkin bilgiler, alerjen madde veya ürün adlarını takiben “içerir” 

kelimesi kullanılarak belirtilmelidir.  

 

2.4. Gıda Alerjenlerinin Sınıflandırılması 

 

Günümüzde iki yüzden fazla gıdanın alerjiye sebep olabileceği tespit edilmiş olmasına 

rağmen toplumda görülme sıklığı ve sebep olduğu alerjik reaksiyonların şiddetine bağlı 

olarak bazı gıdalarla ilgili çalışmalar önem kazanmıştır (Løvik 2010, Sena-Torralba ve 

ark. 2020). Çiğ olarak tüketilen gıdalar alerjiye sebep olabildiği gibi, öğütme, kurutma, 

dondurma, fermantasyon, hidroliz, pastörizasyon, sterilizasyon ve pişirme gibi farklı 

prosesler uygulanmış bazı gıdalar da alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir (van 

Hengel 2007). 

 

2.4.1. Hayvansal kaynaklı gıda alerjenleri 

 

Alerjiye sebep olan hayvansal gıdaların başında inek sütü, yumurta, balık ve kabuklu 

deniz ürünleri gelmektedir. İnek sütü alerjisi özellikle erken çocukluk döneminde 

karşılaşılan en önemli problemlerden biridir (Xiong ve ark. 2021). Kazein, β-

laktoglobulin, alfa laktalbumin, sığır gamma globülin ve sığır albümin inek sütü 

içerisinde yer alan en önemli alerjen proteinlerdir (Wal 2002, El-Agamy 2007).  Yapılan 

çalışmalar inek sütü proteini ile keçi, koyun sütü ve soya proteinleri arasında çapraz 

reaksiyon olduğunu göstermektedir (Ballabio ve ark. 2011, Viñas ve ark. 2014, Cong ve 

ark. 2020).  

 

Yumurta da özellikle çocuklarda alerjiye sebep olan hayvansal gıdaların başında 

gelmektedir (Eggesbø ve ark. 2001, Samady ve ark. 2020). Ovomukoid, ovalbümin, 

ovotransferrin ve lizozim yumurta beyazında, alfalivetin (Gal d 5), glikoprotein (Gal d 
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6), apovitilinin 1 ise yumurta sarısında yer alan ana alerjen proteinlerdir (Bernhisel-

Broadbent ve ark. 1994, Dona ve Suphioglu 2020). Yumurta alerjisi ciltte kızarıklık, 

kaşıntı, egzama, ishal veya mide ağrısı gibi kişiden kişiye değişen belirtiler 

gösterebilmektedir. 

 

Balık ve kabuklu deniz ürünleri tüketim, deriyle temas ya da kokusunun solunması 

yoluyla alerjik reaksiyonlara sebep olabilmektedir (Ramirez ve Bahna, 2009, Prester 

2016). Parvalbumin (Gad c 1) morina balığında ilk olarak tanımlanan ve birçok balık 

türünde tespit edilen ana alerjen hayvansal proteindir (Elsayed ve Aas 1971, Bugajska-

Schretter ve ark. 2000). Parvalbuminler pH değişimlerine, ısıl ve enzimatik bozulmaya 

karşı dayanıklıdır (Untersmayr ve ark. 2007). Parvalbuminlere ek olarak Hamada ve ark. 

(2001) yılında yaptıkları çalışmada balık jelatininin de alerjen olduğunu ortaya 

koymuştur. Tropomiyozin (Pen a 1) ise kabuklu deniz ürünlerinde ve yumuşakçalarda 

bulunan alerjen bir proteindir (Faber ve ark. 2017). Bunun yanı sıra arginin kinaz (Pen m 

2) ve miyozin hafif zinciri (Lit v 3) de deniz ürünlerinde bulunan başlıca alerjenlerdir (Yu 

ve ark. 2003, Ayuso ve ark. 2008). 

 

2.4.2. Bitkisel kaynaklı gıda alerjenleri 

 

Bitkisel gıda alerjenleri yapısal ya da işlevsel özelliklerine göre sınıflara 

ayrılabilmektedir. Alerjik reaksiyonlara neden olan en yaygın bitki proteinleri 

prolaminler, globülinler ve bitki savunma mekanizmasında yer alan protein gruplarına ait 

olup bitkisel kaynaklı gıda alerjilerinin % 65’ten fazlasını oluşturmaktadır (Breiteneder 

ve Radauer 2004). Yaygın olarak görülen bitki besin alerjenlerine ait özellikler Çizelge 

2.3’te verilmiştir.  

 

 

 

 

 



   

 

10 

 

Çizelge 2.3. Yaygın olarak görülen bitki besin alerjenlerinin özellikleri 

 

Ana grup Alt grup Fonksiyonu Örnek 

Prolaminler 

2S albümin Depo proteini Sin a 1, Ber e 1 

Spesifik olmayan LTP 
Bitki savunma 

mekanizması 
Pru p 3, Mal d 3 

α-amilaz/ 

proteaz inhibitörü 

Bitki savunma  

mekanizması 
Hor v 15, Sec c 1 

Tahıl prolaminleri   

Globulinler 
7S globulin (visilin) Depo proteini Ara h 1, Jug r 2 

11S globulin (legumin) Depo proteini Ara h 3, Cor a 9 

Bet v 1  Depo proteini Mal d 1, Pru av 1 

Profilinler  Düzenleyici 

protein 
Mal d 4, Pru av 4 

Patogenez ile 

ilgili proteinler 

Endokitinazlar 
Bitki savunma 

mekanizması 
Bra r 2, Tri a 18 

1,3- β Glukanaz 
Bitki savunma 

mekanizması 
Cas s 5, Mus xp 1 

Taumatin benzeri proteinler 
Bitki savunma 

mekanizması 
Mal d 2, Act d 2 

Kaynak: Hoffmann-Sommergruber ve Mills 2009 

 

Prolaminler 

Prolaminler başlıca tahıllarda bulunan tohum depo proteinleridirler. Prolaminler 

genellikle %60-70 (v/v) alkol/su karışımında çözünmektedir. Glutamin ve prolin amino 

asitlerince zengin olup az miktarda lizin ihtiva etmektedirler. Prolaminler, dört ana bitki 

besin alerjen grubunu içermektedir. Bunlar sırasıyla; sert kabuklu meyve ve tohumlarında 

bulunan depo proteini 2S albümin, bitki savunma mekanizmasında görev alan spesifik 

olmayan lipit transfer proteinleri (nsLTP), tahıllardaki α-amilaz/proteaz inhibitörleri ve 

tahıl prolaminleridir (Hauser ve ark. 2008, Geiselhart ve ark. 2018).  

 

2S albüminler tohum depo proteinleri olup bitkiye çimlenme ve fide büyümesi için ihtiyaç 

duyulan besin kaynağını sağlamaktadır. 2S albüminler anjiyo, ödem ve anafilaktik şok 

gibi ciddi alerjik semptomlara yol açabilmektedir (Moreno ve Clemene 2008). Brezilya 

fıstığındaki Ber e 1, cevizdeki Jug r 1 gibi sert kabuklu meyvelerdeki bazı alerjenler ve 

susam tohumundaki Ses i 2 alerjeni 2S albümin grubuna dahildir (Pastorello ve ark. 1998, 

Teuber ve ark. 1998, Pastorello ve ark. 2001).  
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Spesifik olmayan lipit transfer proteinleri (nsLTP) geniş bir lipit spektrumu için hücre içi 

ve hücre dışı taşıyıcılar olarak işlev görmektedir ve ayrıca bitkilerin abiyotik ve biyotik 

strese adaptasyonunda rol oynamaktadırlar (Kader 1996, Breiteneder ve Mills 2005). Isı, 

sert pH değişimleri ve sindirime dayanıklı proteinlerdir, dolayısı ile gıdaların pişirilmesi 

sonrası da alerjik reaksiyon vermeye devam ederler (Asero ve ark. 2001; van Ree 2002). 

Şeftalideki Pru p 3, elmada Mal d 3 ve kayısıdaki Pru ar 3 alerjenleri bu gruba ait olup 

özellikle Akdeniz bölgesinde yaşayan kişilerin maruz kaldığı alerjik reaksiyonlarla 

ilişkilidirler (Pastorello ve ark. 1999, Pastorello ve ark. 2000).  

 

α-amilaz inhibitörleri buğday ve pirinci de içeren tahıllarda bulunmakta olup, bağışıklık 

sistemini doğrudan uyarabilen maddelerdir. Tahıl tohumları ayrıca proteaz inhibitörü 

olarak adlandırılan kimyasallar da içerir, bunlar tahılları sindirmekle görevli proteaz 

enzimini inhibe etmekte ve insan vücudu tarafından sindirilmelerine engel olmaktadırlar.  

Buğdaydaki alfa amilaz/tripsin inhibitörleri albüminler ve globulinlerden oluşan gluten 

dışındaki fraksiyonu oluşturmaktadır (Sagu ve ark. 2020).  

 

Tahıl prolaminleri tohumların içerisinde bulunan, yüksek miktarda prolin isimli aminoasit 

içeren depo proteinlerdir, tohumların çimlenmesinde önemli görevleri vardır. Buğdayda 

gliadin, çavdarda sekalin ve arpadaki hordeinler bu gruba girmektedir ve alerjiye sebep 

olmaktadır (Schalk ve ark. 2017, Urade ve ark. 2018). Özellikle buğdaydaki omega-5 

gliadin proteini çocuklarda buğday içeren ürünlerin tüketiminden çok kısa bir süre sonra 

bulantı, karın ağrısı, ürtiker gibi klinik semptomlara yol açmaktadır (Palosua ve ark. 

2001).  

 

Globulinler 

Globulinler sedimentasyon katsayılarına bağlı olarak visilin ve legumin olarak iki gruba 

ayrılmaktadır. Visilin ve legumin bazı sert kabuklu meyve ve baklagillerin sebep olduğu 

alerjen reaksiyonlarda rol almaktadır (Mills ve ark. 2002). Baklagil tohumlarının asıl 

depo proteini olan legumin baklanın toplam depo proteinlerinin %75’ini oluşturmaktadır. 

Fındıktaki Cor a 9 alerjeni de legumin ailesine aittir. Amino asit dizileri bakımından 

legumine benzerlik gösteren visilin ise genellikle tek peptid zincirinden meydana gelen 



   

 

12 

 

monomerlerin oluşturduğu trimerlerdir ve yer fıstığındaki Ara h 1, soyadaki 

β- konglisinin örnek olarak verilebilir (Shewry ve ark. 1995, Dunwell ve ark. 2004).  

 

Bet v 1 

Bet v 1 Kuzey Avrupa ülkelerinde yaygın bir şekilde yetişen huş ağacı (Betula verrucosa) 

polenlerinden izole edilen bir proteindir. Huş, çeşitli meyve ve sebzeye karşı aşırı 

duyarlılık ile ilişkili polen alerjilerinden birisidir. Bu alerjen, Betula poleni kaynaklı 

alerjilerin % 90’dan fazla bir kısmından sorumludur (Jarolim ve ark. 1989). Bet v 1 ve bir 

bitki türevi antijeni arasında çeşitli mekanizmalar aracılığı ile çapraz reaksiyonlar 

meydana gelmektedir.  Bet v 1 alerjisi olan kişiler, özellikle erik, fındık, kivi,  havuç, 

elma, ıspanak ve armut gibi gıdaları tükettiklerinde alerjik reaksiyonlar meydana 

gelebilmektedir (Sloane ve Sheffer 2001). Genellikle dudak veya ağızda uyuşma, 

kaşınma, rinit, konjunktivit ve yüzde kızarıklık gibi semptomlar ortaya çıkmaktadır  

(Carlson ve Coop 2019).  

 

Profilinler 

Profilinler 1-15 kDa molekül ağırlığına sahip proteinlerdir. Profilinlerin bitki 

hücresindeki ana rolü sitokinez, sitoplazmik akış, polen tüplerinin ve kök kıllarının 

büyümesi gibi prosesler sırasında mikrofilamentlerin yeniden düzenlenmesini 

sağlamaktır (Ramachandran ve ark. 2000). Genelde ağaç polenlerine alerjisi olan 

hastaların  %10-20'si profiline karşı alerjik semptomlar göstermektedir. Profilinler ısı ve 

enzimatik yollarla kolayca denatüre oldukları için hafif gıda alerjilerine yol açmaktadır 

(Jankiewicz ve ark. 1997). Fındıktaki Cor a 2, çilekteki Fra a 4, elmadaki Mal d 4, kiraz 

Pru av 4, şeftalideki Pru p 4 profilini Bet v 2 poleni ile çapraz reaksiyona girerek alerjiye 

sebep olabilmektedir (Valenta ve Duchene 1991). 

 

Patogenez ilişkili proteinler 

Bitki savunma sistemi, biyotik ve abiyotik strese direnmek için çok çeşitli bileşikler ve 

proteinler kullanmaktadır. Patogenez ilişkili proteinler mantarlar, bakteriler veya virüsler 

gibi patojenler veya olumsuz çevresel faktörler tarafından gelişen enfeksiyonlara karşı bir 

bitkide spesifik olarak indüklenen proteinler olarak tanımlanmaktadır (Breiteneder ve 

Radauer 2004).  



   

 

13 

 

Endokitinazlar patojen hücre duvarını yıkma ve diğer antifungal özelliklerinden dolayı 

bitki savunmasında önemli proteinlerdir.  Fungus hücre duvarının %60’ını oluşturan 

temel yapı elemanı kitinin hidrolizini katalizlemede görev almaktadır ve bitkileri patojen 

ve böcek zararlılarına karşı korumada önemli bir rol oynamaktadır.  Avakadoda Pers a 1, 

üzümde Vit v 5, kestanede Cas s 5 alerjenleri ile çapraz reaksiyona sebep olmaktadır 

(Díaz-Perales ve ark. 2003, Hassan ve Venkatesh 2015). 

 

1,3- β Glukanaz proteini ise mantar hücre duvarındaki yapısal (1,3) β-glukanı hidrolize 

ederek hücre duvarının zayıflamasına yol açmaktadır. Mikrobiyel patojenlere karşı bitki 

savunmasında önemli bir rol oynamakta ve çimlenme, meyve olgunlaşması gibi farklı 

proseslerde de görev almaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar 1,3- β Glukanaz 

proteininin önemli bir alerjen olduğunu göstermektedir (Palomares ve ark. 2005). Bu 

protein grubuna ait alerjenler domates, muz, incir ve kivide tespit edilmiştir. Ayrıca zeytin 

polen alerjeni olan Ole e 9 da 1,3- β Glukanaz proteini olarak karakterize edilmiştir 

(Huecas ve ark. 2001).  

 

Taumatin benzeri proteinler ise taumatinin amino asit dizilimi ile benzerlik göstermekte 

olup molekül ağırlıkları 20 kDa civarındadır. Isıl işleme ve proteolitik bozunmaya karşı 

dayanıklıdır (Breiteneder 2004). Elmadaki Mal d 2, kirazdaki Pru av 2, biberdeki Cap a 

1 ve kivideki Act d 2 alerjeni bu gruba aittir (Gavrović-Jankulović ve ark. 2002, Krebitz 

ve ark. 2003). 

 

2.5. Sert Kabuklu Meyvelerde Alerjenler 

 

Yer fıstığı, fındık, badem ve fıstık gibi sert kabuklu meyveler; protein, yağ, karbonhidrat, 

A, E vitamini ve doymamış yağ asitleri bakımından zengin gıdalardır. Bu meyveler 

kabuklu ya da kabuksuz olarak satışa sunulmaktadır. Ayrıca çiğ ve kavrularak tüketiminin 

yanında gıda ürünleri içerisine bileşen olarak da eklenebilmektedirler. Sağlık üzerine 

olumlu etkilerinden dolayı beslenmede önemli bir yere sahip olmakla birlikte IgE'nin 

aracılık ettiği besin alerjisi reaksiyonlarına da neden olabilmektedirler (Mcwilliam ve ark. 

2015, Stiefel ve ark. 2017). Sert kabuklu meyvelerde alerjiye sebep olan başlıca proteinler 

2S albümin, visilin, legumin ve spesifik olmayan lipit transfer proteinleri olup, bu 
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proteinlerin üç boyutlu yapısı Şekil 2.2’de verilmiştir. Bunlara ek olarak oleosinler ve 

taumatin benzeri proteinler de sert kabuklu meyvelerdeki önemli alerjenlerdir (Akkerdaas 

ve ark. 2003; Zuidmeer-Jongejan ve ark. 2014). 

 

Legumin (Hindistan cevizi) 

 

Visilin (Pecan cevizi) 

 

2S albumin (Brezilya fıstığı) 

 

Spesifik olmayan lipit transfer proteini (Fındık) 

 

Şekil 2.2. Sert kabuklu meyvelerde bulunan ana alerjen proteinlerin 3 boyutlu gösterimi 

(Geiselhart ve ark. 2018) 
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2.5.1. Fındık alerjenleri 

 

Dünyada tarımsal üretim açısından en önemli çeşitlerden biri olan fındık (Corylus 

avellana L.) Betulaceae familyasının, Coryleae alt familyasına aittir. 2019 verilerine göre 

Türkiye, Dünya fındık üretiminde 776 000 ton ile birinci sırada olup, onu İtalya, 

Azerbaycan, ABD ve Çin takip etmektedir (Anonim 2020). Ülkemizde fındık başta 

Giresun ve Trabzon olmak üzere Ordu, Samsun, Bolu, Sakarya, Zonguldak ve Bartın 

illerinde yetiştirilmektedir. Ülkemizde yetiştirilen fındık çeşitleri arasında Tombul, 

Çakıldak, Foşa, Mincane, Palaz, Uzunmusa, Kargalak, Cavcava, Allahverdi, Karafındık, 

İncekara, Sivri, Kalınkara, Acı, Kan, Yassı Badem, Yuvarlak Badem ve Kuş yer 

almaktadır. Ayrıca bir ıslah programı sonucunda elde edilen Okay 28 ve Giresun Melezi 

çeşitleri mevcuttur (Balık ve ark. 2015). Toprak Mahsulleri Ofisi Genel Müdürlüğü 2018 

yılı Fındık Sektör Raporu’na göre ülkemizde kişi başı yıllık ortalama fındık tüketimi 

1,25-1,50 kg civarındadır. Fındık çerezlik olarak tüketiminin yanı sıra çikolata, 

dondurmada, bisküvi, yağ ve şekerleme gibi sektörlerde hammadde olarak 

kullanılmaktadır (Anonim 2019). 

 

Fındık E, B1, B6 vitaminleri, demir, çinko, bakır gibi mineraller, protein, lif ve yağ 

bakımından zengin bir besin maddesidir. İçerdiği yüksek orandaki doymamış yağ asitleri 

nedeniyle, kalp ve damar sistemini olumlu yönde etkilemekte ve kandaki kolesterol 

düzeyini azaltarak, kalp ve damar hastalıklarına karşı koruyucu etki yapmaktadır (Orem 

ve ark. 2013).  

 

Sağlık ve beslenme açısından yararlı bir besin olmasına karşın fındık bazı kişilerde alerjik 

reaksiyonlara neden olabildiği için Türk Gıda Kodeksi (TGK) Etiketleme ve Tüketicileri 

Bilgilendirme Yönetmeliği’ndeki alerjen maddeler veya ürünler listesi içerisinde yer 

almaktadır. Avrupa’da alerjiye neden olan sert kabuklu meyveler içerisinde fındık önemli 

bir yere sahipken, Amerika’da ise yer fıstığı, badem, ceviz ve kajuya bağlı alerjik 

reaksiyonlar daha sık görülmektedir (Ortolani ve ark. 2000, Sicherer ve ark. 2003).  

 

Burney ve ark. (2010) Amerika, Avusturalya ve 13 Avrupa ülkesini içeren bir çalışmada 

araştırmaya katılanların %7,2’sinde fındık alerjisi görüldüğü bildirmişlerdir. Fındık 
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alerjisi gösteren kişilerde bazen yalnızca fındığa karşı alerjik reaksiyon tespit edilirken 

bazen de huş poleniyle çapraz kontaminasyonlar gözlenmiştir (Roux ve ark. 2003). 

Fındığın sebep olduğu alerjik reaksiyonlara fındıktaki farklı proteinler sebep 

olabilmektedir. Fındıkta günümüze kadar tanımlanmış ve Uluslararası İmmünoloji 

Dernekleri Birliği (IUIS) alerjen listesinde yer alan 8 alerjen protein grubu (Cor a 1, Cor 

a 2, Cor a 8, Cor a 9, Cor a 11, Cor a 12, Cor a 13, Cor a 14 ) bulunmaktadır (Anonim 

2021). 

 

Cor a 1; 17 kDa ağırlığına sahip, düşük pH’larda stabil ve proteolize dayanıklı olmakla 

birlikte, ısıl işlem uygulandığında protein yapısı bozularak alerjenitesini kaybetmektedir 

(Schocker ve ark. 2000). Cor a 2 (14 kDa), profilin ailesine ait olup polenlerde ve 

tohumda bulunmaktadır (Hauser ve ark. 2010). Isıl işlem uygulamaları ve sindirim 

enzimlerine karşı dayanıklı değildir (Lauer ve ark. 2008).  

 

Cor a 8 (9 kDa), fındıklara karşı ciddi alerjik reaksiyonlarla ilişkili olan prolamin 

ailesinden spesifik olmayan bir lipit transfer proteinidir (Rigby ve ark. 2008). Cor a 8 

alerjenine karşı görülen semptomlar coğrafik özelliklere göre değişmekle beraber Orta ve 

Kuzey Avrupa’ya kıyasla Akdeniz Bölgesinde daha ciddi semptomlar görülmektedir 

(Asero ve ark. 2011). 

 

Fındıkta bulunan diğer önemli gıda alerjeni Cor a 9 (59 kDa) ise 11S globulin protein 

ailesine aittir (Beyer ve ark. 2002). Isıya dayanıklı olup birçok gıda işleme yönteminden 

sonra stabilitesini korumaktadır (Mills ve ark. 2002). Cor a 11 (48 kDa) de globulin 

ailesine ait olan 7S tohum depolama proteinidir (Lauer ve ark. 2004). Cor a 9, bebeklerde 

baskın iken Cor a 11 ise yetişkinler arasında baskın olan bir alerjendir (Verweij ve ark. 

2012). 

 

Cor a 12 (17kDa) ve Cor a 13 (14-16kDa) oleosin protein ailesine aittir ve lipit 

metabolizmasında görev almaktadır (Akkerdaas ve ark. 2006). 2S albümin protein 

ailesine dahil olan Cor a 14 (15-16kDa) ise bitkinin gelişmesi için gerekli besin 

maddelerinin depolanmasında görev almakta olup ısıya ve sindirime karşı dirençli 
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olduğundan alerjik semptomların tespitinde önemli bir marker proteindir (Garino ve ark. 

2010, Masthoff ve ark. 2013, Pfeifer ve ark. 2015).  

 

2.5.2. Badem alerjenleri 

 

Badem (P. amygdalus Batch., synonim. P. dulcis Miller) Rosaceae familyasının Prunus 

cinsine bağlı bir sert kabuklu meyvedir. Anavatanı Batı ve Orta Asya olup, ülkemizde ise 

Ege ve Akdeniz Bölgeleri başta olmak üzere birçok bölgede yetişmektedir (Küden ve ark. 

2014). FAOSTAT 2018 verilerine göre Amerika 1 872 500 ton ile dünya badem 

üretiminde birinci sırada yer alırken Türkiye 100 000 ton ile 5’inci sırada bulunmaktadır 

(Eldoğan 2020). Hacı Alibey, Akbadem, Dokuzoğuz, Gülcan-1, Teksas, Padre, Ferraduel, 

Ferragnes, Nonpareil, Ferrastar, Cristomorto çeşitleri ticari olarak yetiştirilen bazı 

çeşitlerdir (Eldoğan ve ark. 2014). 

