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OZET

BAZI DOGAL ANTIOKSIDANLARIN VE FARKLI PiSIRME
KOSULLARININ KOFTELERDE HETEROSIKLIK AROMATIK
AMIN OLUSUMU UZERINE ETKILERIi

ERDOGAN, Beyza

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Ozgiil OZDESTAN OCAK

Agustos 2020, 134 Sayfa

Gidalarda 1s1l islem uygulamalariyla meydana gelen heterosiklik aromatik
amin (HCA) bilesikleri, gidalarla birlikte tiilketimiyle insan saglig1 agisindan ciddi
olumsuz etkilere sebep olabilecek potansiyele sahiptir. Bu tez calismasinda, farkli
oranlarda (%0, %1 ve %?2) propolis ekstrakti, ke¢iboynuzu ekstrakti, kusburnu
cekirdegi yag1 ve kabak ¢ekirdegi yagi ilavesiyle %20 yag igerigine sahip dana eti
kofteleri hazirlanmistir ve farkli kosullarda pisirilerek HCA igerikleri ve miktarlar
tizerindeki etkileri belirlenmistir. Pisirme 6ncesinde her bir 6rnek grubuna nem,
protein, yag, kiil ve pH analizleri yapilmistir. Kofte 6rnekleri 150°C, 200°C ve
250°C sicakliklarda, firinda ve tavada pisirildikten sonra yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) cihaziyla elde edilen piklerden yararlanilarak DAD
dedektorde IQ, MelQx ve 4,8-DiMelQx bilesikleri, fluoresans dedektorde ise PhIP,
norharman ve harman bilesikleri belirlenmistir. Analiz sonuglarna gore farkl
oranlarda kullanilan dogal antioksidan 6zellige sahip katkilarin, farkli sicaklik ve
pisirme yontemi parametrelerine gore degerlendirilmesiyle HCA bilesiklerinin
olusumunu 6nemli diizeyde azalttig1 gézlemlenmistir. Pisirme yontemine de bagl
olarak genellikle sicaklik artisiyla beraber toplam HCA miktar1 artmaktadir. Katki
ilaveli ornekler arasinda en yliksek toplam HCA miktar1 (9,52 ng/g) %2 kusburnu
¢ekirdegi yagi ilaveli 200°C’de tavada pisirilen 6rneklerde goriiliirken, en diisiik
toplam HCA miktar1 (0,97 ng/g) ise 150°C’de tavada pisirilen 6rneklerde tespit
edilmistir. Kontrol grubuna ait 6rneklerin toplam HCA igeriginin diger gruplardan
anlaml diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05). Toplam HCA olusumu
tizerinde en yiiksek inhibe edici etkiyi kegiboynuzu ekstrakti gosterirken en diislik

inhibisyon kusburnu cekirdegi yaginda goriilmiistiir. Tavada pisirilen koftelerin



toplam HCA igerigi firinda pisirilenlere gore daha yiiksek bulunmustur. Tiim analiz

sonuglart istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: kabak cekirdegi yagi, kegiboynuzu ekstrakti, kofte, kusburnu

cekirdegi yagi, propolis ekstrakti, heterosiklik aromatik amin
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ABSTRACT

EFFECTS OF SOME NATURAL ANTIOXIDANTS AND
DIFFERENT COOKING CONDITIONS ON THE FORMATION OF
HETEROCYCLIC AROMATIC AMINE IN MEATBALLS

ERDOGAN, Beyza

MSc in Food Eng.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozgiil 0ZDESTAN OCAK

August 2020, 134 pages

Heterocyclic aromatic amine (HCA) compounds, which are formed by heat
treatment in foods, have the potential to cause serious negative effects on human
health