Badem tekli doymamış yağ asitleri özellikle linoleik ve oleik asit bakımından zengin, 

değerli bir yağ kaynağı olarak kabul edilmektedir (Kodad 2011). Ayrıca, protein, diyet 

lifi, vitaminler, mineraller, fenolik bileşikler ve fitosteroller açısından da zengindir 

(Bolling ve ark. 2011, Yada ve ark. 2011, Fernández-Cuesta ve ark. 2012). Badem 

kavrulmadan ve kavrularak çerezlik olarak tüketilmekte ve bunun yanı sıra yağ, kimya ve 

gıda sanayinde hammadde olarak da kullanılmaktadır.  

Ekonomik ve sağlık açısından önemli bir besin olmasına rağmen, bazı kişilerde 

immünolojik reaksiyonları tetiklemektedir. Sert kabuklu meyvelere karşı alerjik 

reaksiyon görülme sıklığı ile ilgili çalışmalarda badem genellikle dördüncü sırada yer 

almaktadır (McWilliam ve ark. 2015, Elizur ve ark. 2018).   Pru du 1, Pru du 2, Pru du 

2S albümini, Pru du 3, Pru du 4, Pru du 5, Pru du 6 ve Pru du-konglutin bademde 

belirlenmiş olan alerjen proteinleridir. Bu proteinlerden yalnızca dört tanesi, Pru du 3, 

Pru du 4, Pru du 5, Pru du 6, IUIS alerjen listesinde yer almaktadır (Anonim 2021). 

Pru du 1 (17 kDa) hücreyi patojenlere karşı koruma ve strese karşı dayanıklılık 

geliştirmeden sorumludur ve tek başına genellikle hafif alerjik semptomlara sebep 

olmaktadır (Costa ve ark. 2012a). Kaynatma işlemi sonrası konformasyonel epitopların 
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yok olmasıyla birlikte IgE reaktivitesi ve duyarlı kişilerde alerjik reaksiyonları tetikleme 

yetenekleri azalmaktadır (Mills ve ark. 2007). 

Pru du 2 (23-27 kDa) taumatin benzeri proteinler ailesine dahil olup, patojenlere ve 

ozmotik strese karşı verilen tepkilerde rol almaktadır. 8 disülfür köprüsüne bağlı 16 

korunmuş sistein kalıntısının varlığından dolayı proteazlara, pH'ya ve ısıya karşı gelişen 

denatürasyona çok dirençlidir ve gıda işleme yöntemleriyle yok edilmesi zordur 

(Breiteneder 2004).  

Pru du 3 (9 kDa) lipit transfer proteinidir ve pH değişimleri, ısıl işlem ve enzimatik 

reaksiyonlara karşı dayanıklıdır (Chen ve ark. 2008a). Pru du 4 (14 kDa) profilin ailesinde 

yer almakta olup ısıl işlem sırasında stabilitesini kaybetmektedir. Pru du 4 proteininin 

kararsız olması ve bademdeki az miktarda bulunması immünoblot testlerle tespitini 

oldukça zorlaştırmaktadır (Tawde ve ark. 2006). Pru du 5 (10 kDa) ise protein sentezinde 

görev almaktadır ve henüz stabilite ya da sebep olduğu alerjik reaksiyonlarla ilgili 

çalışmalar oldukça kısıtlıdır (Costa ve ark. 2012b).  

Amandin veya prunin olarak da adlandırılan Pru du 6 (360 kDa) bademdeki toplam 

çözünür proteinlerin yaklaşık % 70'ini oluşturmakta olup ana badem proteini bileşenidir 

(Roux ve ark. 2001, Sathe ve ark. 2002). Pru du 6, toplamda altı alt birim içeren bir 

heksamerik proteindir ve 350 kDa molekül ağırlığına sahiptir. Prunin 90℃’ye kadar olan 

ısıl işlemlere karşı dayanıklı olup, daha yüksek sıcaklıklarda kısmi olarak parçalanmakta 

ve özellikle suyun olduğu ortamlarda stabilitesini ısıyla birlikte kaybetmektedir (Albillos 

ve ark. 2009).  

Pru du-konglutin (45 kDa) visilin benzeri 7S tohum depo globülin ailesine üye olan ve 

badem alerjeni olarak kabul edilen bir proteindir ancak henüz stabilite ve sebep olduğu 

semptomlara yönelik yeterli çalışma bulunmamaktadır (Mandalari ve Mackie 2018, 

Zhang ve Jin 2020). 

2.6 Gıdalardaki Alerjenlerin Tespitinde Kullanılan Yöntemler 

 

Gıdalarda bulunan alerjenleri tespitine yönelik çalışmalar özellikle son yıllarda büyük 

önem kazanmıştır. Gıda işletmeleri ürettikleri ürünleri mevzuata uygun bir şekilde 

piyasaya sunabilmek için gıda ürünlerinde bulunan alerjenleri etikette bildirilmek 
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zorundadır ve bu sebeple gıdalarda bulunan alerjenlerin tespit edilebilmesi hem üreticiler 

hem de tüketici sağlığı açısından oldukça önemlidir. Gıdalarda bulunun alerjenlerin 

tespitinde kullanılan başlıca yöntemler immünokimyasal yöntemler, DNA yöntemleri ve 

kütle spektrometresine dayalı yöntemlerdir.  

 

2.6.1. İmmünokimyasal yöntemler 

 

Gıdalardaki alerjenlerin belirlenmesinde kullanılan immünoanalitik yöntemler, antijenle 

antikor arasındaki spesifik ve duyarlı reaksiyonlara dayanmaktadır. En sık kullanılan 

yöntemler arasında Enzime Bağlı Bağışıklık Deneyi (ELISA), Western blot yöntemi ve 

immünokromatografik kart test yer almaktadır.  

 

ELISA testi hem araştırma amaçlı hem de gıda üretiminde farklı numune matrislerinde 

alerjenik bileşenlerin tespiti için en yaygın olarak kullanılan yöntem olup; direkt, dolaylı, 

rekabetçi ve sandviç ELISA gibi farklı yöntemleri bulunmaktadır (L'Hocine ve ark. 

2007). ELISA testinde ilk olarak antijen ya da antikorlar mikrotitrasyon plakalarına 

immobilize edilmekte ve ortama antikor ya da antijene bağlı olan enzimin reaksiyonunda 

renk değişikliği oluşturabilecek substrat maddeler ilave edilmektedir. Eklenen substrat, 

bağlanmış enzim konjugatı ile hidroliz olduğunda renkli ürünler ortaya çıkmakta ve 

oluşan renk yoğunluğu spektrofotometrik olarak ölçülmektedir (Immer ve Lacorn 2015). 

En sık kullanılan enzimler peroksidaz, alkalen fosfataz ve beta galaktozidazdır. Özellikle 

sandviç ve rekabetçi ELISA yöntemleri gıdalardaki proteinlerin miktarsal tayininde 

kullanılmaktadır (Schubert-Ullrich ve ark. 2009).  

 

Peng ve ark. (2014) yumurta alerjeni olan ovalbümini tespit etmek için oldukça hassas 

bir sandviç ELISA yöntemi geliştirmiştir. Alerjene ve gıda matrisine bağlı olarak tespit 

limiti 0,05 ila 10 ppm arasında değişen gluten, soya, süt, yumurta gibi farklı gıda 

alerjenlerinin tespiti için kullanılan ticari test kitleri mevcuttur.  

 

Török ve ark. (2015) yaptıkları çalışmada gıdalarda ELISA yöntemiyle alerjen analizini 

etkileyen faktörleri incelemişlerdir. Gliadin, süt, yumurta veya soya proteinleri eklenerek 

kurabiye hamuru hazırlanmış ve hem hamur hem de pişirilen kurabiyeler ticari olarak 
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temin edilebilen ELISA test kitleri ile analiz edilmiştir. Sonuçta gıda matrisinin türü, 

uygulanan işlemler ve kullanılan ELISA kitinin türünün, geri kazanım sonuçlarının 

belirsizliğinde rol oynayan üç ana faktör olduğunu belirlemişlerdir. Ayrıca protein 

kaynaklarının ısı stabilitesine bağlı olarak, geri kazanım değerlerine ısıl işlemin 

etkilerinin de farklı olduğunu ancak araştırılan ELISA testlerinin doğruluğu üzerinde ısıl 

işlemin en yüksek etkiye sahip olduğunu ortaya koymuşlardır. 

 

ELISA kitleri ile gıdalardaki yumurta alerjeninin tespitine yönelik olarak yapılan diğer 

bir çalışmada referans materyal (NIST referans madde (RM) 8445) ve yumurta eklenerek 

hazırlanmış ve farklı sürede pişirme işlemi uygulanmış kurabiye örnekleri farklı ELISA 

test kitleri kullanılarak analiz edilmiştir. Yapılan değerlendirmede ELISA test kitleri ile 

elde edilen sonuçların birimlerinin farklılığının test kitlerini ve elde edilen sonuçları 

kıyaslamada zorluğa yol açtığı ve ayrıca ısıl işlem görmüş ürünlerde geri kazanımların 

daha düşük olduğu bildirilmiştir (Diaz-Amigo 2010). 

 

Western blot yönteminde ise gıda örneğindeki proteinler önce Sodyum Dodesil Sülfat-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yöntemiyle molekül ağırlıklarına göre ön 

ayrıma tabi tutulup; ayrılan proteinlerin membrana aktarımı, bloklama, birincil antikor 

uygulanması, ikincil antikor uygulanması ve görüntüleme basamaklarını kapsamaktadır. 

Gıdalardaki alerjenlerin Western blot yöntemiyle analizi ELISA yöntemine göre daha 

düşük hassasiyete sahip olmasına rağmen özellikle işlenmiş gıdaların protein-peptid 

profilleri hakkında ayrıntılı bilgi edinilmesine olanak sağladığından diğer yöntemlerle 

birlikte kullanılarak tercih edilmektedir (Sena-Torralba ve ark. 2020). 

 

Chassaigne ve ark. (2009) yer fıstığındaki alerjenlerin tespiti için 2D-PAGE, Western blot 

ve kütle spektrometresi tekniğini kullanarak Ara h 1, Ara h 2 ve Ara h 3/4 alerjenlerinin 

hassas bir şekilde tanımlamasını gerçekleştirmişlerdir. 2D Western blot ve kütle 

spektrometresi tekniği birlikte kullanılarak buğday alerjenlerinin tespitinin amaçlandığı 

çalışmada 2D Western blot tekniği kullanımının klinik semptomlarla bağlantılı spesifik 

alerjenlerin kesin olarak tanımlanmasına olanak tanıdığı ve buğday alerjisi teşhisinde 

hassasiyeti artırdığı belirtilmektedir (Courtois ve ark. 2020). 
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İmmünokromatografik kart testleri diğer adıyla kalitatif yanal akış testleri de özellikle 

gıda işletmelerinde alerjen bulaşısının tespitinde taşınabilir olması, cihaza ihtiyaç 

duyulmaması, hızlı ve doğru sonuç vermesi sebebiyle tercih edilmektedir (Schubert-

Ullrich ve ark. 2009, Zheng ve ark. 2012). Bu testler gözlem penceresindeki kontrol ve 

test çizgilerinde gözle görülebilen renkli çizgi bulunup bulunmamasına göre sonuç 

vermektedir (Akata ve ark. 2014). 

 

Masiri ve ark. (2016) badem sütü, kaju sütü, hindistan cevizi sütü ve soya sütündeki 

alerjenlerin tespiti için panel tipi çoklu immünokromatografik kart testi geliştirmişlerdir. 

Özellikle soya, gliadin, yumurta, süt gibi birçok alerjenin tespitine yönelik ticari kitler 

mevcuttur.  

 

İmmünokimyasal tekniklerin uygulanmasında bazı zorluklarla karşılaşılabilmektedir 

(Monaci ve ark. 2011, Marzano ve ark. 2020). Fermentasyon sırasında 

mikroorganizmalar proteinleri kısmi olarak parçaladığından fermente gıdalarda alerjen 

proteinlerin ELISA yöntemi ile analiz edilmesinin mümkün olmadığı bildirilmiştir 

(Battaglia 2008). Maillard reaksiyonları gibi muhtemel reaksiyonlardan dolayı protein 

yapısında değişiklik olabilmekte ve ELISA ile alerjen proteinlerin tespitinde problemler 

yaşanmaktadır (Cucu ve ark. 2012a, 2012b). Ayrıca farklı antikorların kullanılması, örnek 

hazırlama aşaması, test kitlerinde kullanılan birimlerin farklı olması ve kullanılan 

standartlardaki farklılıklar sonuçlar arasında farklılıklara sebep olmaktadır (Ahsan ve ark. 

2016). Çoklu alerjen analizi için oluşturulacak kitler yüksek maliyetli olduğundan 

genelde her alerjene özel ayrı kitler üretilmektedir (Hoffmann ve ark. 2017).  

 

2.6.2. DNA yöntemleri 

 

DNA tespitine dayanan Polimerize Zincir Reaksiyonu (PCR) testleri gıdalardaki 

alerjenlerin belirlenmesinde kullanılmaktadır. Isıl işlem, pH değişimi gibi uygulamalar 

protein yapısını bozarak yanlış negatif sonuçlara sebebiyet verirken DNA proteine göre 

daha stabildir, ayrıca alerjenlerin ekstraksiyonu sırasında da bozulmaya uğramaz. 

Literatürde alerjenlerin PCR tekniği ile belirlendiği çeşitli çalışmalar mevcuttur.  
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Suh ve ark. (2019) domates, elma, şeftali ve kivideki alerjen genlerin belirlenmesi için 

PCR yöntemi geliştirmişlerdir. Yapılan diğer bir çalışmada işlenmiş et ürünlerindeki soya 

alerjeni 10 mg/kg seviyesinde RT-PCR yöntemi kullanılarak belirlenebilmiştir (Costa ve 

ark. 2017). Ancak bu çalışmalarda işlenmiş ürünlerinde DNA izolasyonu için özel 

ekstraksiyon yöntemleri geliştirilmelidir. ELISA kitlerinde olduğu gibi balık, kabuklu 

deniz ürünleri, yer fıstığı, soya, gluten gibi gıda alerjenlerinin tespit edilmesi amacıyla 

ticari olarak satışa sunulan PCR kitleri de bulunmaktadır. PCR tekniğiyle alerjenler 

proteinlerden değil DNA üzerinden dolaylı olarak tespit edilmeye çalışılmaktadır. Bu 

teknikle yumurta ve süt gibi çok az DNA içeren gıdalarda yanlış negatif sonuçlar elde 

edilebilmektedir (Lee ve Kim 2010). 

 

2.6.3. Biyosensörler 

 

Biyosensörler gıda güvenliği ve kalitesinin izlenmesinde hızlı, taşınabilir, yatırım 

maliyeti gerektirmeyen bir yöntem olduğundan özellikle pestisit kalıntıları, 

mikrobiyolojik bulaşanlar, mikotoksinler ve alerjenlerin analizinde son yıllarda tercih 

edilmeye başlanmıştır (Thakur ve Ragavan 2013, Baş ve Deniz 2015). Optik ve 

elektrokimyasal biyosensörler gıda alerjenlerinin tespitinde en çok kullanılan 

sensörlerdir. 

 

Yuan ve ark. (2018) gıda ürünlerinde yer fıstığı, susam ve soya alerjenlerinin 0,4 mg/kg 

seviyesine kadar tespit edebilen biyosensör geliştirmişlerdir. Fu ve ark. (2018) ise 

ovalbumin alerjenini tespit etmek amacıyla optik biyosensör geliştirmişlerdir. Geliştirilen 

biyosensör 0,5 -15 mg/mL aralığında ovalbümin tespitine olanak sağlamıştır, ayrıca 

yumurta beyazında %99,25-118,90 geri kazanım sağlanmıştır.  Yapılan diğer bir 

çalışmada gıda ürünlerindeki Sola I 7 domates alerjenini 90 dakikada tespit edebilen bir 

elektrokimyasal biyosensör geliştirilmiştir (Pereira-Barros ve ark. 2019).  

 

2.6.4. Kütle spektrofotometresi 

 

Gıda matrisinin kompleks yapısı veya gıdanın işlenmesi sırasında meydana gelen yapısal 

değişikliklerden dolayı immünokimyasal veya DNA esaslı tekniklerle alerjen proteinlerin 
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tanımlanmasında bazı problemler ortaya çıkabilmektedir. Ayrıca gıda sanayinde yeni 

gıda formülasyonlarının geliştirilmesinin yanı sıra yeni işleme yöntemlerinin de 

kullanılmaya başlanması alerjenler ile ilgili sürekli çalışmalar yapılması zorunluluğunu 

da beraberinde getirmektedir. Doğru, hassas ve hızlı analitik araçlar gıdalarda alerjen 

kontrolü için giderek daha fazla talep edilmekte olup omik teknolojileri özellikle de 

proteomiks gıda alerjenlerinin tespiti ve miktar tayininde yüksek doğruluk sağladığından 

son yıllarda yoğun bir şekilde kullanılmaktadır (Carrera ve ark. 2018, Dhondalay ve ark. 

2018).  

 

Proteomiks bir organizma, doku veya hücrede herhangi bir anda bulunan proteinlerin, 

izoformlarının, modifikasyonlarının, birbirleriyle etkileşimlerinin, proteolik parçalanma 

ürünlerinin çeşitli ayırma teknikleri kullanılarak tanımlanması ve karakterizasyonunu 

inceleyen bir bilim dalıdır. Günümüzde proteomik teknolojisi, özellikle kütle 

spektrometrisi ve ayırma tekniklerindeki önemli ilerlemelerden dolayı gıda gibi karmaşık 

matrislerde proteinlerin analizine ve karakterizasyonuna olanak sağladığından gıda 

kimlik belirleme, gıda güvenilirliği ve kalitesinin belirlenmesine yönelik çalışmalarda 

tercih edilmektedir.  

 

Proteomiks tekniği sahip olduğu yüksek hassasiyet ve seçicilikten dolayı diğer tekniklerin 

doğrulanması amacıyla ve alerjenlerin çoklu tespitinde kullanımı hızla yaygınlaşan bir 

tekniktir (Lu ve ark. 2009). Bu teknik ile proteinler çok büyük bir hassasiyetle 

tanımlanabilmekte ve dizi analizleri, kısa zamanda, yüksek bir doğrulukla ve proteinlerin 

yapısından kaynaklanan pek çok sınırlamadan etkilenmeksizin yapılabilmektedir 

(Hanash 2003, Phizicky ve ark. 2003, Zhu ve ark. 2003). Proteomiks tekniğinin 

uygulaması Şekil 2.3’te şematik olarak gösterilmiştir. 
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Şekil 2.3. Proteomiks tekniğinin özet gösterimi 

 

Gıda alerjenlerinin tanımlanmasında, çoklu analizinde ve miktarsal tayininde üçlü 

kuadrupol, orbitrap ya da uçuş zamanı kütle spektrometrisi gibi yüksek çözünürlüklü 

kütle spektrofotometreleri yüksek cihaz maliyeti ve deneyimli personel ihtiyacına rağmen 

tercih edilmektedir (López-Pedrouso ve ark. 2020). Proteomiks tekniği uygulanırken 

tümevarımsal proteomik (Bottom-up) ve tümden gelimsel (Top down) proteomik olarak 

iki farklı yaklaşım kullanılmaktadır (Şekil 2.4). 

 

 
 

Şekil 2.4. Tümevarımsal ve tümden gelimsel yöntemlerin akış şeması 
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Tümden gelimsel proteomik tekniğinde kütleleri ölçülen intakt proteinlerin moleküler 

ağırlıkları standart ile veya protein dizi veri tabanlarında eşleştirilerek tanımlama 

yapılmaktadır (Chen 2008b). Bu yöntemde MS analizi öncesi proteinlere enzimatik 

parçalama işlemi uygulanmamakta, intakt protein ve bu proteine ait dizilim 

incelenmektedir. Basit protein karışımlarının analizinde tercih edilen bir yöntem olmasına 

rağmen molekül ağırlığı 200 kDa’dan büyük moleküllerin analizi zordur (Han ve ark. 

2006). 

 

Tümevarımsal proteomik tekniği günümüzde kütle spektrometresi tabanlı protein 

tanımlanması için en çok tercih edilen yöntem olup proteinlerin tanımlanması, peptidler 

üzerinden gerçekleştirilmektedir. Bu yöntemde jele dayalı veya kromatografik ön 

ayırımlar ile proteinlerin ekstraksiyon ve saflaştırma işlemleri gerçekleştirilmektedir 

(Cosette ve ark. 2012). Jel bazlı yaklaşımlarda 2-boyutlu jel elektroforezi ya da tek 

boyutlu sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanılmakta 

olup, jelsiz yaklaşımlarda iyon değişim kromatografisi, affinite kromatografisi, ters faz 

kromatografisi, hidrofobik etkileşim kromatografisi, membran kromatografisi, yüksek 

performans sıvı kromatografisi kullanılmaktadır (Abdallah ve ark. 2012).  

 

Ekstraksiyon sonrası proteindeki amino asit zinciri çeşitli enzimler kullanılarak belirli 

noktalarından kesilmekte ve proteinlerin tanımlanması kısmi sekans analizine 

dayanılarak gerçekleştirilmektedir. Tripsin, hem uygun kütle tayin aralığı bakımından 

hem de polipeptid bağlarını lizin ve arjinin amino asitlerinden keserek tripsin ile muamele 

edilmiş olan polipeptidten oluşan parçaların tahmin edilebilir olmasından dolayı sıklıkla 

tercih edilmektedir. Enzimatik parçalanma sonrası oluşan parçalanma ürünleri kütle 

spektrometresi ile analiz edilerek elde edilen MS ve MS/MS spektrumları tarama 

motorları aracılığı ile uygun veri tabanında taratılarak proteinlerin tanımlaması 

yapılmaktadır (Downs ve Johnson 2018).  

 

Proteomiks çalışmalarda kullanılan kütle spektrometreleri örnek girişi, iyon kaynağı, 

kütle analizörü, dedektör ve veri sistemi olmak üzere beş ana kısımdan oluşmaktadır 

(Şekil 2.5).  
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Şekil 2.5. Kütle spektrometresinin ana bileşenleri 

 

Kütle spektrometresi öncesi kompleks karışımlardaki proteinler genellikle asetonitril gibi 

gradient organik çözücüler ile sıvı kromatografisi cihazı kullanılarak ayrılmaktadır. 

Ayrım sonrası örneklerden elektrosprey iyonizasyonu (ESI) veya matriks yardımcılı lazer 

desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) gibi iyonlaştırıcılar kullanılarak üretilen pozitif veya 

negatif iyonlar, kütle/yük (m/z) oranlarına göre ayrılmak üzere kütle analizörüne 

gönderilmektedir. ESI iyonlaştırma tekniğinde iyonlar atmosferik basınç altında 

oluşturulurken, MALDI tekniğinde ise atmosferik basınç veya vakum altında 

oluşturulmaktadır. ESI ve MALDI iyonlaştırma teknikleri yüksek hassasiyete sahip olup 

özellikle proteinler gibi büyük, uçucu olmayan, yüklü moleküllerin analizinde ve peptid 

karışımlarının analizinde tercih edilmektedir (Mann ve ark. 2001). 

 

İyon kaynağında üretilen iyonlar, kütle-yük oranlarına göre; uçuş zamanlı analizörler, 

kuadrapol, iyon tuzaklı analizörler, gibi farklı kütle analizörleri kullanılarak ayrılmaktadır  

(Peterson ve ark. 2012). Uçuş zamanlı analizörlerde değişik kütleli iyonların aynı 

gerilimle hızlandırıldıkları zaman aynı sürede değişik hızlar kazanmaları özelliğinden 

yararlanılmaktadır. Uçuş tüpüne gönderilen iyonlar burada uçuş zamanlarına bağlı olarak 

kütle/yük oranlarına göre ayrılmaktadır. Kuadrapol analizörler ise birbirine paralel ve 

karşılıklı olarak aynı polaritede olan dört silindirik çubuktan oluşmaktadır. Bu çubuklara 

uygulanan doğru akım ve radyo frekansı voltajı değiştirilerek sadece bazı kütle/yük 

oranındaki taneciklerin geçmesi sağlanarak spektrum elde edilmektedir. İyon kapanı 

analizörlerinde merkez elektrot halka; üst ve taban elektrotlar yarım küre olacak şekilde 
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üç elektrot bulunmaktadır. Bu tuzağa çeşitli radyo frekans uygulamaları yapılarak tuzakta 

biriken iyonların seçimli olarak detektöre fırlatılması sağlanmaktadır.  

 

Dedektörde farklı m/z değerine sahip iyonların göreceli yoğunluklarına göre verdikleri 

bir spektrum elde edilmektedir. En yaygın olarak kullanılan dedektör elektron 

çoğaltıcılardır. Son olarak veri sisteminde m/z değerlerinin x ekseninde, bağıl 

yoğunluklarının da y ekseninde yer aldığı pikler şeklinde kütle spektrumu elde 

edilmektedir (Thomas 2011). (Şekil 2.6) 

 

Şekil 2.6. Ovalbumine ait ELINSWVESQTNGIIR peptidinin MS/MS spektrumu 

(Fremout ve ark. 2010) 

 

Peptidlere ait kütle spektrumları veri tabanlarına yüklenerek peptidlerin tanımlaması 

yapılmaktadır. MS/MS spektrumlarını pek çok farklı algoritmaya göre veri tabanında 

bulunan aynı proteinin aynı enzimle bilgisayar simülasyonu ile hazırlanmış teorik kütle 

profilleri ile karşılaştırıp sonuç üreten çeşitli yazılımlar bulunmaktadır. 

UniProtKB/Swiss-Prot ve NCBI veri tabanları protein verilerini içeren başlıca veri 

tabanları olup bu veri tabanlarındaki bilgilerden faydalanarak tarama yapılmasına olanak 

sağlayan SEQUEST, MASCOT, X!Tandem gibi farklı yazılımlar mevcuttur. Veri 

tabanlarında tanımlanmış olan peptidlerden gıdalarda alerjenlerin belirlenmesine yönelik 

belirleyici peptidler seçilirken peptidin parçalanma ürünlerinin tekrarlanabilirliğinin 

yüksek olması, güçlü sinyaller vermesi ve alıkonma zamanlarının kararlı ve hedeflenen 

alerjen için spesik olması mutlaka göz önünde bulundurulması gereken faktörlerdir 

(Johnson ve ark. 2011). Peptidlerin uzunluğunun 7-25 amino asit aralığında 
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sınırlandırılması öncü ve ürün iyonların kütle aralığını kapsayacak geniş bir çalışma 

aralığı sağlamakta ve seçilen peptidlerin seçiciliğini artırmaktadır (Gallien ve ark. 2011). 

 

Proteomiks tekniği kullanılarak gıdalardaki alerjenlerin belirlenmesine yönelik yapılan 

çalışmalarda bazen tek bir proteine ait peptid alerjenlerin tespitinde marker olarak 

seçilirken bazı çalışmalarda ise farklı proteinlere ait birden çok peptid dizilimi marker 

olarak seçilmektedir. Shefcheck ve Musser (2004) yaptığı çalışmada dondurmaya eklenen 

yer fıstığına spesifik alerjenlerin tespiti amaçlanmıştır. LC-MSMS kullanılarak Ara h 1 

yer fıstığına özgü alerjen olarak tespit edilmiştir. Daha sonra Ara h 1 alerjeninin 

dondurma matriksinde 10 mg/kg seviyesinde belirleyebilmişlerdir.  

 

Pedreschi ve ark. (2012) bisküvilerdeki eser düzeydeki yer fıstığı alerjenlerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Bisküvideki proteinin SDS-PAGE ile ayrılması sonrası 

enzimatik parçalama gerçekleştirilmiş ve LC-QTOF/MS cihazı ile analiz edilerek 

MS/MS spektrumları elde edilmiştir. Elde edilen spektrumlar MASCOT programı 

yardımıyla Swiss-Prot veri tabanında analiz edilmiştir. Yapılan çalışmada bisküvilerdeki 

yer fıstığı alerjeninin 10 mg/kg seviyesinde tespit edilmesi amacıyla Ara h ¾ alerjenine 

ait AHVQVVDSNGNR ve SPDIYNPQAGSLK peptid dizilimleri marker olarak 

belirlenmiştir.  

 

Ansari ve ark. (2012) fındığa özgü marker peptid dizilimlerinin LC-MS/MS ile tespitini 

hedeflemişler ve Cor a 8, Cor a 9 ve Cor a 11 fındık alerjeni için ilk olarak 8 adet marker 

peptid dizilimi tespit etmişlerdir. Daha sonra peptidlerin seçiciliğini kontrol etmek 

amacıyla BLAST programı kullanmışlar ve peptid dizilimlerinden birinin diğer sert 

kabuklu meyvelerde de bulunduğunu belirlemişlerdir.  

 

Planque ve ark. (2016) süt, kazein ve peynir altı suyu, yumurta (beyazı ve sarısı), soya 

fasulyesi ve yer fıstığı alerjenlerinin kompleks gıda matrikslerinde proteinlerin tripsinle 

parçalama ve saflaştırma sonrası UHPLC–MS/MS ile tespitini amaçlamışlardır. 

Çalışmada çikolata, dondurma, domates sosu ve bisküvi matrisleri seçilerek alerjen 

proteinlerin minimum tespit edilme düzeyleri belirlenmiştir. Alerjen proteinlerin tespit 

limitleri kazein (0,5 mg/kg), peynir altı suyu (5 mg/kg), yumurta beyazı (3,4 mg/kg), 
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yumurta sarısı (30,8 mg/kg), soya (5 mg/kg) ve yer fıstığı için 2,5 mg/kg olarak 

belirlenmiştir. 

  

2.7. Gıda İşleme Proseslerinin Alerjenler Üzerine Etkisi 

 

Çoğu gıda alerjeni, molekül ağırlığı 10 ila 70 kDa arasında değişen, proteolitik 

reaksiyonlara, ısı ve asit işlemlerine karşı stabil olan suda çözünür glikoproteinlerdir 

(Sicherer ve Sampson 2010). Bu alerjenik proteinler gıda işleme sırasında değişikliklere 

uğrayabildiğinden, gıdaların alerjenitesinde değişikliklere sebep olabilmektedir.  

 

Gıdalara kalite ve güvenilirliğini artırmak, bozulma sürecini yavaşlatmak, uzun süre 

güvenli bir şekilde depolayabilmek, tüketiciler için daha sağlıklı, lezzetli gıda 

alternatifleri sunmak amacıyla çeşitli işleme yöntemleri uygulanmaktadır. Güneşte 

kurutma, ısıl işlem, tuzlama, tütsüleme, dondurma ve konserve yapma gibi geleneksel 

işleme yöntemlerinin yanında pastörizasyon, sterilizasyon, basınçlı pişirme, kızılötesi 

işleme, mikrodalga işleme, modifiye atmosferde ambalajlama, sprey kurutma, 

ultrasonifikasyon gibi modern yöntemler de günümüzde sıklıkla kullanılmaktadır. Gıda 

işleme prosesleri sırasında işleme yöntemi ve uygulama parametrelerine bağlı olarak 

gıdalardaki proteinlerin alerjen özellikleri değişikliğe uğrayabilmektedir (Sathe ve 

Sharma 2009).  

 

2.7.1. Isıl işlem uygulamaları  

 

Gıdalara ısıl işlem uygulanması ile birlikte peptid bağlarının hidrolizi, disülfit bağlarının 

yeniden yapılandırılması, denatürasyon ve karbonhidrat, lipit gibi diğer bileşenlerle 

etkileşimlerin olması gibi farklı reaksiyonlar gerçekleşmektedir. Isıl işlem proteinlerde 

ikincil ve üçüncül yapıların bozulmasına da neden olmakta ve tüm bu reaksiyonlar alerjen 

peptidlerin bazılarını yok ederek ya da yeni etkileşimler sonucu farklı alerjenlerin 

oluşmasına sebebiyet vererek gıdaların alerjen özelliklerinin azalmasına ya da 

alerjenitenin artmasına neden olmaktadır (Wal 2003, Jimenez-Saiz ve ark. 2015). 
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Ayrıca ısıl işlem sırasında proteinler şeker ve aminoasitler gibi diğer gıda bileşenleriyle 

etkileşime girebilmekte ve Maillard reaksiyonları gibi farklı reaksiyonlara sebep 

olmaktadır. Maillard reaksiyonları gıdada bulunan serbest amino asitlerin, proteinlerin 

veya peptidlerin serbest amino grupları ile indirgen şekerler veya lipit oksidasyon ürünleri 

arasında gerçekleşen ve enzimatik olmayan kahverengileşme reaksiyonlarıdır. Maillard 

reaksiyonu sonucunda pişirilen gıdalarda çeşitli aroma bileşikleri oluşarak gıdanın 

duyusal özellikleri gelişmektedir ancak bu reaksiyon sırasında alerjen özelliklerinde de 

değişimler meydana gelebilmektedir. Şekerler ile etkileşim, proteinlerin üçüncül yapısını 

değiştirebilmekte, böylece konformasyonel epitoplarını değiştirebilmekte, yeni IgE 

bağlanma bölgeleri yaratabilmekte, alerjenik yapıyı maskeleyebilmekte veya önceden 

mevcut olmayan bölgeleri açığa çıkarabilmektedir (Maleki ve Hurlburt 2004). 

 

Literatürde, ısıl işlem sonrası farklı gıda alerjenlerinin stabilitesinin değerlendirildiği 

çalışmalar mevcuttur. Uygulanan ısıl işlem türü, sıcaklık, ısıl işlem süresi, pH gibi 

faktörler alerjen proteinlerinin fizikokimyasal özelliklerinde değişikliklere sebep 

olabilmektedir. Ancak, ısıl işlemin proteinlerin fiziksel ve kimyasal özellikleri üzerine 

olan etkileri ile ilgili belirsizlikler özellikle alerjen proteinlerin tespiti ile ilgili metotların 

oluşturulmasını zorlaştırmaktadır (Parker ve ark. 2015). 

 

Chassaigne ve ark. (2007) kavrulmamış ve 140℃’de kavurma işlemi uygulanmış yer 

fıstığında Ara h1, Ara h2 ve Ara h 3 alerjenlerinin değişimini LC-QTOF MS ile 

incelemişler ve bu alerjene ait ısıl işlem sonrası da stabilitesini devam ettiren beş peptid 

dizilimini marker olarak belirlemişlerdir.  

 

Van Boxtel ve ark. (2008b) Brezilya cevizi ekstraktlarını farklı pH (2, 5, 7) seviyelerinde 

120 ºC'ye kadar sıcaklıklarda ısıttıklarında, Ber e 1 alerjeninin yüksek ısı direncine sahip 

olduğunu ancak çok düşük pH’larda 80 ºC’de bile denatüre olduğunu ortaya 

koymuşlardır. pH değişimi ile birlikte protein yapısında meydana gelen değişiklikler ısıya 

karşı duyarlılıkta da değişime sebep olmaktadır.  

 

Antep fıstığı alerjenitesinin sıcaklığa bağlı değişiminin incelendiği çalışmada, kuru 

kavurmanın IgE bağlanma kapasitesine etkisinin olmadığı, buharla kavurmanın ise 
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sıcaklığa bağlı kaynaklanan protein kümelenmesinden dolayı IgE bağlanma kapasitesinde 

düşüşe sebep olduğu bildirilmiştir (Noorbakhsh ve ark. 2010).  

 

Cabanillas ve ark. (2014) cevizlere uygulanan basınç ve sıcaklığın Jug r 4 ceviz alerjenine 

etkisini immunoblot testlerle incelemişlerdir. 256 kPa, 138℃ basınç ve sıcaklık 

uygulamasının Jug r 4 ceviz alerjenine IgE’ nin bağlanma kapasitesini azalttığını ortaya 

koymuşlardır.   

 

Sudha ve ark. (2016) buğday ununa 30 dakika atmosferik basınçta buhar uygulaması 

gerçekleştirmişler ve ELISA testi sonuçlarına göre gliadin alerjeni sonuçlarında %40’lık 

bir düşüş tespit etmişlerdir.  

 

Ayrıca ısıl işlemle birlikte Maillard reaksiyonlarına bağlı olarak alerjen-

spesifik IgE düzeylerinde düşüş olduğunu gösteren çalışmalar da mevcuttur. Taheri-

Kafrani ve ark. (2009) yaptıkları çalışmada inek sütü alerjeni olan Beta-Laktoglobulinin  

(β-Lg) lineer epitoplarını Maillard reaksiyonu sonucu modifiye ederek IgE bağlama 

kapasitesini düşürdüğünü belirlemişlerdir. 

 

Yer fıstığı alerjenleri olan Ara h1 ve Ara h2’nin Maillard reaksiyonu sonrası 

alerjenitesinin arttığını gösteren bazı çalışmalar da bulunmaktadır (Chung ve Champagne 

2001; Gruber ve ark. 2005). Nakamura ve ark. (2005) kurutulmuş deniz ürünlerinin 

Maillard reaksiyonu sonrası alerjenitesi üzerine yaptıkları çalışmada kabuklu deniz 

ürünleri olan tropomiyosinin IgE bağlama kapasitesinin arttığını belirtmişlerdir. Clare ve 

ark. (2007) ise Maillard reaksiyonu sonrası yer fıstığı örneklerinin IgE bağlama 

kapasitelerinin kontrol örneklerine benzer olduğunu ortaya koymuşlardır.  

 

2.7.2. Yüksek hidrostatik basınç (HHP) 

 

Yüksek hidrostatik basınç (HHP) uygulamaları gıdalarda bozulmaya neden olan 

mikroorganizmaları yok ederek gıdaların raf ömürlerini arttıran ve gıdaların renk, lezzet 

ve besin değeri gibi özelliklerinde minimum değişikliğe sebep olan bir yöntemdir. HHP; 

basınca, sıcaklığa ve kimyasal koşullara bağlı olarak proteinin biyolojik işlevinin kısmen 
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veya tamamen inaktivasyonuna yol açabilmektedir. Elektrostatik ve hidrofobik 

etkileşimler kovalent olmayan bağlarda değişikliklere sebep olmakta ve bu durum 

proteinlerin yapılarında tersinir veya geri döndürülemez değişikliklere yol açmaktadır 

(Meyer-Pittroff ve ark. 2007). HHP uygulaması gıdalardaki alerjen proteinlerin yapısını 

değiştirerek alerjenitede değişime sebep olmaktadır.  

 

Yamamoto ve ark. (2010), 100 MPa üzerindeki HHP uygulamasının başlıca sığır 

alerjenlerinden biri olan sığır  γ-globulinin üçüncül yapısında bir değişikliğe yol açtığını 

ve alerjenitesinin azaldığını göstermiştir. Ancak HHP uygulaması tüm gıda alerjenlerini 

farklı şekilde etkilemektedir. Yapılan bazı çalışmalar 300-600 MPa’lık uygulamanın 

havuç, yer fıstığı ve domatesteki ana alerjenlerde herhangi bir değişikliğe sebep 

olmadığını göstermektedir (Germini ve ark. 2007; Heroldova ve ark. 2009; Johnson ve 

ark. 2010).  

 

HHP uygulamasının ısıl işlemle birlikte uygulandığı bir çalışmada elmadaki ısıya karşı 

stabil olan Mal d 3 alerjeninin 700 MPa, 115 ºC uygulama sonrası IgE bağlama kapasitesi 

azalmıştır (Husband ve ark. 2011). Buna karşın diğer bir çalışmada elmadaki ana 

alerjenlerden biri olan Mal d 1’in ısıl işlemle birlikte uygulanan HHP uygulaması sonrası 

alerjenitesini koruduğu ifade edilmektedir (Fernández ve ark. 2009).  

 

2.7.3.  Vurgulu elektrik alan (PEF) 

 

PEF uygulaması ile gıdalara saniyeden daha kısa sürelerde 20-50 kV/cm gibi yüksek 

elektriksel alan şiddetlerinde elektrik vurguları uygulanarak, gıdaların ve 

mikroorganizmaların hücre zarlarının mekaniksel olarak parçalanması ve 

mikroorganizmaların inaktive edilmesi sağlanmaktadır. Böylece gıdaların besin içeriğine 

zarar vermeden duyusal özellikleri yüksek ve raf ömrü uzun gıdalar üretilebilmektedir. 

PEF uygulamaları gıdaların alerjenitesinin azaltılması amacıyla da kullanılmaktadır 

ancak PEF uygulamalarının gıdalardaki alerjen proteinler üzerine etkisiyle ilgili 

çalışmalar oldukça kısıtlıdır.   
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Tobajas ve ark. (2020) PEF uygulamasının şeftalideki ana alerjenlerden biri olan Pru p3 

üzerine etkisini araştırmışlar ve 25 kV/cm 50℃’de PEF uygulaması sonucunda Pru p3 

alerjenininin denatüre olduğunu ELISA testi ile tespit etmişlerdir. Ancak in vitro yapılan 

testlerde PEF uygulamasının Pru p3 alerjeninin IgE molekülüne bağlanma kapasitesini 

etkilemediğini ortaya koymuşlardır. Bu sebeple PEF uygulamasının gıdalardaki alerjen 

proteinleri nasıl etkilediği ile ilgili kesin bir sonuca varamamışlardır. Johnson ve ark. 

(2010) ise yer fıstığı ve elma örneklerine 2Hz frekansta 0–35 kV/cm aralığında PEF 

uygulaması gerçekleştirmiş ancak bitki alerjenlerinde herhangi bir modifikasyon 

gözlemlememişlerdir.  

 

2.7.4. Fermantasyon  

 

Gıdalar tat, yapı, besin değeri ve raf ömrünün iyileştirilmesi amacıyla; bitkisel ve 

hayvansal kökenli ürünlerin doğal florasında bulunan çeşitli mikroorganizmalar 

tarafından veya fonksiyonel mikroorganizmaları içeren starter kültür ilavesi ile fermente 

edilmektedir. Fermente gıda ürünleri, biyoaktif peptidler ve fenolik bileşikler bakımından 

zengin olup, antioksidan aktiviteleri yüksektir (Rizello ve ark. 2012, Tamang ve ark. 

2016). Fermantasyon sırasında doğrusal ve konformasyonel epitopların modifikasyonu 

veya parçalanması yoluyla gıdalardaki alerjen proteinlerde değişiklikler meydana 

gelebilmektedir. 

 

Süt proteinlerinin Lactobacillus ile fermantasyonu β-Lg ve α-La alerjenitesini azaltmakta 

ve IgE bağlama kapasitesini düşürmektedir (Yao ve ark. 2015). Lactobacillus bulgaricus 

ve Lactobacillus helveticus suşlarının birlikte kullanılmasıyla gerçekleşen fermantasyon 

sonucunda da suşların tekli olarak kullanıldığı fermantasyona göre β-Lg ve α-La 

alerjenitesinde azalma meydana gelmiştir (Bu ve ark. 2010).  

 

Soya sütünün Lactobacillus helveticus ve Enterococcus feacalis suşları tarafından 

fermantasyonunun, iki ana soya alerjeni olan Gly m 5 ve Gly m 6 alerjenlerine karşı 

hastaların IgE immünoreaktivitesinin azaldığını göstermektedir (Meinlschmidt ve ark. 

2016a, Biscola ve ark. 2017).  
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Yang ve ark. (2018) tarafından gerçekleştirilen diğer bir çalışmada ise in vitro ve in vivo 

olarak yapılan testler L. casei, maya ve Bacillus subtilis içeren başlangıç kültürü ile soya 

fasulyesi küspesinin katı hal fermentasyonu sonucu alerjenitenin azaldığı ifade edilmiştir.  

 

2.7.5.  Enzimatik hidroliz 

 

Enzimatik hidrolizde esas olarak, proteolitik veya hücresel enzimlerle alerjenleri 

peptidlere ve / veya amino asitlere kısmen veya büyük ölçüde hidrolize ederek doğrusal 

epitoplar parçalanmaktadır. Hidroliz sonrası alerjenite üretilen peptidlerin türü, pH, 

sıcaklık, hidrolizin derecesi ve enzim-substrat oranı gibi işlem koşullarına bağlı olarak 

değişmektedir.  

 

Cabanillas ve ark. (2010) yaptıkları çalışmada alkalaz ve flavourzyme enzimlerini ard 

arda ekleyerek ve birlikte kullanarak hidroliz edilen mercimek örneklerinin bu enzimleri 

tek tek kullanarak hidroliz edilen örneklere göre daha düşük IgE bağlama kapasitesine 

sahip olduğunu belirtmişlerdir. Hidroliz ısıl işlemle birlikte uygulandığında alerjen 

proteinleri parçalama etkisi artmaktadır. Örneğin süt proteinleri ısıl işlemle birlikte 

hidroliz edildiğinde β-lactoglobulin alerjenitesinde düşüş tespit edilmiştir (Peyron ve ark. 

2006).  

 

Kulis ve ark. (2012) kaju proteinlerinin pepsin ile parçalanması sonrası kajunun farelerde 

daha düşük bir alerjenik aktivite gösterdiğini belirlemişlerdir. Diğer bir çalışmada da yer 

fıstığının tripsin ile hidrolizi sonucu alerjenitenin etkili bir şekilde azaldığı belirlenmiştir 

(Hazebrouck ve ark. 2012).  

 

Pushpa ve ark. (2018) tarafından yürütülen çalışmada peynir altı suyunda β-lactoglobulin 

alerjenitesi ELISA testi ile ölçülmüş ve yalnızca 75-125℃ aralığında farklı sürelerde ısıl 

işlem uygulandığında antijen konsantrasyonunda maksimum %12’lik bir azalma 

bulunurken ısıl işlem ve hidroliz birlikte uygulanan örneklerde antijen 

konsantrasyonunda  %50’ye varan düşüş tespit edilmiştir.  Günümüzde hidrolize peynir 

altı suyu veya kazein kullanılarak üretilen süt bazlı ürünler başta olmak üzere çok sayıda 
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hipoalerjenik gıda bulunmaktadır ve bu ürünler süt alerjisi olan çocuklar tarafından da 

tüketilebilmektedir.  

 

2.7.6.  Diğer ısıl olmayan işlemler 

 

Işınlama, ultrases ve soğuk plazma teknolojisi gibi ısıl olmayan yöntemler gıdalardaki 

alerjen özellik gösteren proteinlerin yok edilmesi ya da azaltılması amacıyla 

kullanılmaktadır.  

 

Gıda ışınlama; ışınlama dozuna, protein konsantrasyonuna, oksijen varlığına ve 

moleküler yapıya bağlı olarak gıda proteinlerinin immünoreaktivitesinde değişiklikler 

yaratabilmektedir. 10 kGy'lik bir ışınlama dozu, hem saflaştırılmış Ara h6 alerjeninin hem 

de fıstık proteini ekstraktının antijenitesini azaltarak yalnızca %5'lik IgG bağlanma 

kabiliyeti sağlamıştır (Luo ve ark. 2013).  

 

Kasera ve ark. (2012) 25 kGy'lik ışınlama dozu ve kaynatmanın baklagil proteinlerinde 

çözünürlüğü azalttığı ve buna bağlı olarak alerjenitenin de azaldığını belirlemişlerdir. 

Buna karşılık, Gomaa ve Boye (2015) tarafından yapılan çalışmada 10 kGy dozunda γ-

ışınlamanın buğdaydan yapılan ekmek hamurunun ve makarnanın yanı sıra yumurta 

proteinlerinin (ovalbümin ve ovomukoid) antijenitesinde önemli bir azalmaya sebep 

olmadığını bildirmişlerdir.  

 

Ultrases uygulamaları; uygulama maliyetinin düşük olması, çevre dostu olması,  gıdanın 

tat ve koku gibi duyusal özelliklerine etkisinin sınırlı olması sebebiyle kurutma, 

sterilizasyon, enzim inaktivasyonu, ekstraksiyon ve homojenizasyon gibi birçok farklı 

amaçlarla gıda sanayinde kullanılmaktadır (Onwude ve ark. 2017). Ultrases uygulaması 

proteinlerin doğal yapısında, örneğin konformasyon değişiklikleri, ikincil yapıya hasar, 

diğer molekül içi/moleküler etkileşimlerin oluşumu, disülfür bağının yeniden 

yapılandırılması gibi birçok değişikliğe neden olmaktadır. Buna göre, ultrases alerjenik 

özellikleri de etkileyebilmektedir ancak uygulanan işlemin şiddeti, süresi, çevresel 

koşullar ve protein yapısına bağlı olarak farklılık gösterebilmektedir.  
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Yapılan bir çalışmada 50°C ve 1.5 saatlik yüksek şiddetli ultrases uygulaması karides 

ekstraktlarının ve çiğ karideslerde bulunan başlıca alerjen olan Pen a 1'in alerjenitesini 

azalttığı ifade edilmiştir (Zhenxing ve ark. 2006).  

 

Li ve ark. (2013) kavrulmuş yer fıstığında ultrases uygulaması sonrası tripsin ve 

kimotripsin ile enzimatik hidrolize tabi tutulmuş örneklerde Ara h 1 ve Ara h 2 

alerjenlerinin konsantrasyonunda azalma ve buna bağlı olarak IgE bağlanma 

kapasitesinde düşüş tespit etmişlerdir.  

 

Diğer bir çalışmada soya fasulyesi tohumlarına farklı güç seviyelerinde (0-300 W) 

ultrases işlemi uygulamışlardır. Daha sonra 5 gün çimlenmeye bırakılan tohumlardan en 

yüksek güçte ultrases uygulamasına tabi tutulanlarda IgE bağlama kapasitesinde yaklaşık 

%51,39 azalma tespit edilmiştir (Yang ve ark. 2015).  

 

Soğuk plazma teknolojisi özellikle gıdalarda bulunan mikroorganizmaların inaktive 

edilmesi, gıda ambalaj materyallerinin modifikasyonu, pestisit ve mikotoksinlerin 

parçalanması gibi amaçlarla son yıllarda kullanılmaya başlanan bir yöntemdir. Maddenin 

dördüncü hali olarak da tanımlanan plazma; foton, iyon, elektron, serbest radikaller ve 

moleküller gibi reaktifler içermekte olup proteinlerin yapısında ve buna bağlı olarak 

gıdanın alerjen özelliklerinde değişikliğe sebep olabilmektedir.  

 

Tammineedi ve ark. (2013) kazein, β-laktoglobulin ve alfa laktalbumin süt alerjenlerinin 

azaltılmasında soğuk plazma uygulamasının etkinliğini araştırmışlardır. Kontrol örneği 

ve işlem uygulanan örneklerin SDS-PAGE analizi sonucunda alerjen proteinlere ait jel 

bant yoğunluğunda ve IgE bağlama kapasitesinde önemli bir fark tespit edilememiştir. 

 

Meinlschmidt ve ark. (2016b) soya alerjeni olan β-konglisinin ve glisinine doğrudan veya 

indirekt olarak soğuk plazma uygulamış ve soğuk plazmanın mevcut protein bantlarının 

yoğunluğunun azalmasına, ayrıca 50 kDa'da yeni protein bantlarının oluşumuna neden 

olduğunu tespit etmiştir. SDS-PAGE profilinde protein bantlarının kaybolmasına paralel 

olarak ELISA analizi sırasında soya proteini örneklerinin immünoreaktivitesinde %89-

100'e varan azalma tespit etmişlerdir.  
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Venkataratnam ve ark. (2020) ise yer fıstığı alerjeni olan Ara h 1 ve Ara h 2 üzerine soğuk 

plazma uygulamasının etkisini incelemişler ve SDS-PAGE ile analizde proteinlerin 

çözünürlüğünde azalma tespit etmişlerdir. Ayrıca soğuk plazma uygulaması ile alerjen 

proteinlerin ikincil yapıları modifikasyona uğrayarak alerjenitede %60’ların üzerinde 

azalma belirlemişlerdir. Karideste bulunan başlıca alerjen olan tropomiyosini hedefleyen 

benzer bir araştırmada, 30 kV voltaj ve 60 Hz frekansta 5 dakika doğrudan soğuk plazma 

uygulamasının alerjenitede %76 azalma gösterdiği belirtilmiştir (Shriver 2011).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Fındık ve badem örnekleri 

 

Bu çalışmada materyal olarak badem (Prunis dulcis L.) ve fındık (Corylus avellana L.), 

kullanılmıştır. Çeşitler arasında alerjen proteinler açısından farklılıkların araştırılması 

amacıyla Giresun Fındık Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü’nden Tombul, Palaz, Foşa, 

Mincane ve Çakıldak fındık çeşitleri temin edilmiştir (Şekil 3.1). 

 
   

Şekil 3.1. Fındık çeşitleri (A: Tombul, B: Palaz, C: Foşa, D: Mincane, E: Çakıldak) 
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Badem ile ilgili çalışmalarda Antepfıstığı Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü’nden temin 

edilen Nonpareil, Laurenne, Teksas, Ferraduel ve Ferragnes çeşitleri kullanılmıştır (Şekil 

3.2). 

 

 

 

Şekil 3.2. Badem çeşitleri (A: Nonpareil, B: Laurenne, C: Teksas, D: Ferraduel,  

                 E: Ferragnes) 
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Çalışmada kullanılan fındık ve badem çeşitlerine Çizelge 3.1’de belirtilen süre ve 

sıcaklıklarda ısıl işlem uygulaması yapılmıştır.  

Çizelge 3.1. Çalışma sırasında uygulanan ısıl işlem süre ve sıcaklıkları 

 

Süre (dk) Kavurma Sıcaklığı (ºC) 

 

15 

 

130 

150 

170 

 

30 

130 

150 

170 

 

 

Farklı süre ve sıcaklıklarda ısıl işlem uygulaması yapılmış badem örnekleri Şekil 3.3’te, 

fındık örnekleri ise Şekil 3.4’te gösterilmektedir. 

 
 

Şekil 3.3. Farklı süre ve sıcaklıklarda kavrulan badem örnekleri 
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Şekil 3.4. Farklı süre ve sıcaklıklarda kavrulan fındık örnekleri 

 

3.1.2. Kullanılan kimyasallar 

 

Asetonitril (%99,9), metanol (%99,9), amonyum bikarbonat (Bioultra, %99,5), dibazik 

sodyum fosfat (%99), TRIS (Hidroksimetil) aminometan (%99,9), fosforik asit (Bioultra, 

%85), sığır serum albümini (analitik saflıkta), ditiotreitol (%98), iyodoasedamid 

(Bioultra), tripsin enzimi (sığır pankreas) ve Bradford belirteci (0,1-1,4 mg/ml protein) 

Sigma Aldrich (St. Louis, ABD) firmasından temin edilmiştir. Hidroklorik asit (HCl; 

%37) ve formik asit (%98-100) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasından satın 

alınmıştır. Ultra saf su Milli-Q System (USA) cihazı kullanılarak elde edilmiştir.  

 

INTVNSNTLPVLR (Cor a 9.1; %98,1), VQVVDDNGNTVFDDELR (Cor a 9.2; 

%98,0), ALPDEVLQNAFR (Pru du 6.02; %98,4) ve VQVVNENGDPILNDEVR (Pru 

du 6.02.01; %98,1) sentetik peptid standartları Biomatik (Delaware, USA, LLC) 

firmasından alınmıştır.  
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3.2. Yöntem 

 

Badem ve fındıkta bulunan alerjen peptidlerin belirlenmesi ve farklı çeşitlerdeki marker 

peptid dizilimlerindeki farklılıkların araştırılması amacıyla uygulanan yöntem Şekil 

3.5’te verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.7. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.5. Çalışmada uygulanan yöntem 

Analiz için uygun 
ekstraksiyon çözeltilerinin 

belirlenmesi 

 
 

Numunelerin ekstraksiyonu 
 

Enzimatik parçalama 
süresinin optimizasyonu 

Örneklerin ekstraksiyon sonrası   
LC-QTOF MS cihazında analizi 

MS/MS verilerinin Mascot 
yazılımına yüklenmesi ve spesifik 
peptid dizilimlerinin belirlenmesi 

Badem ve fındık örneklerine farklı 
süre ve sıcaklıklarda kavurma işlemi 

uygulanması 

Stabilitesini koruyan peptid 
dizilimlerinin belirlenmesi 

Gıda örneklerinde 
marker olarak 

belirlenen 
alerjenlerin kalitatif 

analizi 
 

Farklı fındık ve badem 
çeşitlerinde marker 

olarak belirlenen 
alerjenlerin kantitatif 

analizi 



   

 

43 

 

3.2.1. Protein ekstraksiyonu 

 

Fındık ve badem örneklerinde protein ekstraksiyonu ile ilgili çalışmalarda kullanılmak 

üzere beş farklı fındık ve badem çeşidi karıştırılıp öğütülerek fındık ve badem numuneleri 

hazırlanmıştır. Hazırlanan bu örneklerde ilk olarak LECO FP-528 cihazı kullanılarak 

AOAC 990.03 (2002) yöntemine göre protein tayini yapılarak örneklerdeki azot miktarı 

belirlenmiştir. Örneklerde 6,25 çevirme faktörü kullanılarak protein miktarı 

hesaplanmıştır. 

 

Proteinlerin ekstraksiyonu için en uygun ekstraksiyon çözeltisinin belirlenebilmesi 

amacıyla ön denemeler gerçekleştirilmiştir. Literatür taraması sonrası TRIS/HCl, 

amonyum karbonat, dibazik sodyum fosfat ve 0,01 M HCl tamponları ön denemeler için 

seçilmiştir. Homojenize edilmiş örnekten 90 mg tartıldıktan sonra üzerine 3 mL 

ekstraksiyon çözeltisi eklenerek 60 dakika vortekste karıştırılmıştır. 4000 rpm’de 5 dk 

santrifüj sonrası 0,45 μm’lik PVDF filtrelerden geçirilerek (Millipore Millex-HV, Merck) 

ekstraktlar hazırlanmıştır.   

 

Badem ve fındık örneklerinden elde edilen ekstraktlardaki protein miktarı ise Bradford 

yöntemine (Kruger 2009) göre yapılmıştır. Analizlerde 1 mg/mL sığır serum albümini 

(Merck 112018) farklı konsantrasyonlarda seyreltilerek 595 nm’ye ayarlanmış 

spektrometrede absorbans değerleri okunmuş ve kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur 

(Şekil 3.6). Elde edilen standart grafiği kullanılarak örneklerdeki protein derişimi 

belirlenmiştir.  

 
 

Şekil 3.6. Bradford kalibrasyon eğrisi 

y = 1,1045x + 0,0286
R² = 0,9968
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3.2.2. Bekleme süresinin optimizasyonu 

 

Çalışmada proteinlerin peptidler halinde parçalanması için tripsin enzimi ilavesi yapılıp 

37℃’de etüvde bekletme işlemi gerçekleştirilmiştir. Etüvde en uygun bekleme süresinin 

belirlenebilmesi amacıyla 2-24 saat aralığında etüvde bekletilen örneklerin LC-

QTOF/MS ile analizi gerçekleştirilmiş ve farklı sürelerde bekletilen örneklerdeki 

peptidlerin pik alanları karşılaştırılmıştır. 

 

 

3.2.3. LC-QTOF/MS analizleri için örnek hazırlanması 

 

200 mM TRIS/HCl  (pH=7,5) çözeltisinin hazırlanması: 0,6058 g TRIS tartılarak ultra 

saf su ile 100 mL’ye tamamlanmıştır. Çözeltinin pH'sının 7,5 değerine ayarlanması 0,1M 

HCl ilavesi ve pH metre ile ölçülerek gerçekleştirilmiştir.  

 

100 mM ditiotreitol (DTT) çözeltisinin hazırlanması: 0,15 g DTT tartılarak ultra saf su 

ile 100 mL’ye tamamlanmıştır.  

 

100 mM iyodoasedamid (IAA) çözeltisinin hazırlanması: 0,036 g IAA tartılarak ultra 

saf su ile 100 mL’ye tamamlanmıştır. Analizden hemen önce hazırlanmış ve ışıktan 

korunmuştur. 

 

1 mg/mL enzim çözeltisinin hazırlanması: 1mg tripsin, 1 mL 50 mM amonyum 

bikarbonat içerisinde çözülerek enzim çözeltisi hazırlanmıştır. 

 

Homojenize edilmiş 30 mg örnek tartıldıktan sonra üzerine TRIS/HCl çözeltisi eklenerek 

vortekste karıştırılmıştır. Daha sonra disülfit bağlarının kırılmasını kolaylaştırmak 

amacıyla DTT çözeltisi ilave edilerek 37ºC’lik etüvde bekletilmiştir. Etüvden alınan 

örnek oda sıcaklığına geldikten sonra IAA ile alkilasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Ardından 1 mg/mL tripsin enzimi ilave edilip 37°C’lik etüvde 18 saat bekletilerek 

proteinlerin peptidlere parçalanması sağlanmıştır.  Etüvden alınan örnekler 4000 rpm’de 

5 dakika santrifüj edilerek LC-QTOF/MS cihazında analiz edilmiştir. Örnek hazırlama 

işlemine ait ayrıntılı akış şeması Şekil 3.7’de verilmiştir. 
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Şekil 3.7. Alerjen peptidlerin LC-QTOF/MS analizi için örnek hazırlama prosedürü 

 

3.2.4. LC-QTOF/MS cihazı ile MS ve MSMS analizleri 

 

MS ve MS/MS analizleri Gıda ve Yem Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü, Gıda Kimlik 

Belirleme ve Alerjen Laboratuvarı’nda bulunan sıvı kromatografisi uçuş zamanlı kütle 

spektrometresi (LC-QTOF/MS Agilent 6550, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.8). İlk olarak tarama modunda örneklerin MS 

toplam iyon kromatogramları, daha sonra da MS/MS modunda kütle spektrumları elde 

edilmiştir. 
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Şekil 3.8. LC-QTOF/MS cihazı (Agilent 6550) 

 

Analizlerde 4,6x100mm, 2.7µ C18 kolon kullanılmıştır. 5µL numune cihaza enjekte 

edilmiş ve akış hızı 0,5 mL/dk olarak belirlenmiştir. Mobil faz olarak ultra saf su 

(%0,1’lik formik asit ilaveli) ve asetonitril (%0,1’lik formik asit ilaveli) kullanılmıştır. 

Mobil faz akış programı Çizelge 3.2’de verilmiştir. Kolon fırın sıcaklığı 40ºC tutularak, 

analiz süresi 23 dakika olarak belirlenmiştir. Analizler pozitif iyonlaştırma modu 

kullanılarak yapılmıştır. 121.0509 ve 922.0098 m/z oranına sahip olan iyonlar analizlerde 

referans iyon olarak kullanılmıştır. LC-QTOF/MS çalışma koşulları Çizelge 3.3’te 

verilmiştir.   

 

Çizelge 3.2. HPLC hareketli faz akış programı 

 

Zaman(dakika) A (%) B (%) 

0.0 95.0 5.0 

2.0 95.0 5.0 

20.0 40.0 60.0 

22.0 5.0 95.0 

23.0 5.0 95.0 
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Çizelge 3.3. Alerjen analizleri için çalışma koşulları 

 

 LC-QTOF/MS çalışma şartları 

İyon kaynağı ESI 

Gaz sıcaklığı 200°C 

Kurutma gaz akışı 14 L/dk 

Nebulizer basıncı 30 psig 

Yardımcı gaz sıcaklığı 350°C 

Yardımcı gaz akışı 11 L/dk 

Fragmentor voltajı 300 V 

OCT 1 RF Vpp 750 V 

Skimmer voltajı 65 V 

Nozzle voltajı 300 V 

MS Şartları  

Kütle aralığı 100-2500 m/z 

Tarama hızı 2000 ms/spektrum 

MS/MS Şartları  

Kütle aralığı 100-2500 m/z 

Tarama hızı 333 ms/spektrum 

İzotop modeli Peptid 

 

Fındık ve badem çeşitlerinde Cor a 9.1 (INTVNSNTLPVLR), Cor a 9.2 

(VQVVDDNGNTVFDDELR), Pru du 6.02.01 (VQVVNENGDPILNDEVR) ve Pru du 

6.02 (ALPDEVLQNAFR) alerjenlerinin kantitatif analizleri için her bir alerjen 

standardından 0,01 mg hassasiyetle 1 mg tartılmış ve ultra saf su ile 1 mL’ye 

tamamlanarak 1000 mg/L derişime sahip ana stok standart çözeltileri hazırlanmıştır. Bu 

çözeltilerden 40’ar mikrolitre alıp 1000 µL’ye tamamlanarak ara stok çözeltisi 

hazırlanmış ve bu çözelti kullanılarak 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 mg/L 

konsantrasyonlarında kalibrasyon çözeltileri hazırlanmıştır.  

 

Fındık alerjenlerinin kantitaif analizinden elde edilen Cor a 9.1 peptidine ait kalibrasyon 

eğrisi ve kütle spektrumu Şekil 3.9 ve Şekil 3.10’da, Cor a 9.2 peptidine ait kalibrasyon 

eğrisi ve kütle spektrumu ise Şekil 3.11 ve Şekil 3.12’de verilmiştir.  
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Şekil 3.9. Cor a 9.1 alerjeni kalibrasyon eğrisi 

 

 

Şekil 3.10. Cor a 9.1 alerjenine ait MS/MS spektrumu 

 

 

 
 

Şekil 3.11. Cor a 9.2 alerjenine ait kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 3.12. Cor a 9.2 alerjenine ait MS/MS spektrumu 
 

Badem alerjenlerinin kantitatif analizinde kullanılan Pru du 6.02.01 alerjen peptidine ait 

kalibrasyon eğrisi ve kütle spektrumu Şekil 3.13 ve Şekil 3.14’te, Pru du 6.02 peptidine 

ait kalibrasyon eğrisi ve kütle spektrumu Şekil 3.15 ve Şekil 3.16’da verilmiştir.  

 

 
 

Şekil 3.13. Pru du 6.02.01 alerjenine ait kalibrasyon eğrisi 

 

 

 
 

Şekil 3.14. Pru du 6.02.01 alerjenine ait MS/MS spektrumu 
 



   

 

50 

 

 
 

Şekil 3.15. Pru du 6.02 alerjenine ait kalibrasyon eğrisi 
 

 

 
 

Şekil 3.16. Pru du 6.02 alerjeni MS/MS spektrumu 

 

 

3.2.5. Alerjen peptid dizilimlerinin belirlenmesi 

 

Fındık ve badem örneklerinde alerjen peptid dizilimlerinin belirlenebilmesi amacıyla 

örnekler ekstraksiyon ve enzimatik parçalanma sonrası LC-QTOF/MS cihazı ile analiz 

edilerek MS/MS spektrumları elde edilmiştir. MS/MS spektrumunda yer alan parçalanma 

ürünlerinin kütlelerine ait bilgilerden peptidin sekansını belirlemek için örneklere ait 

veriler mgf. formatına çevrilerek Mascot arama motoruna 

(http://www.matrixscience.com/cgi/search) yüklenmiş ve örneklerdeki peptid 

dizilimlerinin tanımlanması yapılmıştır.  

 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/search
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 Mascot veri tabanında tanımlama yapılırken uygulanan işlemler aşağıdaki 

şekildedir; 

 Peptid örneklerinde veri tabanlarının birbiri ile tutarlılığını sağlamak ve 

karşılaştırma kolaylığı elde etmek için enzimatik reaksiyonda kullanılan tripsin 

sabit modifikasyon olarak seçilmiştir.  

 Yazılımda taksonomi bölümü Green plants olarak seçilmiş ve örnekteki m/z 

değerleri ile eşleşen peptidlerden bitkileri kapsayan familyanın listelenmesi 

sağlanmıştır. Peptid toleransı ±1.2, MS/MS tolerans değeri ±0.6 Da aralığında 

seçilmiştir. 

 Aminoasit kütüphanesi olarak en sık kullanılan SwissProt (AA) ve NCBIprot 

(AA) kütüphaneleri seçilmiştir (Şekil 3.17).   

  

 
 

Şekil 3.17. Mascot yazılımında tarama için seçilen parametrelerin gösterimi 
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3.2.6. Kek ve dondurma örneklerinin hazırlanması 

 

Fındık ve badem örneklerinde belirlenen alerjen peptilerin gerçek gıda örneklerinde 

saptanabilirliğini araştırmak amacıyla, üretiminde fındık ve bademin yaygın olarak 

kullanıldığı kek ve dondurma tercih edilmiştir. Ayrıca, gıda örneklerinin seçilmesinde 

örneklerin farklı işlem ve termal proseslere sahip olmasına dikkat edilmiştir.    

 

Kek üretimi için şeker, yumurta, yağ, süt, kabartma tozu, vanilya ve un kullanılmıştır. İlk 

olarak şeker ve yumurta çırpılmıştır. Daha sonra bu karışıma yağ ve süt eklenip 

karıştırmıştır. Son olarak un, kabartma tozu, vanilya ve farklı oranlarda (10 ppm, 100 

ppm, 1000 ppm, 10000 ppm) fındık ve badem ilave edilerek homojen bir karışım elde 

edilmiştir. Elde edilen karışım muffin kalıplarına doldurularak 180℃’de 30 dakika 

pişirilmiştir. Pişirilen örnekler öğütülerek analiz için -20 ºC’de saklanmıştır. 

 

Dondurma üretiminde; süt, şeker ve salep karışımı kullanılmıştır. Süt ve şeker karıştırılıp 

kısık ateşte yaklaşık yarım saat kadar kaynatılmıştır. Daha sonra bu karışıma sahlep ilave 

edilerek 10 dakika daha kaynatılmaya devam edilmiştir. Hazırlanan dondurma miksi 

4ºC’ye kadar soğutulup sıcaklığı -18ºC’ye ayarlanan dondurucuya boşaltılmıştır. 

Dondurucu yaklaşık 5 dakika kadar çalıştırılmış ve elde edilen dondurmalar analiz için -

20ºC’de saklanmıştır. Dondurmalara farklı oranlarda (10 ppm, 100 ppm, 1000 ppm, 

10000 ppm) fındık ve badem ilave edilerek minimum tespit sınırının belirlenmesi için 

analizler gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.7. Metod validasyonu 

 

Kalitatif analiz için validasyon çalışması 

 

Çalışmada fındık ve bademde alerjen proteinlere ait marker peptidlerin kalitatif ve 

kantitatif olarak belirlenmesi için iki ayrı validasyon çalışması yapılmıştır. Gıda 

örneklerinde badem ve fındık alerjenlerinin varlığının kalitatif tespiti için Çizelge 3.4’te 

belirtilen validasyon parametreleri ile çalışılmıştır.  
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Çizelge 3.4. Kalitatif validasyon parametreleri 

 

1 Hassasiyet (SE)  Pozitif olarak elde edilmesi beklenen sonuçlardan 

pozitif olanların, toplam pozitif olarak elde 

edilmesi beklenen sonuçlara oranıdır.  

SE = N11/N1_  

Rölatif SE (%) = 100 x N11/N1_ 

2 Doğruluk (RA) İki farklı metot ile elde edilen sonuçların, 

çalışmaların veya beklenen sonuçlar ile elde 

edilen sonuçların uyum derecesidir.  

RA = (N11 + N22)/N  

Rölatif RA (%) = 100 x (N11 + N22)/N  

3 Yanlış Negatif Oranı (FN)  Pozitif olarak beklenirken negatif olarak elde 

edilen sonuçların, pozitif olarak elde edilmesi 

beklenen sonuçlara oranıdır. 

FN = N12/N1_ = 1 – SE  

4 Özgüllük (SP)  Negatif olarak elde edilmesi beklenen 

sonuçlardan negatif olarak elde edilenlerin, 

toplam negatif olarak beklenenlere oranıdır. 

 SP = N22/N2_  

Rölatif SP = 100 x N22/N2_ 

5 Yanlış Pozitif Oranı (FP) Negatif olarak elde edilmesi beklenen 

sonuçlardan pozitif olarak elde edilenlerin, toplam 

negatif olarak elde edilmesi beklenen sonuçlara 

oranıdır. 

FP = N21/N2_ = 1 – SP  

6 Gözlenen ve Beklenen 

Sonuçların Uyumu 

Beklenen sonuçlar ile gözlenen sonuçların 

istatistiksel olarak %90 güven aralığında ne 

oranda uyumlu olduğunu belirlemek için Cohen’s 

Kappa Coefficient Test kullanılır.  

7 Minimum Tespit Sınırı (LOD) Metodun hedef analiti doğru ve güvenilir olarak 

saptayabildiği en küçük seviyedir. 

  

Gözlenen ve beklenen sonuçların uyumunu belirlemek için Cohen’s Kappa Coefficient 

Test yapılırken Kappa değeri %90 güven aralığında aşağıdaki formüle göre 

hesaplanmıştır.  

(3.1) 

 

N11: Gerçekte pozitif olup, analiz sonucunda da pozitif saptanan örnek sayısı  

N22: Gerçekte negatif olup, analiz sonucunda da negatif saptanan örnek sayısı  
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N1_: Gerçekte pozitif olan toplam örnek sayısı  

N2_: Gerçekte negatif olan toplam örnek sayısı  

N_1: Analiz sonucunda pozitif saptanan toplam örnek sayısı  

N_2: Analiz sonucunda negatif saptanan toplam örnek sayısı  

N: Çalışmada kullanılan toplam örnek sayısı 

N12: Çalışma1 ile negatif, çalışma 2 ile pozitif bulunan numune sayısı 

N21: Çalışma 1 ile pozitif, çalışma 2 ile negatif bulunan numune sayısı 

 

Alerjenlerin kalitatif olarak belirlenmesine yönelik validasyon çalışmaları Çizelge 3.5’te 

verilen plana göre yapılmıştır. 

 

Çizelge 3.5. Elde edilen sonuçlarla beklenen sonuçların karşılaştırılması  

 
 Çalışma1/ Elde Edilen Sonuç  

 
Toplam 

Pozitif  

(Tespit Edildi)  
 

Negatif  

(Tespit Edilemedi) 
 

Çalışma2/ 

Elde 

Edilen 

Sonuç  

 

Pozitif  

(Tespit Edildi)  
 

N11 N12 N1_ 

Negatif  

(Tespit 

Edilemedi) 
 

N21 N22 N2_ 

Toplam 

 

 

N_1 N_2 NT=N1_+N2_ 

 

 

Kantitatif analiz için validasyon çalışması 

 

Farklı badem ve fındık çeşitlerinde marker olarak belirlenen peptid dizilimlerinin 

miktarsal olarak analizlerinin yapılabilmesi amacıyla kantitatif analizler için validasyon 

çalışması yapılmıştır. Kantitatif analiz validasyon parametreleri Çizelge 3.6’da 

verilmiştir. Kantitatif validasyon çalışmalarında Cor a 9.1, Cor a 9.2, Pru du 6.02.0 ve 

Pru du 6.02 peptidlerine ait sentetik peptid standartları kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.6. Kalitatif validasyon parametreleri 

 

1 Tespit Limiti (LOD) 

2 Ölçüm Limiti (LOQ) 

3 Doğrusallık  

4 Tekrarlanabilirlilik 

5 Tekrar Üretilebilirlik 

6 Geri Kazanım 

7 Doğruluk 

 

 

3.2.8. İstatistiksel analizler  

 

Araştırma tesadüf parselleri deneme desenine göre kurulmuş ve verilerin istatistiki 

analizleri SPSS. 21.0 istatistik paket programı kullanılarak yapılmıştır. Analiz öncesi 

verilerin normal dağılıp dağılmadığı Kalmogrov-Simirnov ve Shapiro Wilk testleri, 

varyansların homojenliği varsayımı Levene testi ile test edilmiştir. Önemli bulunan 

varyasyon kaynaklarına ait ortalamalar LSD ve Duncan Çoklu Karşılaştırma testine tabi 

tutularak karşılaştırılmıştır (Çimen 2015).  
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

4.1. Protein Ekstraksiyonu 

 

Fındık ve badem örneklerinde ortalama protein değeri 13,62±0,38 g/100g ve 20,57±0,95 

g/100g olarak belirlenmiş ve ekstraksiyon verimliliği hesaplamalarında bu değerler 

kullanılmıştır. TRIS/HCl, amonyum karbonat, dibazik sodyum fosfat ve 0,01 M HCl 

tamponları kullanılarak ekstraksiyonlar gerçekleştirilmiştir. Ekstraksiyon sonrası protein 

tayinleri Bradford yöntemine göre yapılmış ve yüzde ekstraksiyon verimlerine ait 

sonuçlar Çizelge 4.1’de verilerek, Şekil.4.1’de grafiksel olarak gösterimiştir.  

 

Çizelge 4.1. Farklı ekstraksiyon çözücüleri kullanılarak elde edilen ekstraksiyon 

verimleri (%) 

 

 50 mM 

Amonyum 

karbonat 

0,01 M                

HCl 

50 mM        

Dibazik sodyum 

fosfat 

50 mM  

TRIS/HCl   

(pH 7,5) 

Fındık  59,63±1,54b 14,85±0,95d 49,76±1,57c 73,67±1,67a 

Badem 61,85±1,57b 13,23±1,35d 47,80±1,39c 72,38±0,84a 

Her ekstraksiyon 3 tekrarlı yapılmış ve veriler ortalama±standart sapma şeklinde verilmiştir. Satırlardaki 

farklı harfler, ortalamalar arasında istatistiksel olarak önemli farklılıkları ifade etmektedir  (p≤0.05) 

 

 

 
 

Şekil 4.1. Farklı ekstraksiyon çözeltilerinin verimi (%) 
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Çalışmada badem ve fındık örnekleri için farklı ekstraksiyon çözeltileriyle elde edilen 

verimler arasında istatistiksel olarak önemli fark olduğu tespit edilmiştir (p≤0.05). 

Fındıkta en yüksek ekstraksiyon verimi 50 mM TRIS/HCl  (pH 7,5) tamponu kullanılarak 

gerçekleştirilen ekstraksiyon denemelerinde %73,67 olarak tespit edilmiş, en düşük verim 

ise %14,85 ile 0,01 M HCl tamponu kullanılarak bulunmuştur. Badem örneklerinde de 

fındığa benzer şekilde en yüksek ekstraksiyon verimi 50 mM TRIS/HCl  (pH 7,5) 

tamponu ile %72,38 olarak bulunmuş, en düşük verim ise 0,01 M HCl tamponu ile 

%13,23 olarak tespit edilmiştir. 

 

Badem ve fındık örneklerindeki protein ekstraksiyonunda en yüksek verim TRIS/HCl ve 

amonyum karbonat çözeltileri ile elde edildiğinden 50-250 mM aralığında TRIS-HCl ve 

amonyum karbonat çözeltileri kullanılarak numuneler hazırlanmış ve LC-QTOF/MS ile 

analiz edilmiştir. Elde edilen spektrumlarda fındık ve badem için seçilmiş olan peptid 

dizilimlerinin alanları belirlenmiş ve en yüksek pik alanlarının hem fındık hem de badem 

örneklerinde 200 mM TRIS/HCl (pH 7,5) çözeltisi kullanılarak elde edildiği saptanmıştır 

(Şekil 4.2. ve Şekil 4.3).  

 

 
 

Şekil 4.2. Cor a 9.1 ve Cor a 9.2 peptidlerine ait pik alanları 
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Şekil 4.3. Pru du 6.02 ve Pru du 6.02.01 peptidlerine ait pik alanları 

 

 

Literatürde, gıdalardaki proteinlerin ekstraksiyon verimliliği ile ilgili olarak çeşitli 

ekstraksiyon çözeltileri kullanılarak gerçekleştirilmiş çalışmalar bulunmaktadır. Sze-Tao 

ve Sathe (2000) yaptıkları çalışmada amonyum bikarbonat, etanol, TRIS/HCl, NaOH ve 

NaCl çözeltileri kullanarak elde ettikleri ekstraktlarda en yüksek protein miktarını 0,1 M 

NaOH çözeltisi kullanarak tespit etmişlerdir. Ayrıca pH 4 olduğunda çözünürlüğün en 

düşük olduğunu, pH<3 ve pH>6 iken ise çözünürlüğün arttığını belirtmişlerdir. 

 

Poms ve ark. (2004) yer fıstığındaki alerjenlerin tespitinde protein ekstraksiyonu 

aşamasında farklı ekstraksiyon çözeltilerinin verimliliğini karşılaştırmışlardır. Bu amaçla 

on yedi farklı ekstraksiyon çözeltisi kullanarak protein ekstraksiyonu gerçekleştirmişler 

ve Bikinkoninik (BCA) asit yöntemi kullanarak ekstraktlardaki protein miktarını 

belirlemişlerdir. Araştırma sonuçlarında ekstraksiyon çözeltilerindeki tuz 

konsantrasyonunun verime önemli bir etkisi bulunmazken, pH değerinin verime etkisinin 

önemli olduğunu bildirmişlerdir. Özellikle TRIS/HCl-tuz tamponu (TBS), sodyum borat 

ya da sodyum karbonat tamponları gibi pH 8-12 aralığında çalışan tampon çözeltileri ile 

yüksek verim elde ettiklerini ifade etmişlerdir.  
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Dooper ve ark. (2008) fındık örneklerinde iki farklı ekstraksiyon prosedürünün 

ekstraktlardaki protein profiline etkisini SDS-PAGE yöntemi ile incelemişlerdir. 0,05 M 

TRIS (pH 7,5) tamponu ile oda sıcaklığında 5 dakika kuvvetli karıştırma sonrası elde 

edilen protein bantlarının 0,01 M TRIS - 0,5 M glisin tamponu ile 45℃’de 16 saat hafif 

karıştırma sonucu elde edilen bantlara göre daha az ve düşük yoğunluğa sahip olduğunu 

ve protein ekstraksiyonu için oda sıcaklığında ve kısa süreli ekstraksiyon prosedürünün 

yeterli olduğunu ifade etmişlerdir.  

 

Sealey-Voyksner ve ark. (2016) sert kabuklu meyvelerde alerjenlerin LC-QTOF/MS ile 

analizi öncesi proteinlerin ekstraksiyonu amacıyla 50 mM TRIS/HCl, 50 mM sodyum 

fosfat ve 0,01 M HCl tamponlarını kullanmışlardır. LC-QTOF/MS ile elde ettikleri 

toplam iyon kromatogramlarının yoğunluklarının birbirine oranını 1:0.87:0,12 olarak 

bulmuşlardır ve 50 mM TRIS/HCl tamponunu çalışma sonuçlarımıza benzer şekilde 

ekstraksiyon çözeltisi olarak seçmişlerdir. Yer fıstığı, badem, fındık ve ceviz 

örneklerinden 50 mM TRIS/HCl tamponu ile elde ettikleri ekstraktlarda elde edilen 

verimlerini sırasıyla %83, %80, %92 ve %85 olarak tespit etmişlerdir. 

 

Calinoiu ve ark. (2013) fındık proteinlerinin farklı çözeltilerle ekstraksiyonuna yönelik 

yaptıkları araştırmada, tez çalışmasında elde edilen sonuçlara paralel olarak TRIS/HCl 

(pH 7,5) çözeltisini kullanarak en yüksek ekstraksiyon verimini elde etmişlerdir.  

 

De Angelis ve ark. (2018a) yer fıstığı ve fındıkta protein ekstraksiyonu için fosfat 

tamponlu tuz çözeltisi, Tris/HCl, Üre/TBS (50 mM Tris/Cl, 150 mM NaCl) ve amonyum 

bikarbonat çözeltileri ile ekstraksiyon denemeleri gerçekleştirmişlerdir. Çalışmada en 

yüksek ekstraksiyon verimini Üre/TBS tamponu ile kavrulmamış yer fıstığı 

örneklerindeki %53, fındıkta ise %52 olarak bulmuşlardır. 
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4.2. Bekleme Süresinin Optimizasyonu 

 

Çalışmada proteinlerin peptidlere parçalanması amacıyla tripsin enzimi ilavesi yapılıp 

37℃’de etüvde bekletme işlemi gerçekleştirilmiştir. Etüvde en uygun bekleme süresinin 

belirlenebilmesi amacıyla literatür araştırması sonucu fındık ve badem için iki ayrı peptid 

belirlenmiş ve etüvde farklı sürelerde bekletme sonrası bu peptidlerin pik alanları 

karşılaştırılmıştır (Çizelge 4.2).  

 

Çizelge 4.2. Farklı bekleme sürelerinden sonra elde edilen pik alanları 

 

 Etüvde Bekleme Süresi (Saat) 

Marker iyonlar 2 4 8 12 18 24 

 

VQVVNENGDPILNDEVR 

(Pru du 6.02) 

450808 474350 526254 835477 2069797 1942698 

 

INTVNSNTLPVLR 

(Cor a 9.1) 

149716 639868 727825 904045 1713201 1616165 

 

Peptidlerin pik alanlarına ait veriler incelendiğinde enzimatik parçalanmanın en iyi 

gerçekleştiği süre 18 saat olarak belirlenmiştir (Şekil 4.4). 18 saatten sonra peptidlerin 

pik alanlarında azalma meydana gelmiştir.  
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Şekil 4.4. Pru du 6.02 ve Cor a 9.1 peptidlerinin farklı sürelerdeki pik alanları 

 

Proteazlar sınıfından sindirim sistemi enzimi tripsin; polipeptid bağlarını lizin ve arjinin 

amino asitlerinden kesmektedir. Bu sebeple tripsin ile muamele edilmiş olan 

polipeptidten oluşan parçalar kromatografik yöntemlerle tayin edilebilmektedir.  

 

Bisküvideki, yumurta, süt ve yer fıstığı alerjenlerinin LC-MS/MS ile analizinin yapıldığı 

bir çalışmada protein/tripsin oranı ve 2-16 saat aralığında farklı parçalanma süreleri 

incelenmiştir. Tüm alerjen peptidler için optimum parçalanma süresi dört saat olarak 

belirlenmiştir (Boo ve ark. 2008).  

 

Korte ve Brockmeyer (2016) ekmek ve çikolata gibi farklı gıda matrikslerinde alerjenleri 

proteomiks tekniği kullanarak belirlemişlerdir. Protein ekstraksiyonu sonrası enzimatik 

parçalanmanın tamamlanabilmesi amacıyla ekstraktları çalışmamızda kullandığımız 

süreye benzer şekilde 37℃’de 14 saat inkübe etmişlerdir.  

 

Nitride ve ark (2019) yumurta ve süt alerjenlerinin kütle spektrometresi ile miktarsal 

olarak belirlenmesinde ekstraksiyon ve enzimatik parçalanma işlemlerinin etkisini 

araştırdıkları çalışmada; lizozim ve ovalbuminin enzimatik parçalanması işleminde 16 

saatten sonra peptid yoğunluğunun arttığını, kazeinin enzimatik parçalanması işleminde 

ise ilk dört saatte peptid yoğunluğu maksimuma ulaştığını ortaya koymuşlardır. 
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İşlenmiş gıda ürünlerinde susam alerjenlerinin LC-MS/MS ile tespiti için yapılan 

çalışmada örneklere 0,5-16 saat arası tripsinle parçalanma işlemi uygulanmış ve marker 

olarak belirlenmiş olan peptidlerin alanları karşılaştırılmıştır. Yapılan değerlendirmede 4 

saatlik parçalanma süresi ile 8 ve 12 saatlik parçalanma süresi sonrası peptidlerin alanları 

benzer bulunduğundan numune hazırlama işlemleri için dört saat optimum olarak 

belirlenmiştir (Ma ve ark. 2020).  

 

Proteinin yapısına bağlı olmakla birlikte genellikle 4-20 saat arası bir süre proteinlerin 

enzimatik parçalanması için yeterli olmaktadır ancak en iyi parçalanma süresinin 

belirlenmesine yönelik çalışmalarda stabilitesini koruyan peptidlerin seçimi de önemlidir.  

 

4.3. Örneklerdeki Alerjen Peptid Dizilimlerinin Belirlenmesi 

 

Fındık ve badem örneklerinde alerjen peptid dizilimlerinin belirlenebilmesi amacıyla 

ekstraksiyon ve enzimatik parçalanma sonrası elde edilen numunelerin LC-QTOF/MS 

(Agilent 6550, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) cihazı kullanılarak MS ve MSMS 

spektrumları elde edilmiştir. Örnek olarak fındığa ait toplam iyon kromatogramı ve 

MSMS spektrumu sırasıyla Şekil 4.5 ve Şekil 4.6’da verilmiştir.  

 

 
 

Şekil 4.5. Fındık numunesine ait toplam iyon kromatogramı 
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Şekil 4.6. Fındık numunesinden elde edilmiş peptidlerin LC-QTOF/MS ile elde edilen 

kütle spektrumu 

 

LC-QTOF/MS cihazından elde edilen MS/MS verileri mgf. dosya formatına 

dönüştürüldükten sonra Mascot yazılımına yüklenmiş ve SwissProt/NCBIprot 

kütüphaneleri seçilerek proteinlerin tanımlanması yapılmıştır. Mascot yazılımından elde 

edilen sonuçların örnek gösterimi Şekil 4.7’de verilmiştir.  

 

 

Şekil 4.7. Fındık numunesinin Mascot yazılımındaki araştırma sonucu 
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Mascot yazılımındaki araştırma sonuçlarına göre fındıktaki Cor a 9 alerjenine ait 

INTVNSNTLPVLR peptid diziliminde tripsin enzimi ile parçalanma işlemi sırasında 

yükün amino terminali tarafında kalması ile oluşan b türü iyonlar ile karboksi terminali 

tarafında kalması ile oluşan y türü iyonlar Şekil 4.8’de verilmiştir.  

 

 
 

Şekil 4.8. INTVNSNTLPVLR alerjenine ait peptid dizilimi 
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Fındık örneklerinde Mascot yazılımı kullanılarak alerjen peptid dizilimleri belirlendikten 

sonra peptid dizilimleri https://www.uniprot.org/peptidesearch/ adresinde BLAST 

programı kullanılarak doğrulanmıştır (Şekil 4.9). 

 

 

Şekil 4.9. Fındık numunesinde belirlenen alerjen peptid dizilimlerinin UNIPROT 

veritabanında doğrulanması 

 

Fındık ve bademdeki alerjen peptid dizilimlerinin belirlenmesi amacıyla tüme varımsal 

proteomiks tekniği kullanılarak yukarıda açıklanan tüm aşamalar her bir örnek için 

tekrarlanmıştır. Çizelge 4.3’te kavrulmamış fındık ve badem örneklerinde belirlenen 

peptid dizilimlerinin kütle/yük (m/z) oranları, alıkonma zamanları ve UniProt 

veritabanındaki tanımlamaları verilmiştir.  

 

 

https://www.uniprot.org/peptidesearch/
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Çizelge 4.3. Kavrulmamış fındık ve badem örneklerinde ekstraksiyon sonrası marker 

olarak belirlenen peptid dizilimlerine ait veriler 

 
Örnek Peptid Dizilimi Kütle/yük 

(m/z) 

Alıkonma 

zamanı 

UniProt 

veritabanı 

sonuçları 

Fındık INTVNSNTLPVLR 720,9121 11,283 Cor a 9 

ALPDDVLANAFQISR 815,4344 9,567 Cor a 9 

TNDNAQISPLAGR 678,8461 6,946 Cor a 9 

VQVVDDNGNTVFDDELR 967,9582 12,227 Cor a 9 

AFSWEVLEAALK 682,7123 13,716 Cor a 11.0101 

VQVLENFTK 539,3021 4,231 Cor a 11.0101 

Badem ALPDEVLQNAFR 686,8626 13,524 Prunin 2 

TDENGFTNTLAGR 698,3254 9,688 Prunin 2 

TEENAFINTLAGR 718,3596 6,569 Prunin 1 

VQVVNENGDPILNDEVR 955,4829 10,579 Prunin 2 

QEGGQGQQQFQGEDQLDR 1024,4575 8,517 Pru du 6 

ISTLNSHNLPILR 493,2874 4,752 Prunin 1 

 

Kavrulmamış fındık örneklerinde belirlenen peptid dizilimlerinin ait olduğu Cor a 9 

alerjenine ait amino asit dizisi Şekil 4.10’da, Cor a 11.0101 alerjenine ait amino asit dizisi 

ise Şekil 4.11’de gösterilmiş olup, marker olarak belirlenen dizilimler kırmızı ile 

işaretlenmiştir. 
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Şekil 4.10. Cor a 9 alerjenine ait amino asit dizisi 

 

 
 

Şekil 4.11. Cor a 11.0101 alerjenine ait amino asit dizisi 

 

Kavrulmamış badem örneklerinde veri tabanında tanımlanmış olan peptid dizilimlerinin 

ait olduğu Prunin 2, Prunin 1 ve Prunin 6 alerjenine ait amino asit dizileri sırasıyla Şekil 

4.12, Şekil 4.13 ve Şekil 4.14’te verilmiş olup, marker olarak belirlenen peptid dizilimleri 

kırmızı ile gösterilmiştir. 

 10         20         30         40         50 

MAKLILVSFS LCLLVLFNGC LGIDVGLRRQ QQRHFGECNL DRLNALEPTN  

        60         70         80         90        100 

RIEAEAGQIE SWDHNDQQFQ CAGVAVIRRT IEPNGLLLPQ YSNAPELIYI  

       110        120        130        140        150 

ERGRGITGVL FPGCPETFED PQQQSQQGQG QGQSQRSEQD RHQKIRYFQE  

       160        170        180        190        200 

GDIIALPAGV AHWCYNDGDS PVVAVSLLHT NNYANQLDEN PRHFYLAGNP  

       210        220        230        240        250 

DDEHQRQGQQ QFGQRRRQQQ HSRGKEGEQE QQGEGNNVFS GFDAEFLADA  

       260        270        280        290        300 

FNVDVDTARR LQSNQDKRRN IVKVEGRLQM VRPERSRQEW ERQERQERES  

       310        320        330        340        350 

EQERERQRRQ GGRGRDVNGF EETICSLRLM ENIGSRSRAD IYTEQVGRIN  

       360        370        380        390        400 

TVNSNTLPVL RWLQLSAERG DLQREGLYVP HWNLNAHSVV YAIRGRARVQ  

       410        420        430        440        450 

VVDDNGNTVF DDELRQGQVL TIPQNFAVAK RAESEGFEWV AFKTNDNAQI  

       460        470        480        490        500 

SPLAGRTSAI RALPDDVLAN AFQISREEAR RLKYNRQETT LARSSRSSSE  

       510  

RMRRRSESEG RAEA     

 10         20         30         40         50 

MLPKEDPELK KCKHKCRDER QFDEQQRRDG KQICEEKARE RQQEEGNSSE  

        60         70         80         90        100 

ESYGKEQEEN PYVFQDEHFE SRVKTEEGRV QVLENFTKRS RLLSGIENFR  

       110        120        130        140        150 

LAILEANPHT FISPAHFDAE LVLFVAKGRA TITMVREEKR ESFNVEHGDI  

       160        170        180        190        200 

IRIPAGTPVY MINRDENEKL FIVKILQPVS APGHFEAFYG AGGEDPESFY  

       210        220        230        240        250 

RAFSWEVLEA ALKVRREQLE KVFGEQSKGS IVKASREKIR ALSQHEEGPP  

       260        270        280        290        300 

RIWPFGGESS GPINLLHKHP SQSNQFGRLY EAHPDDHKQL QDLDLMVSFA  

       310        320        330        340        350 

NITKGSMAGP YYNSRATKIS VVVEGEGFFE MACPHLSSSS GSYQKISARL  

       360        370        380        390        400 

RRGVVFVAPA GHPVAVIASQ NNNLQVLCFE VNAHGNSRFP LAGKGNIVNE  

       410        420        430        440  

FERDAKELAF NLPSREVERI FKNQDQAFFF PGPNKQQEEG GRGGRAFE 
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Şekil 4.12. Prunin 2 alerjenine ait amino asit dizisi 

 

 
 

Şekil 4.13. Prunin 1 alerjenine ait amino asit dizisi 

 

 

 10         20         30         40         50 

CLLLLFNGCL ASRQHIFGQN KEWQLNQLEA REPDNHIQSE AGVTESWNPS  

        60         70         80         90        100 

DPQFQLAGVA VVRRTIEPNG LHLPSYVNAP QLIYIVRGRG VLGAVFPGCA  

       110        120        130        140        150 

ETFEDSQPQQ FQQQQQQQQF RPSRQEGGQG QQQFQGEDQQ DRHQKIRHIR  

       160        170        180        190        200 

EGDIIALPAG VAYWSYNNGE QPLVAVSLLD LNNDQNQLDQ VPRRFYLAGN  

       210        220        230        240        250 

PQDEFNPQQQ GRQQQQQQQG QQGNGNNIFS GFDTQLLAQA LNVNPETARN  

       260        270        280        290        300 

LQGQDDNRNE IVRVQGQLDF VSPFSRSAGG RGDQERQQEE QQSQREREEK  

       310        320        330        340        350 

QREQEQQGGG GQDNGVEETF CSARLSQNIG DPSRADFYNP QGGRISVVNR  

       360        370        380        390        400 

NHLPILRYLR LSAEKGVLYN NAIYTPHWHT NANALVYAIR GNARVQVVNE  

       410        420        430        440        450 

NGDPILDDEV REGQLFLIPQ NHAVITQASN EGFEYISFRT DENGFTNTLA  

       460        470        480        490        500 

GRTSVLRALP DEVLQNAFRI SRQEARNLKY NRQESRLLSA TSPPRGRLMS  

 

ILGY   

 10         20         30         40         50 

MAKAFVFSLC LLLVFNGCLA ARQSQLSPQN QCQLNQLQAR EPDNRIQAEA  

        60         70         80         90        100 

GQIETWNFNQ EDFQCAGVAA SRITIQRNGL HLPSYSNAPQ LIYIVQGRGV  

       110        120        130        140        150 

LGAVFSGCPE TFEESQQSSQ QGRQQEQEQE RQQQQQGEQG RQQGQQEQQQ  

       160        170        180        190        200 

ERQGRQQGRQ QQEEGRQQEQ QQGQQGRPQQ QQQFRQFDRH QKTRRIREGD  

       210        220        230        240        250 

VVAIPAGVAY WSYNDGDQEL VAVNLFHVSS DHNQLDQNPR KFYLAGNPEN  

       260        270        280        290        300 

EFNQQGQSQP RQQGEQGRPG QHQQPFGRPR QQEQQGSGNN VFSGFNTQLL  

       310        320        330        340        350 

AQALNVNEET ARNLQGQNDN RNQIIRVRGN LDFVQPPRGR QEREHEERQQ  

       360        370        380        390        400 

EQLQQERQQQ GGQLMANGLE ETFCSLRLKE NIGNPERADI FSPRAGRIST  

       410        420        430        440        450 

LNSHNLPILR FLRLSAERGF FYRNGIYSPH WNVNAHSVVY VIRGNARVQV  

       460        470        480        490        500 

VNENGDAILD QEVQQGQLFI VPQNHGVIQQ AGNQGFEYFA FKTEENAFIN  

       510        520        530        540        550 

TLAGRTSFLR ALPDEVLANA YQISREQARQ LKYNRQETIA LSSSQQRRAV  
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Şekil 4.14. Pru du 6 alerjenine amino asit dizisi 

 

Careri ve ark. (2007) gıdalardaki yer fıstığı alerjenlerinin belirlenebilmesi amacıyla 

50℃’de 20 saat inkübasyon sonrası örnekleri LC-QTOF/MS ile analiz etmişlerdir. 

Yaptıkları çalışmada CCNELNEFENNQR ve SPDIYNPQAGSLK peptid dizilimlerini 

yer fıstığı alerjenleri olan Ara h 2 ve Ara h ¾ alerjenlerinin tespit edilmesinde marker 

olarak belirlemişlerdir. 

 

Ansari ve ark. (2012) fındık örneklerinde ekstraksiyon ve tripsin ile enzimatik parçalanma 

sonrası LC–MS/MS ile marker peptid dizilimleri belirlemişlerdir. 

ALPDDVLANAFQISR ve INTVNSNTLPVLR dizilimleri her iki çalışmada da ortak 

bulunan Cor a 9 alerjenine ait peptidlerdir. Çalışmamızda fındıktaki Cor a 11.0101 

alerjenine ait VQVLENFTK dizilimi marker olarak belirlenmiş olup, Ansari ve ark. 

(2012) ise Cor a 11 alerjenine ait AFSWEVLEAALK ve LLSGIENFR peptid 

dizilimlerini marker olarak belirlemişlerdir. Fındık örneklerinde belirlenmiş olan marker 

dizilimlerdeki farklılığın çalışmalarda kullanılan fındık örnekleri, ekstraksiyon çözeltileri 

ve cihazlardaki farklılıktan kaynaklanabileceği düşünülmektedir.  

 

Korte ve ark. (2016) tümevarımsal proteomiks tekniği kullanarak badem, kaju, yer fıstığı, 

fındık ve ceviz alerjenlerinin çikolata, dondurma ve ekmek matrikslerinde belirlenmesi 

için yaptıkları araştırmanın ilk aşamasında badem için sekiz, fındık için ise altı adet peptid 

dizilimini validasyon çalışmaları öncesi belirlemişlerdir. Çalışmada elde edilen sonuçlara 

paralel olarak fındıkta INTVNSNTLPVLR ve VQVVDDNGNTVFDDELR peptid 

dizilimleri, bademde ise ALPDEVLQNAFR ve TDENGFTNTLAGR peptid dizilimleri 

araştırmanın ilk aşamasında ortak olarak belirlenen peptid dizilimleridir.  

 

 10         20         30         40         50 

DNHIQSEAGV TESWNPSDPQ FQLAGVAVVR RTIEPNGLHL PSYVNAPQFI  

        60         70         80         90        100 

YIVRGRGVLG AVFPGCAETF EDSQPQQFQQ QQQQQQQFRP SRQEGGQGQQ  

       110        120        130        140        150 

QFQGEDQLDR HQKIRHIREG DIIALPAGVA YWSYNNGEQP LVAVSLLDLS  

       160        170  

NDQNQLDQVP RRFYLAGNPQ DEFNPQQQ  
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Planque ve ark. (2016) gıda örneklerindeki yer fıstığı alerjenlerini tespit edebilmek için 

200 mM TRIS-HCl, pH 9.2, 2 M üre ekstraksiyon çözeltisi kullanarak elde ettikleri 

protein ekstraktlarını 37℃’de 16 saat inkübe ettikten sonra LC-MSMS ile analiz etmişler 

ve peptid dizilimlerinin Uniprot veri tabanında tanımlamasını yapmışlardır. Çalışmada 

yer fıstığı alerjenlerinin tespit edilmesinde kullanılmak üzere NTLEAAFNAEFNEIR, 

RPFYSNAPQEIFIQQGR, FNLAGNHEQEFLR ve FNLAGNHEQEFLR dizilimlerini 

marker olarak belirlemişlerdir.  

 

Pilolli ve ark. (2021) çikolata ve et suyu tozu matrikslerine süt, yumurta, yer fıstığı, soya, 

fındık ve badem alerjenlerini ekleyerek model gıdalar oluşturmuşlar ve LC-MSMS ile 

analiz ederek herbir alerjen için marker peptid dizilimlerini belirlemeyi hedeflemişlerdir. 

Gıda örneklerinde alerjenlerin belirlenmesi için marker peptid dizilimlerinin seçiminde 

stabiliteyi artırmak ve tekrarlanabilir sinyaller elde edilmesini kolaylaştırmak için 

peptidin 7-20 arasında amino asit içermesi koşulunu göz önünde bulundurmuşlardır. 

Ayrıca modifikasyona uğrayan peptid dizilimlerini de elimine etmişlerdir. Fındık 

alerjenlerinin tespiti için marker olarak belirledikleri INTVNSNTLPVLR, 

ALPDDVLANAFQISR, TNDNAQISPLAGR peptid dizilimleri ve badem alerjenlerinin 

tespiti için marker olarak belirledikleri ALPDEVLQNAFR, ISTLNSHNLPILR, 

TEENAFINTLAGR peptid dizilimleri, çalışmamızda belirlediğimiz peptid dizilimleri ile 

uyumludur.  

 

4.4. Isıl İşlem Sonrası Alerjen Peptid Dizilimlerinin Stabilitesinin Araştırılması 

 

Kavrulmamış badem ve fındık örneklerindeki alerjen peptid dizilimleri belirlendikten 

sonra, örneklere farklı sıcaklık ve sürelerde kavurma işlemi uygulanarak kavrulmamış 

örneklerde belirlenmiş olan peptid dizilimlerinin ısıl işlem sonrası stabilitesi 

araştırılmıştır. Öncelikle farklı süre ve sıcaklıklardaki kavurma işlemi uygulanmış örnek 

ekstraktlarının protein miktarları belirlenmiş ve numunelerin LC-QTOF/MS cihazında 

analizleri sonrası MS/MS spektrumları elde edilmiştir. MS/MS verileri Mascot yazılımına 

yüklenerek ısıl işlem uygulanmış örneklerde bulunan alerjen peptid dizilimlerinin 

tanımlaması yapılmıştır. Isıl işlem sonrası stabilitesini devam ettiren peptid dizilimleri 

gıdalarda badem ve fındık alerjenlerinin tespit edilmesinde marker olarak seçilmiştir.  
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4.4.1. Isıl işlem sonrası protein miktarlarının belirlenmesi 

 

Kavrulmamış ve kavrulmuş fındık ve badem örneklerindeki peptidlerin intensitelerindeki 

farklılıklara protein çözünürlüğünün etkisinin araştırılabilmesi amacıyla ilk olarak 

kavrulmuş olan örneklerin Bradford yöntemiyle protein analizleri gerçekleştirilmiştir. 

Farklı sıcaklık ve sürelerde kavurma işlemi uygulanmış olan farklı fındık ve badem 

çeşitlerine ait ekstraktlardaki protein değerlerine ait varyans analizi sonuçları Çizelge 

4.4’te verilmiştir. 

 

 

Çizelge 4.4. Fındık ve badem ekstraktlarının protein miktarına ait varyans analizi  

 

  Badem Fındık 

Varyasyon Kaynağı SD KO F değeri KO F değeri 

Çeşit 4 ,623 264,267** 1,781 571,657** 

Sıcaklık 3 ,644 273,168** ,821  263,575** 

Süre 2 1,543 654,153** 1,322 424,244** 

Sıcaklık * Süre 6 ,134  56,862** ,123      39,355** 

Çeşit *Sıcaklık * Süre 24 ,006     2,376**  ,019     6,178** 

Hata 40 ,002    ,003  

** : p<0,01   

 

Varyans tablosu incelendiğinde badem ve fındık örneklerinde çeşit, kavurma sıcaklığı ve 

sürenin protein miktarına etkisi istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0,01). Ayrıca 

sıcaklık*süre ve sıcaklık*süre*çeşit interaksiyonları da p<0,01 seviyesinde önemli 

bulunmuştur. Çizelge 4.5’de badem çeşitlerinin protein değerleri ve Çizelge 4.6’da 

Duncan çoklu karşılaştırma testi sonuçları verilmiştir. Veriler değerlendirildiğinde 

Ferraduel çeşidine ait kontrol örneğinde en yüksek protein değeri tespit edilmiş, sıcaklık 

ve süreye bağlı olarak istatistiksel olarak önemli farklılık gözlenmiştir.  
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Çizelge 4.5. Badem çeşitlerinin protein miktarları (mg protein/ 30 mg örnek) 

 

Kavurma 

Sıcaklığı 

(ºC) 
Süre (dk) Ferragnes Ferraduel Nonpareil Teksas Laurenne 

Kontrol 
5,20±0,27 5,23±0,33 4,80±0,28 4,90±0,20 4,78±0,31 

130 

  

15 4,88±0,25 4,96±0,31 4,56±0,24 4,66±0,18 4,54±0,27 

30 4,76±0,22 4,81±0,27 4,46±0,22 4,57±0,17 4,42±0,23 

150 

  

15 4,67±0,18 4,68±0,25 4,45±0,18 4,53±0,19 4,36±0,21 

30 4,56±0,18 4,58±0,22 4,33±0,16 4,42±0,18 4,23±0,19 

170 

  

15 4,48±0,17 4,57±0,22 4,29±0,14 4,34±0,16 4,17±0,17 

30 4,42±0,15 4,47±0,18 4,19±0,14 4,27±0,14 4,15±0,16 

±: standart sapma (n=3) 

 

Çizelge 4.6. Duncan çoklu karşılaştırma testine göre badem çeşitleri, kavurma sıcaklığı 

ve süresinin protein miktarına etkisi  

 

Çeşit Sıcaklık (℃) Süre (dakika) 

Ferragnes 4,76 b Kontrol 5,00 a Kontrol 5,04 a 

Ferraduel 4,84 a 130 4,71 b 15 4,58 b 

Nonpareil 4,50 d 150 4,56 c 30 4,50 c 

Teksas 4,58 c 170 4,44 d   

Laurenne 4,44 e     

Standart hata 0,011  0,009  0,008 

Aynı sütundaki farklı harfler sonuçların Duncan çoklu karşılaştırma testine göre istatistiksel olarak farklı 

olduğunu göstermektedir (p≤0.05). 

 

 

Çizelge 4.7’de fındık çeşitlerinin protein miktarları ve Çizelge 4.8’de Duncan çoklu 

karşılaştırma testi sonuçları verilmiştir. Veriler değerlendirildiğinde Çakıldak çeşidine ait 

kontrol örneğinde en yüksek protein değeri tespit edilmiş ve protein değerlerinde sıcaklık 

ve süreye bağlı olarak istatistiksel olarak önemli farklılık belirlenmiştir. En düşük değer 

ise Foşa çeşidine 170℃ ve 30 dakika kavurma işlemi uygulandığında tespit edilmiştir.  
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Çizelge 4.7. Fındık çeşitlerinin protein miktarları (mg protein/ 30 mg örnek) 

 

Kavurma 

Sıcaklığı 

(ºC) 

Süre 

(dk) Tombul Çakıldak Foşa Mincane Palaz 

Kontrol 3,90±0,21 4,34±0,19 3,55±0,22 4,21±0,23 3,99±0,25 

130 

  

15 3,85±0,18 4,12±0,18 3,42±0,19 4,18±0,20 3,63±0,19 

30 3,82±0,19 4,04±0,17 3,29±0,20 3,88±0,17 3,48±0,19 

150 

  

15 3,80±0,15 3,91±0,19 3,10±0,18 3,71±0,16 3,41±0,17 

30 3,70±0,16 3,82±0,17 2,98±0,17 3,62±0,16 3,25±0,15 

170 

  

15 3,68±0,14 3,72±0,15 2,93±0,16 3,53±0,15 3,19±0,13 

30 3,56±0,11 3,53±0,18 2,84±0,14 3,41±0,14 3,08±0,12 

±: standart sapma (n=3) 

 

 

Çizelge 4.8. Duncan çoklu karşılaştırma testine göre fındık çeşitleri, kavurma sıcaklığı 

ve süresinin protein miktarına etkisi 

 

Çeşit Sıcaklık (℃) Süre (dakika) 

Tombul 3,78 c Kontrol 4,03 a Kontrol 4,05 a 

Çakıldak 3,95 a 130 3,81 b 15 3,65 b 

Foşa 3,20 e 150 3,60 c 30 3,54 c 

Mincane 3,89 b 170 3,44 d   

Palaz 3,52 d     

Standart hata 0,011  0,011  0.009 

Aynı sütundaki farklı harfler sonuçların Duncan çoklu karşılaştırma testine göre istatistiksel olarak farklı 

olduğunu göstermektedir (p<0.05). 

 

 

Sealey-Voyksner ve ark. (2016) sert kabuklu meyvelerde gerçekleştirdikleri Bradford 

testi sonuçlarında kavrulmuş örneklerde protein miktarında bir düşüş olduğunu ve bu 

düşüşün, çözünürlükte azalma ya da analiz sırasında glikozilasyonun neden olduğu 

girişimlerden kaynaklanabileceğini ifade etmişlerdir. Protein miktarlarında 137℃’de 

kavurma sonrası; cevizde %2, bademde %9 ve fındıkta %6’lık bir düşüş tespit etmişlerdir.  
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Zaffran (2016) tarafından yapılan çalışmada badem örneklerine farklı sürelerde otoklavda 

bekletme, mikrodalga uygulaması ve fırında kavurma işlemleri uygulanmıştır. 30 dakika 

121℃ otoklav uygulaması sonrası ve 140℃’de 30 dakika fırında kavurma sonrası 

ekstraktların çözünebilir protein değerlerinde kontrol örneğine göre istatistiksel olarak 

p≤0,05 seviyesinde önemli bir fark tespit edilmiştir.  

 

Zhang ve ark. (2016) sıcaklık ve yüksek basınç uygulamasının badem proteinlerinin 

çözünürlüğü ve immünreaktivitesi üzerine etkisini incelemişlerdir. Bu çalışmada 

250℃’nin altındaki sıcaklıklarda badem proteinlerinin stabilitesini koruduğunu ancak 

400℃’de kavurma ya da kaynatma gibi işlemlerin protein çözünürlüğünde azalmaya 

sebep olduğunu belirtmişlerdir. 

 

De Angelis ve ark. (2018a) İtalya’dan temin ettikler Campana, Romana, Georgia fındık 

çeşitlerinde ve Virginia, Zambia, China yer fıstığı çeşitlerinde protein profili ve alerjenite 

açısından farklılıkları araştırmışlardır. Jel elektrofrorez ile ayrılan protein bantlarının LC-

MSMS ile analizi sonrası fındık çeşitlerinde protein profilleri ve alerjenitede farklılık 

bulunmazken yer fıstığı çeşitleri içerisinde Zambia çeşidinde bazı protein bantlarının ısıl 

işlem sonrası yok olması sebebiyle alerjen özelliğinde azalma olduğunu ifade etmişlerdir. 

 

De Angelis ve ark. (2018b) ısı ve basınç uygulamalarının badem proteinlerinin stabilitesi 

üzerine etkisini inceledikleri diğer bir araştırmanın sonuçları da bu çalışmada elde edilen 

verilerle paralellik göstermektedir. Araştırmada 134℃, 2 atm basınçta 10 ve 20 dakikada 

otoklavda bekletme sonrası Bradford tayini ile elde edilen protein değerlerinde kontrol 

örneğine göre %30’luk bir azalma tespit etmişlerdir. Bu azalmanın sıcaklık ve basınç 

etkisi ile proteinde meydana gelen biyokimyasal ve yapısal değişikliklerden 

kaynaklandığını ifade etmişlerdir. Proteinlerin basınç ve sıcaklık uygulaması sonrası 

ikincil ve üçüncül yapısının zarar gördüğünü, ayrıca proteinler ve gıda matriksi arasında 

meydana gelen etkileşimler sebebiyle de çözünürlüğünün azaldığını belirtmişlerdir. 

 

Isıl işlemin gıdalardaki protein miktarı üzerine etkilerinin araştırıldığı çalışmalar 

incelendiğinde, çalışma sonuçlarımıza paralel olarak ısıl işlemlerin, protein 
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çözünürlüğünü azaltması ve denatürasyona neden olması sebebiyle protein değerinde 

azalmaya sebebiyet verdiği görülmektedir.  

 

4.4.2. Isıl işlem sonrası örneklerde alerjen peptid dizilimlerinin belirlenmesi 

 

Kavrulmamış örneklerde tespit edilmiş olan alerjen peptid dizilimlerinin kavurma sonrası 

stabilitesini devam ettirip ettirmediğinin araştırılması amacıyla kavurma işlemi 

uygulanan badem ve fındık örneklerinin LC-QTOF/MS ile analizleri gerçekleştirilmiştir. 

Badem ve fındık örnekleri için kavrulmamış örneklerde tespit edilmiş olan ve kavurma 

işlemi sonrası stabilitesini devam ettiren peptid dizilimleri gıda örneklerinde alerjenlerin 

tespit edilebilmesi amacıyla marker dizilim olarak belirlenmiştir.  

 

İlk olarak farklı süre ve sıcaklıklarda kavurma sonrası LC-QTOF/MS ile analiz edilen 

örneklere ait MS/MS spektrumları Mascot yazılımına yüklenmiş ve SwissProt/NCBIprot 

kütüphaneleri seçilerek peptidlerin tanımlaması yapılmıştır. Fındık ve badem için marker 

olan alerjen peptid dizilimlerinin belirlenmesinde SwissProt/NCBIprot 

kütüphanelerindeki proteinlerle en iyi eşleşen peptid dizilimlerinin seçimine özen 

gösterilmiştir. Ayrıca amino asit sayısı 6’dan az olan peptid dizilimlerinin özgünlüğü 

düşük kabul edilerek marker olarak seçilmemiştir. Benzer şekilde amino asit sayısı 

20’den daha fazla olan peptid dizilimleri de kütlelerinin büyük olması ve parçalanma 

iyonlarının tanımlanmasındaki güçlüklerden dolayı elimine edilmiştir.  

 

Badem ve fındık için ikişer adet dizilim marker olarak belirlenmiştir. Şekil 4.15 ve Şekil 

4.16’da farklı kavurma sıcaklıklarının fındık alerjeni INTVNSNTLPVLR ve badem 

alerjeni VQVVNENGDPILNDEVR peptid dizilimlerine ait iyon sinyalleri üzerine etkisi 

görülmektedir. İyon kromatogramları incelendiğinde pik alanlarının sıcaklıkla birlikte 

azalsa da 170℃’de hala varlığını devam ettirdiği görülmektedir. Sinyallerde meydana 

gelen azalmanın kavurma sonrası ekstraktların protein miktarındaki düşüş ve protein 

yapısında meydana gelen denatürasyondan kaynaklandığı düşünülmektedir.  
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Şekil 4.15. Farklı kavurma sıcaklıklarında INTVNSNTLPVLR peptid dizilimine ait 

iyon kromatogramı 
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Şekil 4.16. Farklı kavurma sıcaklıklarında VQVVNENGDPILNDEVR peptid 

dizilimine ait iyon kromatogramı 

 

 

Mascot sonuçları incelendiğinde stabilitesini koruyan peptid dizilimlerinin yanı sıra bazı 

peptid dizilimlerinin, protein yapısında meydana gelen değişikliklerden dolayı ısıl işlem 

sonrası stabilitelerini kaybettikleri gözlenmiştir. Bu sebeple ancak ısıl işlem sonrası 

varlığını sürdüren peptid dizilimleri gıda örneklerinin analizinde marker olarak 

kullanılmıştır. Şekil 4.17’de kavrulmamış fındık örneklerinde tespit edilmiş olan 

815,4344 kütle/yük oranına sahip ALPDDVLANAFQISR peptid dizilimine ait iyon 

kromatogramları gösterilmektedir. Bu peptid diziliminin 170℃ ısıl işlem sonrası 

stabilitesini kaybettiği görülmektedir.   
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Şekil 4.17. ALPDDVLANAFQISR peptid dizilimine ait iyon kromatogramları (A: 

Kavrulmamış fındık örneğine ait kromatogramı B: 170℃ kavurma işlemi sonrası peptidin 

iyon kromatogramı) 

 

 

Çalışmada gıda örneklerinde fındık ve badem alerjenlerinin belirlenebilmesi amacıyla 

ikişer adet peptid dizilimi marker olarak seçilmiş olup, aminoasit dizilerine ait bilgiler 

Çizelge 4.9’da verilmiştir. 

 

Isıl işlem, fermantasyon, hidroliz, yüksek basınç uygulamaları gibi farklı gıda işleme 

prosesleri gıdalardaki proteinlerin alerjik özelliklerinde değişikliklere sebep 

olabilmektedir. Isıl işlem sonrası proteinlerin denatüre olmasıyla birlikte konformasyonel 

yapı değişikliğe uğramakta ve IgE reaktif olan epitoplar yok olarak alerjenitesinde azalma 

meydana gelmektedir. Ancak bazı proteinlerdeki IgE reaktif olan epitoplar ısıya karşı 

dayanıklı olduğundan ısıl işlem sonrası da alerjen özelliklerini korumaktadır (Paschke 

2009). Yapılan çalışmalar her proteinin bu proseslerden etkilenmesinin farklı olduğunu 

göstermektedir (Mills ve Mackie 2008, Cucu ve ark. 2011, Pescuma ve ark. 2011, 

Verhoeckx ve ark. 2015). 

 

 

A 

B 
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Çizelge 4.9. Marker olarak belirlenen petid dizilimlerine ait özellikler 

 

 Örnek  Peptid Dizilimi 
Gözlenen 

m/z 

değeri 

Alıkonma 

zamanı 

Parçalanma 

İyonları 

Fındık 

(Corylus avellana L.) 

INTVNSNTLPVLR 720.9121 11,283 

484.3248 

329.1833 

228.1349 

VQVVDDNGNTVFDDELR  967.9582 12,227 

228.1342 

327.2020 

794.3662 

Badem  

(Prunis dulcis L.) 

ALPDEVLQNAFR 686.8626 13,524 

594.8018 

441.1958 

157.1337 

VQVVNENGDPILNDEVR 955.4829 10,579 

228.1346 

72.0806 

327.2020 

 

 

Isıl işlemin proteinlerin fiziksel ve kimyasal özellikleri üzerine olan etkileri ile ilgili 

belirsizlikler özellikle alerjen proteinlerin tespiti ile ilgili metotların oluşturulmasını da 

zorlaştırmaktadır. Farklı gıda alerjenlerinin ısıl işlem sonrası stabilitesinin 

değerlendirilmesi amacıyla çoğunlukla ELISA yöntemlerinin kullanıldığı çalışmalar 

mevcut olmakla birlikte kütle spektrometresinin kullanıldığı çalışmalar da 

bulunmaktadır.  

 

Roux ve ark. (2001) 140℃’de 15 dakika kavurma ve 121°C, 15 psi basınçta 60 dakikaya 

kadar kavurma işleminin ana badem alerjeni olan prunine olan etkisini Western blot ve 

ELISA yöntemi kullanarak araştırmışlardır. Kavurma sonrası bademdeki amandin 

miktarında kavrulmamış örneğe göre %24’lük bir azalma meydana gelmiştir. 

Kavrulmamış örneklerde prunin miktarı 27 mg/100 mg badem olarak tespit edilirken, 

altmış dakika otoklavda bekletme sonrası prunin miktarı 9,3 mg/100 mg badem olarak 

bulunmuştur. Araştırma sonunda prunin alerjeninin farklı ısıl işlemler sonrası da 
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stabilitesini devam ettirdiğini ve alerjenlerin tespitinde marker olarak kullanılabileceğini 

ifade etmişlerdir.  

 

Venkatachalam ve ark. (2002) kavurma, haşlama, otoklav ve mikrodalga uygulamaları 

sonrası Nonpareil badem çeşidindeki alerjen proteinlerin stabilitesini ELISA ve Western 

blot yöntemleri ile incelemişler ve uygulanan ısıl işlemlere rağmen ana badem alerjeni 

olan pruninin stabilitesini devam ettirdiğini ve işlenmiş gıdalarda badem alerjenlerinin 

tespit edilmesinde marker olarak kullanılabileceğini belirtmişlerdir. 

 

Hansen ve ark. (2003) 17 hasta üzerinde yaptıkları çalışmada, çiğ fındık tüketimi sonrası 

tüm hastaların Cor a 1, Cor a 2 ve Cor a 8’e bağlı olarak alerjik reaksiyon gösterdiği, 

kavrulmuş fındık tüketiminde ise hastaların yalnızca %29’unun alerjik reaksiyon 

gösterdiğini rapor etmişlerdir.  

 

Iwan ve ark. (2011) Maillard reaksiyonlarının Cor a 11 fındık alerjeni üzerine etkisini 

araştırmışlar ve 37℃’de ısıl işlemin spesifik IgE bağlama kapasitesine bir etkisinin 

olmadığını ancak 145℃ 60 dakika uygulamasının IgE bağlama kapasitesinde düşüşe 

neden olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Lopez ve ark. (2012) tarafından yapılan çalışmada, fındıkta 138℃’de 15-30 dakika 

otoklav uygulamasının alerjen-spesifik IgE düzeylerinde azalmaya sebep olduğunu 

belirtilmiş ve bu azalmanın proteinin çözünürlüğündeki azalmayla ilişkili olabileceği 

sonucuna varılmıştır.  

 

Parker ve ark. (2015) tahıl barları ve keklerde yumurta, süt ve yer fıstığı alerjenlerinin 

ELISA ve LC-MS/MS ile analizi ve ısıl işlemin etkisinin araştırılması amacıyla yaptıkları 

çalışmada marker peptidlerin belirlenmesi için pişirme öncesi ve pişirme sonrası analizler 

gerçekleştirmişlerdir. Pişirme öncesi ve sonrası lizozim, ovalbümin, kazein, laktogobulin, 

Ara h 1, Ara h 2 ve Ara h 3 alerjenlerine ait peptidlerin pik alanlarını karşılaştırmışlar ve 

her biri için pik alanları benzer olarak bulunan birer peptid dizilimini marker olarak 

belirlemişlerdir. Yumurta ve süt alerjenlerine ait peptidlerin pik alanlarında pişirme 

sonrası belirgin bir düşüş tespit etmişler ancak yer fıstığı alerjenleri olan Ara h 1, Ara h 2 
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ve Ara h 3’e ait peptid dizilimlerinin pik alanlarında önemli bir farklılık tespit 

etmemişlerdir.  

 

Sealey-Voyksner ve ark. (2016) sert kabuklu meyvelerde ısıl işlem sonrası alerjen peptid 

dizilimlerinin stabilitesini araştırmışlar ve çalışma bulgularımıza paralel olarak peptid 

dizilimlerinin sinyallerinde azalma tespit etmişlerdir. Sinyallerdeki azalmanın 

glikozilasyona bağlı olarak protein yapısında meydana gelen değişiklikten ötürü 

olabileceğini belirtmişlerdir. Lipit transfer proteinleri ya da tohum depo proteinlerine ait 

olan peptidlerin ısıl işlemlere karşı daha stabil olduğunu belirtmişlerdir.   

 

Korte ve ark. (2019) LC-MSMS ile gıda alerjenlerinin belirlenmesine yönelik yaptıkları 

çalışmada ekmek ve bisküvi matrikslerine fındık, badem, ceviz ve yer fıstığı ekleyerek 

15 ve 45 dakika pişirme işlemi uygulamışlardır. LC-MS/MS ile analiz sonrası 15 dakika 

pişirme işlemi uygulanan bisküvilerde marker olarak belirledikleri alerjen peptidlerin 

yoğunluğunda %40-80 arası bir düşüş görülürken, 45 dakika pişirme işlemi uygulanan 

örneklerdeki marker peptidlerin yoğunluğunda ise %17-65 arası bir düşüş tespit 

edilmiştir. Isıl işlem sonrası peptidlerin yoğunluğunun gıda matriksine, alerjen 

proteinlerin yapısına ve ısıl işlem süresine bağlı olarak değişebileceğini ortaya 

koymuşlardır.   

 

LC-MS/MS ile fındık alerjenlerinin belirlenmesi amacıyla yapılan diğer bir araştırmada 

kavurma ve karamelizasyon işlemlerinin alerjen peptid dizilimleri üzerine etkisi 

incelenmiştir. Yapılan çalışmada Cor a 11 alerjenine ait olan AFSWEVLEAALK peptid 

dizilimi 180°C 18 dakika kavurma ve karamelizasyon işlemi sonrası stabilitesini 

kaybederken ALSQHEEGPPR peptid diziliminin stabilitesini koruduğu ifade 

edilmektedir. Çalışmada gıdalardaki fındık alerjenlerinin belirlenebilmesi amacıyla 

kavurma ve karamelizasyon işlemleri sonrası varlığını devam ettiren Cor a 8, Cor a 9 ve 

Cor a 11 alerjenlerine ait sekiz adet peptid dizilimi marker olark belirlenmiştir (Van 

Vlierberghe ve ark. 2020). 
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Lamberti ve ark. (2021) kuru hava ve infrared teknolojilerinin kullanıldığı iki farklı 

fırında fındıklara 140℃ ve 170℃ sıcaklıklarda ısıl işlem uygulamışlardır. Her iki ısıl 

işlem uygulamasında da sıcaklığın artmasıyla birlikte protein çözünürlüğünde azalma 

tespit etmişlerdir. Ayrıca fındıktaki Cor a 9, Cor a 11 ve Cor a 14 alerjenlerinin IgE 

reaktivitesinin 140℃ sıcaklığa kadar stabilitesini koruduğunu, 170℃ sıcaklık 

uygulamasında ise kuru hava ile ısıtılarak gerçekleştirilen kavurma işlemi sonrası alerjen 

proteinlerin IgE reaktivitesinin azaldığını, infrared uygulaması yapılan örneklerde ise IgE 

reaktivitesinin tamamen kaybolduğunu belirtmişlerdir.  

 

4.5. Marker Olarak Belirlenen Peptid Dizilimlerinin Validasyonu 

 

4.5.1. Kalitatif analiz için validasyon çalışması 

 

Gıdalardaki badem ve fındık alerjenlerinin kalitatif analizlerinin validasyon çalışmaları 

için kek ve dondurma örnekleri hazırlanarak validasyon çalışmaları gerçekleştirilmiş olup 

elde edilen sonuçlar Çizelge 4.10’da verilmiştir. Validasyon parametrelerinin 

değerlendirilmesi Kimyasal ve Fiziksel Analizlerde Metot Validasyonu/Verifikasyonu 

Rehberi’ne göre yapılmıştır (Anonim, 2018). 

 

Minimum tespit sınırı (LOD) çalışması için içerisine 10 ppm, 100 ppm, 1000 ppm ve 

10000 ppm oranında fındık ve badem ilave edilerek kek ve dondurma numuneleri 

hazırlanmış ve metodun tespit edebildiği en düşük seviye belirlenmiştir. Kek numunesine 

ait kromatogram Şekil 4.18’de, dondurma numunesine ait kromatgram ise Şekil 4.19’da 

verilmiştir.  
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Çizelge 4.10. Kalitatif validasyon çalışması sonuçları 

 
Validasyon 

Parametresi 

 

Hesaplanan Değer 

 

Değerlendirme 

-Hassasiyet 

(SE)  

-Rölatif 

Hassasiyet 

(%SE) 

SE = 20/20=1 

Rölatif SE (%) = 100 x 1=100 

 

Rölatif hassasiyet %90’dan daha 

yüksek olarak bulunduğundan kabul 

edilebilir olarak değerlendirilmiştir. 

Doğruluk (RA) 

Rölatif 

Doğruluk 

(%RA) 

RA = (20+20)/40=1 

Rölatif RA(%)=100x(20+ 20)/40                        

=100x1=100 

Rölatif doğruluk %90’dan daha 

yüksek olduğundan kabul edilebilir 

olarak değerlendirilmiştir. 

Yanlış Negatif 

Oranı (FN)  

 

FN=1-SE=0 

 

Yanlış negatif oranı %10’u 

aşmadığından metot kabul edilebilir 

olarak değerlendirilmiştir.  

 

Özgüllük (SP) 

Rölatif 

Özgüllük 

(%SP) 

SP = 20/20=1  

Rölatif SP = 100 x 1=100 

 

Özgüllük %90’dan daha yüksek 

olduğundan kabul edilebilir olarak 

değerlendirilmiştir. 

 

Yanlış Pozitif 

Oranı (FP) 

FP = 1 – 1=0 

 

Yanlış pozitif oranı %10’u 

aşmadığından metot kabul edilebilir 

olarak değerlendirilmiştir.  

 

Gözlenen ve 

Beklenen 

Sonuçların 

Uyumu 

P0=(N11+N22)/N= (20+20)/40=1 

Pe= [(20*20)+(20*20)]/402= 

(400+400)/1600=0,5 

Kappa (K)= (1-0,5)/(1-0,5)=  

K ≥ 0.80 → Çok iyi uyum 
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Şekil 4.18. Kek matriksine ait toplam iyon kromatogramı (LOD: 10 ppm) 

 

 

 
 

Şekil 4.19. Dondurma matriksine ait toplam iyon kromatogramı (LOD: 10 ppm) 

 

 

Yapılan çalışmada kek ve dondurma örneklerinde minimum tespit sınırı 10 ppm olarak 

belirlenmiştir. Şekil 4.20 ile Şekil 4.23 arasında marker olarak belirlenen peptid 

dizilimlerine ait LOD seviyesindeki iyon kromatogramları gösterilmektedir.  
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            INTVNSNTLPVLR 

 

  

 

 

 

 

   

 Şekil 4.20. INTVNSNTLPVLR (m/z= 720.9120) peptid dizilimine ait iyon 

kromatogramı (LOD seviyesi) 

 

 

 VQVVDDNGNTVFDDELR 

 

 

  

 

 

 

 

Şekil. 4.21. VQVVDDNGNTVFDDELR (m/z= 967.9582) peptid dizilimine ait iyon 

kromatogramı (LOD seviyesi) 

 

 

 

               ALPDEVLQNAFR 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.22. ALPDEVLQNAFR (m/z= 686.8626) peptid dizilimine ait iyon kromatogramı 

(LOD seviyesi) 
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 VQVVNENGDPILNDEVR                                                                                      

 

  

 

 

 

Şekil 4.23. VQVVNENGDPILNDEVR (m/z= 955.4829) peptid dizilimine ait iyon 

kromatogramı (LOD seviyesi) 

 

4.5.2. Kantitatif analiz için validasyon çalışması 

 

Çalışmada ayrıca badem ve fındık için marker olarak belirlenmiş olan peptid 

dizilimlerinin çeşitler içerisinde miktarsal olarak farklılıklarının belirlenmesi amacıyla 

kantitatif olarak analizleri yapılmıştır. Çizelge 4.11’de fındık ve badem için marker olarak 

belirlenmiş olan INTVNSNTLPVLR (Cor a 9.1), VQVVDDNGNTVFDDELR (Cor a 

9.2), ALPDEVLQNAFR (Pru du 6.02.01) ve VQVVNENGDPILNDEVR (Pru du 6.02)  

peptid dizilimlerine ait validasyon parametreleri verilmiştir.  

 

Çizelge 4.11. Kantitatif analizlere ait validasyon parametreleri 

 

  

INTVNSNTLPVLR 

Cor a 9.1 

VQVVDDNGNTVFDDELR   

 Cor a 9.2 

ALPDEVLQNAFR 

Pru du 6.02.01 

VQVVNENGDPILNDEVR 

Pru du 6.02 

LOD (ppm) 0,203 0,313 0,428 0,235 

LOQ (ppm) 0,359 0,513 0,651 0,318 

R2 0,993 0,995 0,996 0,995 

RSDpool (%)              2,72                 2,03            6,09                   3,01 

Geri Kazanım (%) 104,2 102,1 96,7 101,2 

Doğruluk (%) 103,6 101,7 97,7 100,2 

 

Alerjen peptidlerin miktarsal analizine yönelik çalışmalar oldukça kısıtlıdır. Bignardi ve 

ark. (2010) tarafından gerçekleştirilen bir araştırmada badem, fındık, kaju, yer fıstığı ve 

ceviz alerjenlerinin tahıl gevreği ve bisküvilerde LC-MS/MS ile tespit edilmesi 
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hedeflenmiştir. Yapılan çalışmada sert kabuklu meyve alerjenlerine ait tespit limitlerinin 

14-55 mg/kg aralığında değiştiğini belirlemişlerdir.  

 

Heick ve ark. (2011) ekmek örneklerinde süt, yumurta, fındık, ceviz ve badem 

alerjenlerinin LC-MS/MS ile belirlenmesini amacıyla gerçekleştirdikleri çalışmada fındık 

alerjeni olan INTVNSNTLPVLR diziliminin tespit limitini 0,42 mg/kg olarak 

bulmuşlardır. Bademdeki alerjen peptidlerden GNLDFVPPR dizilimi için ise tespit limiti 

0,19 mg/kg olarak bildirilmiştir.   

 

Korte ve ark. (2016) dondurma örnekleri içerisinde sert kabuklu meyve alerjenlerinin LC-

HRMS ile tespitine yönelik yaptıkları çalışmada INTVNSNTLPVLR fındık alerjen 

peptidinin minimum tespit sınırını 0,49 mg/kg, badem alerjeni olan ALPDEVLQNAFR 

dizilimi için ise 0,34 mg/kg olarak saptamışlardır. INTVNSNTLPVLR diziliminin 

minimum tespit limiti çalışmada belirlenen 0,203 mg/kg değerine göre daha düşük iken, 

ALPDEVLQNAFR için tespit ettikleri değer çalışmada tespit edilen 0,428 mg/kg 

değerine göre daha yüksektir. Minimum tespit sınırındaki farklılıkların çalışmada 

kullanılan materyal, örnek hazırlama aşaması ve analizlerde kullanılan cihaz 

farklılıklarından kaynaklandığı düşünülmektedir.  

 

4.6. Farklı Fındık ve Badem Çeşitlerindeki Alerjen Peptid Dizilimlerinin Tespiti 

 

Çalışmada farklı fındık ve badem çeşitlerindeki alerjen peptid dizilimlerinde farklılık 

olup olmadığı araştırılmıştır. Fındık ekstraktlarının tripsin ile muamelesi sonrası elde 

edilen örneklerin LC-QTOF/MS cihazında tarama ve MSMS modunda analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Foşa, Tombul, Palaz, Mincane ve Çakıldak fındık çeşitlerine ait 

toplam iyon kromatogramları Şekil 4.24 ile Şekil 4.28 arasında verilmiştir. Toplam iyon 

kromatogramları incelendiğinde farklı fındık çeşitlerine ait kromatogramların benzerlik 

gösterdiği görülmektedir.  
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Şekil 4.24. Foşa fındık çeşidine ait toplam iyon kromatogramı 

 

 

 
 

Şekil 4.25. Tombul fındık çeşidine ait toplam iyon kromatogram 

 

 

 
 

Şekil 4.26. Palaz fındık çeşidine ait toplam iyon kromatogram 
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Şekil 4.27. Mincane fındık çeşidine ait toplam iyon kromatogram 

 

 

 
 

Şekil 4.28. Çakıldak fındık çeşidine ait toplam iyon kromatogram 

 

Şekil 4.29 ve Şekil 4.33 arasında ise Ferroduel, Lourenne, Nonpareil, Teksas ve Ferragnes 

badem çeşidine ait kromatogramlar gösterilmektedir. Fındık çeşitlerine ait 

kromatogramlarda olduğu gibi badem çeşitlerine ait toplam iyon kromatogramları da 

kendi içlerinde benzerlik göstermektedir.  
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Şekil 4.29. Ferroduel badem çeşidine ait toplam iyon kromatogramı 

 

 

 
 

Şekil 4.30. Lourenne badem çeşidine ait toplam iyon kromatogramı 

  

 

 
 

Şekil 4.31. Nonpareil badem çeşidine ait toplam iyon kromatogramı  
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Şekil 4.32. Teksas badem çeşidine ait toplam iyon kromatogramı  

 

 

 
 

Şekil 4.33. Ferragnes badem çeşidine ait toplam iyon kromatogramı  

 

 

Farklı fındık ve badem çeşitlerinin MS/MS kütle spektrumlarına ait veriler Matrix 

Science Mascot yazılımına yüklenmiş ve SwissProt/NCBIprot kütüphaneleri taranarak 

alerjen peptid dizilimleri araştırılmıştır. Her çeşit için veri tabanından elde edilen sonuçlar 

incelendiğinde farklı çeşitlerde tespit edilen peptid dizilimleri arasında bir fark olmadığı 

görülmüştür.  

 

Bu sebeple fındık ve badem için marker olarak belirlenen INTVNSNTLPVLR (Cor a 

9.1), VQVVDDNGNTVFDDELR (Cor a 9.2), ALPDEVLQNAFR (Pru du 6.02.01) ve 

VQVVNENGDPILNDEVR (Pru du 6.02)  peptid dizilimlerinin kantitatif validasyon 

çalışmaları sonrası farklı süre ve sıcaklıklarda kavurma işlemine tabi tutulan badem ve 

fındık çeşitlerinde miktarsal olarak farklılıklar araştırılmıştır. Fındık çeşitlerindeki Cor a 
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9.1 ve Cor a 9.2 alerjenlerinin analiz sonuçlarına ait varyans analiz tablosu Çizelge 

4.12’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.12. Fındık çeşidi, kavurma sıcaklığı ve süresinin Cor a 9.1 ve Cor a 9.2 üzerine 

etkisine ait varyans analizi  

 

  Cor a 9.1 Cor a 9.2  

Varyasyon Kaynağı df KO F değeri KO F değeri  

Çeşit 4 22,136 62,882** 123,876 181,344**  

Kavurma Sıcaklığı 3 408,763 1161,156** 554,215 811,324**  

Süre 2 521,313 1480,873** 464,911 680,590**  

Çeşit *Sıcaklık 12 6,320 17,954** 16,466 24,105**  

Çeşit *Sıcaklık * Süre 38 18,894 53,673** 21,458 31,413**  

Hata 60 ,352  ,683   

Toplam 120     

** : p<0.01        

 

Varyans analizi sonucunda fındık örneklerinde; çeşit, kavurma sıcaklığı ve süresinin Cor 

a 9.1 ve Cor a 9.2 alerjen miktarı üzerine etkisi ile çeşit*sıcaklık ve çeşit*sıcaklık*süre 

interaksiyonları p<0.01 seviyesinde önemli bulunmuştur. Farklı fındık çeşitlerindeki Cor 

a 9.1 alerjen sonuçları Çizelge 4.13’te, Duncan Çoklu karşılaştırma test sonuçları Çizelge 

4.14’te verilmiştir. Yapılan Duncan çoklu karşılaştırma test sonuçlarına göre tüm 

çeşitlerde Cor a 9.1 miktarında en yüksek değere Çakıldak çeşidinin kontrol örneğinde 

ulaşılmıştır. Palaz ve Tombul çeşitleri arasında Cor a 9.1 alerjen miktarı açısından 

istatistiki olarak bir fark bulunmamıştır (p<0.05).  
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Çizelge 4.13. Fındıklardaki Cor a 9.1 alerjeninin çeşit, süre ve kavurma sıcaklıklarına 

göre değişimi  

 

Cor a 9.1 miktarı (mg/kg) 

Sıcaklık Süre Çakıldak Foşa Mincane Palaz Tombul 

Kontrol 57,86±1,38 55,43±1,44 54,10±1,90 57,43±2,31 55,58±2,13 

130 15 53,48±0,95 47,59±1,65 51,45±0,97 49,40±0,50 49,01±0,48 

  30 51,61±0,49 45,84±0,40 50,44±1,35 48,20±0,99 47,88±1,27 

150 15 49,38±1,62 44,87±1,34 45,60±0,75 46,07±0,73 45,37±0,68 

  30 47,76±1,46 44,21±1,26 43,72±1,23 43,50±1,33 43,64±0,55 

170 15 45,45±0,87 40,50±1,10 41,59±0,46 40,92±0,87 41,25±0,58 

  30 40,57±1,14 39,47±0,39 40,70±0,95 38,59±1,09 39,81±0,92 

±: standart sapma (n=3) 

 

Çizelge 4.14. Duncan çoklu karşılaştırma testine göre kavurma sıcaklığı, süresi ve 

çeşitlerin Cor a 9.1 miktarına etkisi 

 

                 Çeşit Sıcaklık (℃) Süre (dakika) 

Tombul 47,35 c Kontrol 57,08 a Kontrol 56,30 a 

Çakıldak 50,32 a 130 50,39 b 15 47,27 b 

Foşa 46,80 d 150 47,03 c 30 45,74 c 

Mincane 48,57 b 170 45,74 d   

Palaz 47,65 c     

Standart hata 0,140  0,114  0,094 

Aynı sütundaki farklı harfler sonuçların Duncan çoklu karşılaştırma testine göre istatistiksel olarak farklı 

olduğunu göstermektedir (p<0.05). 

 

Fındık çeşitlerindeki Cor a 9.2 alerjen miktarına ait sonuçlar Çizelge 4.15’te,  Duncan 

çoklu karşılaştırma test sonuçları Çizelge 4.16’da verilmiştir. Yapılan Duncan çoklu 

karşılaştırma test sonuçlarına göre tüm çeşitler içerisinde Cor a 9.2 miktarı en yüksek 

Mincane ve Palaz çeşitlerinin sıcaklık uygulaması yapılmayan kontrol örneklerinde tespit 

edilmiştir. Mincane ve Palaz çeşitlerinin Cor a 9.2 sonuçları arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark bulunmazken en düşük değer Foşa çeşidinde bulunmuştur.  
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Çizelge 4.15. Fındıklardaki Cor a 9.2 alerjeninin çeşit, süre ve kavurma sıcaklıklarına 

göre değişimi 

 

Fındık çeşitlerindeki Cor a 9.2 miktarı (mg/kg) 

Sıcaklık  Süre Çakıldak Foşa Mincane Palaz Tombul 

Kontrol 186,19±2,85 184,81±2,97 187,78±2,44 187,89±3,48 185,45±3,20 

130 15 182,16±1,91 186,30±2,61 183,74±2,32 181,35±2,71 181,35±2,71 

  30 177,82±2,35 182,06±2,05 183,20±1,23 176,90±3,16 176,90±3,16 

150 15 171,84±2,40 178,26±2,19 182,18±1,72 174,76±2,43 174,76±2,43 

  30 168,12±2,87 176,38±2,45 178,54±2,27 173,55±2,28 173,55±2,28 

170 15 165,77±2,36 175,19±2,29 175,23±2,41 171,31±2,56 171,31±2,56 

  30 163,12±1,66 162,63±1,78 169,33±3,12 167,75±3,33 167,75±2,33 

±: standart sapma (n=3) 

 

Çizelge 4.16. Duncan çoklu karşılaştırma testine göre kavurma sıcaklığı, süresi ve 

çeşitlerin Cor a 9.2 miktarına etkisi 

 

Çeşit Sıcaklık (℃) Süre (dakika) 

Tombul 177,42 b Kontrol 186,62 a Kontrol 185,53 a 

Çakıldak 175,60 c 130 181,21 b 15 177,47 b 

Foşa 174,36 d 150 176,43 c 30  175,10 c 

Mincane 181,90 a 170 171,77 d   

Palaz 180,87 a     

Standart hata 0,195  0,159  0,131 

Aynı sütundaki farklı harfler sonuçların Duncan çoklu karşılaştırma testine göre istatistiksel olarak farklı 

olduğunu göstermektedir (p<0.05). 

 

Çalışmada kavrulmamış fındık örneklerindeki Cor a 9.1 miktarının 54,10 mg/kg-57,86 

mg/kg arasında, Cor a 9.2 miktarının ise 184,81 mg/kg-187,89 mg/kg aralığında değiştiği 

görülmüştür. Farklı kavurma süre ve sıcaklığına bağlı olarak da Cor a 9.1 ve Cor a 9.2 

miktarlarındaki değişimler incelendiğinde her iki alerjen miktarında da sıcaklık ve süreye 

bağlı olarak azalma meydana gelmiştir. 

Ansari ve ark. (2012) tarafından yapılan çalışmada fındıkta bulunan farklı peptid 

dizilimlerinin LC-MS/MS ile analizleri gerçekleştirilmiş ve fındıktaki Cor a 9.1 alerjen 
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miktarı 397 mg/kg olarak tespit edilmiştir. Cor a 9.1 miktarı araştırma sonuçlarımızla 

kıyaslandığında Ansari ve ark. (2012) daha yüksek bir sonuç elde ettiği görülmektedir. 

Sonuçlardaki miktarsal farklılığın çalışmada kullanılan fındık çeşitleri ya da ekstraksiyon 

yönteminin farklılığından kaynaklanabileceği düşünülmektedir.  

Validasyon çalışmaları sonrası farklı kavurma prosesleri uygulanmış badem 

çeşitlerindeki Pru du 6.0201 ve Pru du 6.02 miktarları belirlenmiş ve bu değerlere ait 

varyans analiz tablosu Çizelge 4.17’de verilmiştir. 

Çizelge 4.17. Badem çeşidi, kavurma sıcaklığı ve süresinin Pru du 6.02.01 ve Pru du 6.02 

üzerine etkisine ait varyans analizi  

 

 Pru du 6.0201 Pru du 6.02   

Varyasyon Kaynağı df KO F değeri KO F değeri 

Çeşit 4 237,678 8678,086** 6348,517 6561,831** 

Kavurma Sıcaklığı 3 35,944 1312,381** 1407,777 1455,079** 

Süre 2 59,282 2164,488** 1425,150 1473,036** 

Çeşit *Sıcaklık 12 ,495 18,063** 28,524 29,483** 

Çeşit *Sıcaklık * Süre 38 1,444 52,718**     47,086 48,668** 

Hata 60 ,027            ,967  

Toplam 12

0 

    

** : p<0.01   

 

Varyans analizi sonucunda badem örneklerinde; çeşit, kavurma sıcaklığı ve süresinin Pru 

du 6.02.01 ve Pru du 6.02 alerjen miktarı üzerine etkisi ile çeşit*sıcaklık ve 

çeşit*sıcaklık*süre interaksiyonları p<0.01 seviyesinde önemli bulunmuştur. Farklı 

badem çeşitlerindeki Pru du 6.02.01 alerjen sonuçları Çizelge 4.18’de,  Duncan çoklu 

karşılaştırma test sonuçları Çizelge 4.19’da verilmiştir. Yapılan Duncan çoklu 

karşılaştırma test sonuçlarına göre tüm çeşitlerde Pru du 6.02.01 miktarı en yüksek Teksas 

çeşidinin kontrol örneğinde tespit edilmiştir. Ferraduel ve Ferragnes çeşitleri arasında Pru 

du 6.02.01 alerjen miktarı açısından istatistiki olarak önemli bir fark gözlenmemiştir 

(p<0.05).  
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Çizelge 4.18. Bademlerdeki Pru du 6.02.01 alerjeninin çeşit, süre ve kavurma 

sıcaklıklarına göre değişimi (mg/kg) 

 

                      Pru du 6.02.01 miktarı (mg/kg) 

Sıcaklık  Süre Teksas Nonpareil Ferraduel Ferragnes Laurenne 

Kontrol 19,26±0,94 17,40±0,81 13,50±0,98 13,86±0,89 10,01±0,81 

130 15 17,34±0,70 15,35±0,77 11,21±0,83 12,00±0,84 7,76±0,73 

  30 16,98±0,64 15,08±0,61 11,04±0,84 10,94±0,73 7,26±0,47 

150 15 15,68±0,58 14,61±0,58 10,85±0,77 10,42±0,77 6,07±0,68 

  30 14,58±0,47 13,98±0,64 10,56±0,65 9,88±0,65 5,71±0,51 

170 15 14,22±0,37 12,98±0,50 10,45±0,59 9,45±0,69 5,22±0,59 

  30 13,61±0,18 11,91±0,47 9,87±0,51 8,71±0,55 4,76±0,43 

±: standart sapma (n=3) 

 

Çizelge 4.19. Duncan çoklu karşılaştırma testine göre kavurma sıcaklığı, süresi ve 

çeşitlerin Pru du 6.02.01 miktarına etkisi 

 

Çeşit Sıcaklık (℃) Süre (dakika) 

Ferragnes 11,21 c Kontrol 14,81 a Kontrol 14,88 a 

Ferraduel 11,28 c 130 12,85 b 15 11,91 b 

Nonpareil 14,86 b 150 11,70 c 30 11,35 c 

Teksas 16,36 a 170 10,79 d   

Laurenne 7,08 d     

Standart hata 0,011  0,032  0,026 

Aynı sütundaki farklı harfler sonuçların Duncan çoklu karşılaştırma testine göre istatistiksel olarak farklı 

olduğunu göstermektedir (p<0.05). 

 

 

Farklı badem çeşitlerindeki Pru du 6.02 alerjen sonuçları Çizelge 4.20’de, Duncan çoklu 

karşılaştırma test sonuçları Çizelge 4.21’de verilmiştir. Yapılan Duncan çoklu 

karşılaştırma test sonuçlarına göre tüm çeşitler içerisinde Pru du 6.02 miktarında en 

yüksek değere Laurenne çeşidinin sıcaklık uygulaması yapılmayan örneklerinde 

ulaşılmıştır. En düşük değer ise Nonpareil çeşidinin 170℃’de 30 dakika kavurma işlemi 

uygulanan örnekte bulunmuştur. 
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Çizelge 4.20. Bademlerdeki Pru du 6.02 alerjeninin çeşit, süre ve kavurma sıcaklıklarına 

göre değişimi 

 

Pru du 6.02 (mg/kg) 

Sıcaklık 

(℃) Süre Teksas Nonpareil Ferraduel Ferragnes Laurenne 

Kontrol 89,24±1,80 72,67±1,65 107,97±3,46 82,38±2,75 113,64±3,48 

130 15 80,53±1,44 65,86±1,94 96,46±3,68 75,91±2,61 107,14±3,60 

  30 82,56±1,65 59,21±2,03 92,55±2,15 77,20±2,47 104,52±2,94 

150 15 69,78±1,37 61,77±1,53 90,46±2,57 69,03±2,11 106,92±2,67 

  30 66,15±1,09 54,77±1,85 88,47±2,02 65,95±2,06 98,37±3,08 

170 15 59,74±1,59 50,45±1,66 91,13±1,89 61,25±1,76 95,53±2,89 

  30 55,42±1,42 46,15±1,45 83,13±1,75 59,15±1,41 91,14±0,48 

±: standart sapma (n=3) 

 

Çizelge 4.21. Duncan çoklu karşılaştırma testine göre kavurma sıcaklığı, süresi ve 

çeşitlerin Pru du 6.02 miktarına etkisi 

 

Çeşit Sıcaklık (℃) Süre (dakika) 

Ferragnes     70,83 d Kontrol 95,18 a Kontrol 93,06 a 

Ferraduel  95,37 b 130 84,46 b 15 79,45 b 

Nonpareil  57,20 e 150 78,50 c 30 75,19 c 

Teksas  73,28 c 170 70,34 d   

Laurenne 103,05a     

Standart hata    0,232    0,189    0,156 

Aynı sütundaki farklı harfler sonuçların Duncan çoklu karşılaştırma testine göre istatistiksel olarak farklı 

olduğunu göstermektedir (p<0.05). 

 

 

Kavrulmamış badem çeşitlerinde ise Pru du 6.02.01 miktarı 13,50 mg/kg-19,26 mg/kg 

aralığında, Pru du 6.02 miktarı ise 72,67 mg/kg-113,64 mg/kg aralığında tespit edilmiştir. 

Artan sıcaklık ve süreye bağlı olarak da Pru du 6.0201 ve Pru du 6.02 miktarlarında 

azalma olduğu belirlenmiştir.  
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Literatürde farklı çeşitlerde bulunan alerjenlerin karşılaştırıldığı çalışmalar az sayıdadır.  

Çalışmaların büyük bir kısmını ELISA veya PCR testi ile yapılan çalışmalar oluşturmakta 

olup kütle spektrometresi ile farklı çeşitlerdeki alerjen proteinlerin araştırıldığı çalışmalar 

oldukça kısıtlıdır.  

 

Runde Römer, Levantiner, Neapler, Contorta fındık çeşitlerinde; çeşit, depolama ve ısıl 

işlemin IgE bağlayan epitoplara etkisini incelenmiştir. İmmünoblot testlerde çeşitler 

arasında alerjenik aktivitedeki fark önemsiz bulunurken, alerjen proteinlerin çoğu 170℃ 

üzeri sıcaklılarda stabilitesini kaybetmiş, yalnızca 14 kDA dan küçük olan bir proteinin 

alerjenitesini devam ettirdiğini belirlemişlerdir. On dokuz hafta depolama süresi sonunda 

da fındık çeşitlerindeki proteinlerin alerjenitesinde bir değişiklik olmadığı ifade edilmiştir 

(Wigotzki ve ark. 2000).  

 

Koppelman ve ark. (2001) yaptıkları çalışmada 3 farklı yer fıstığı çeşidinde elde ettikleri 

SDS-PAGE ve densitometrik analiz sonuçlarına göre, çeşitlere ait Ara h1 ve Ara h2 

miktarlarının toplam proteine oranlarının %12-16 ve %5,9-9,3 aralığında değiştiğini 

belirtmişlerdir. Analitik yöntemin belirsizliği göz önüne alındığında çeşitler arasında Ara 

h 1 ve Ara h 2 miktarı açısından istatistiksel olarak önemli bir fark bulunmadığını 

saptamışlardır. Ayrıca ELISA testi ile IgE bağlama kapasitelerini ve farklı çeşitlerin IgE 

bağlama kapasitelerinin de büyük ölçüde benzerlik gösterdiği sonucuna varmışlardır.  

 

Prandi ve ark. (2013) İtalya’nın farklı bölgelerinde yetiştirilen üç farklı Triticum durum 

buğdayındaki Tri a 30 alerjeninin SDS-PAGE ve enzimatik parçalanma sonrası LC-

MS/MS ile analizini gerçekleştirmişlerdir. Araştırma sonuçlarına göre Durum 

buğdaylarındaki Tri a 30 miktarının 0,22-1,11 mg/g arasında değiştiğini ve yetiştirilen 

bölge ve çeşitler açısından Tri a 30 miktarında istatistiksel olarak p<0,01seviyesinde 

farklılık olduğunu ifade etmişlerdir.  

 

Wu ve ark. (2016) Çin’de yetiştirilen 53 farklı yer fıstığı çeşidi üzerine yaptıkları 

araştırmada SDS-PAGE ile ayrıştırılan alerjen proteinlerin IgE bağlama kapasitelerini 

ELISA testi ile karşılaştırmışlardır. Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3 ve Ara h 6 alerjenlerinin 



   

 

99 

 

ELISA testi ile elde edilen miktarsal sonuçları arasında çeşitler arasında farklılık 

olduğunu ve farklılığın çeşidin toplam protein miktarıyla orantılı olarak değiştiğini ifade 

etmişlerdir.  

 

Ribeiro ve ark. (2020) alerjenitesi düşük ve tüketici sağlığı için uygun olan fındık 

çeşitlerini belirlemeyi amaçladıkları araştırmada Portekiz’de yetiştirilen 18 farklı fındık 

çeşidi üzerinde çalışmışlardır. Fındık çeşitlerindeki Cor a 8, Cor a 9 ve Cor a 14 alerjenleri 

için PCR ile elde ettikleri amplifikasyon eğrilerinde benzer profiller tespit etmişlerdir. 

Ayrıca alerjik kişilerde yaptıkları testlerde çeşitlerin IgE reaktivitesinde de farklılık 

olmadığını ifade etmişlerdir.   
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 5. SONUÇ 

 

Son yıllarda diğer tüm alerjik hastalıklarda olduğu gibi gıda alerjisinin görülme sıklığında 

da hızlı bir artış görülmektedir. Değişen yaşam tarzıyla ilişkili olarak gittikçe gelişen ve 

sanayileşen ülkelerde geleneksel beslenme alışkanlıklarından uzaklaşıldığı ve 

beslenmedeki bu değişimin alerjilerde ve alerjik hastalıklardaki artışla ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Gıdalardaki alerjenlerin etiketlenmesine dair yasal düzenlemeler 

bulunmasına rağmen birçok ürün yanlış etiketlenme sonucu piyasadan toplatılmakta ve 

ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Ayrıca çapraz bulaşma nedeniyle gıdalarda 

alerjenlerin varlığı gıda güvenliği ve tüketici sağlığı açısından önemli bir risk 

oluşturmaktadır. Bu sebeple gıdalardaki alerjenlerin tespiti ve etikette yasal 

düzenlemelere uygun bir şekilde beyan edilmesi oldukça önemlidir. 

 

Sert kabuklu meyveler önemli bir alerjen grubunu oluşturmaktadır. Badem ve fındık 

ülkemizde yetiştirilen ve sıklıkla tüketilen sert kabuklu meyvelerin başında gelmektedir. 

Bu meyveler ham veya kavrulmuş olarak tüketilebilmekte veya birçok gıdanın üretiminde 

bileşen olarak kullanılmaktadır. Sağlık ve beslenme açısından yararlı besinler olmasına 

karşın fındık ve badem bazı kişilerde alerjik reaksiyonlara sebep olabilmektedir. Bu 

nedenle gıdalardaki fındık ve badem alerjenlerin belirlenmesi gıda güvenliğinin 

sağlanması ve tüketici sağlığının korunması için gereklidir. Ayrıca fındık ve badem 

çeşitlerinde bulunan alerjenlerdeki farklılıkların belirlenmesi hem tüketiciler hem de 

üreticiler için önem arz etmektedir. 

 

Çalışmada gıdalardaki badem ve fındık alerjenlerinin proteomiks tekniği ile 

belirlenebilmesi amacıyla LC-QTOF/MS cihazı kullanılarak metot geliştirilmiş ve 

validasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Öncelikle fındık ve badem örneklerinde 

protein ekstraksiyonu amacıyla TRIS/HCl, amonyum karbonat, dibazik sodyum fosfat ve 

0,01 M HCl tamponları kullanılarak ekstraksiyon denemeleri yapılmış ve tüm örneklerde 

200mM TRIS/HCl çözeltisi ile en yüksek ekstraksiyon verimi elde edilmiştir.   

 

Kavrulmamış fındık ve badem örneklerinde alerjen peptid dizilimlerinin belirlenebilmesi 

için ekstraksiyon ve enzimatik parçalanma sonrası örnekler LC-QTOF/MS cihazı ile 
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analiz edilerek kütle spektrumları elde edilmiştir. Kütle spektrumunda yer alan 

parçalanma ürünlerinin kütlelerine ait bilgilerden peptidin sekansının belirlenebilmesi 

amacıyla veriler Matrix Science Mascot yazılımına yüklenmiş ve SwissProt/NCBIprot 

kütüphaneleri taranarak fındık ve bademe özgü olan alerjen peptid dizilimleri 

belirlenmiştir. UNIPROT veritabanı yardımıyla peptid dizilimlerinin doğrulaması 

yapılmıştır.  

 

Kavrulmamış örneklerdeki alerjen peptid dizilimleri belirlendikten sonra, örneklere farklı 

sıcaklık ve sürelerde kavurma işlemi uygulanarak ham örneklerde belirlenmiş olan peptid 

dizilimlerinin ısıl işlem sonrası stabilitelerini devam ettirip ettirmediği araştırılmıştır. 

Peptid yoğunluğuna örneklerdeki protein miktarının potensiyel etkisini belirlemek 

amacıyla, çeşitli süre ve sıcaklıklarda kavurma işlemi uygulanmış örneklerin protein 

miktarı belirlenmiş ve kavurma sonrası protein değerlerinde kontrol örneğine göre 

istatistiksel olarak önemli bir düşüş tespit edilmiştir.  

 

Farklı süre ve sıcaklıklarda kavurma işlemi sonrası örneklere ait kütle spektrumları veri 

tabanında incelenmiş ve bazı peptid dizilimlerinin varlığını devam ettirirken bazılarının 

ise stabilitelerini kaybettiği görülmüştür. Isıl işlem sonrası stabilitesini koruyan 

INTVNSNTLPVLR (Cor a 9.1), VQVVDDNGNTVFDDELR (Cor a 9.2) dizilimleri 

fındık alerjenlerinin tespiti, ALPDEVLQNAFR (Pru du 6.02.01) ve 

VQVVNENGDPILNDEVR (Pru du 6.02) peptid dizilimleri ise badem alerjenlerinin 

tespiti amacıyla marker olarak belirlenmiştir. Yapılan validasyon çalışmaları sonrası kek 

ve dondurma matriksleri içerisinde bulunan marker peptid dizilimleri için minimum tespit 

seviyesi 10 ppm olarak tespit edilmiştir.  

 

Çalışmada ayrıca ülkemizde yetiştirilen önemli fındık ve badem çeşitlerinde alerjen 

proteinlerde farklılık olup olmadığı araştırılmıştır. Fındıkta Çakıldak, Foşa, Mincane, 

Palaz ve Tombul çeşitleri; bademde ise Ferragnes, Ferraduel, Nonpareil, Teksas ve 

Laurenne çeşitleri incelenmiştir. Veri tabanındaki araştırmalar sonucunda alerjen 

kompozisyonu açısından çeşitler arasında bir fark olmadığı ancak marker olarak 

belirlenen peptid dizilimlerinin konsantrasyonlarında çeşitler arasında istatistiksel olarak 

(p<0.01) önemli bir fark olduğu belirlenmiştir. Fındık çeşitleri içerisinde en yüksek Cor 
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a 9.1 ve Cor a 9.2 konsantrasyonları sırasıyla Çakıldak ve Mincane çeşidinde tespit 

edilmiştir. Bademde ise Teksas ve Laurenne çeşitleri Pru du 6.0201 ve Pru du 6.02 

alerjenlerinin konsantrasyonlarının en yüksek tespit edildiği çeşitlerdir.  

 

Bu çalışma ile fındık ve bademdeki alerjen peptid dizilimleri yüksek hassasiyet ve 

seçiciliğe sahip olan LC-QTOF/MS cihazı kullanılarak proteomiks yöntemiyle 

belirlenmiştir. Böylece tek bir analiz ile farklı gıda matrikslerinde bulunan alerjen peptid 

dizilimlerinin çoklu tespiti mümkün olmaktadır. Çalışma yanlış etiketlenme veya çapraz 

bulaşma sonucu alerjen tespit edilen gıda ürünlerinin geri çağrılmasından kaynaklanan 

ekonomik kayıpların engellenmesine ve gıda güvenliğinin sağlanmasına katkıda 

bulunulacaktır. Ayrıca Türk Gıda Kodeksi Etiketleme ve Tüketicileri Bilgilendirme 

Yönetmeliği’nde gıdaların etiketinde belirtilmesi zorunlu olan alerjen gruplarından 

bazılarının tespit edilmesine olanak sağlanacaktır.  

 

Yapılan çalışmanın alerjenlerin proteomiks yöntemiyle çoklu belirlenmesine bir temel 

oluşturduğu ve diğer alerjen gıda gruplarındaki alerjenlerin tespit edilmesi çalışmalarına 

da fayda sağlayacağı düşünülmektedir.  Ayrıca gıda alerjenleri üzerine yapılacak olan 

yeni araştırma ve projeler için yol gösterici olacaktır.  
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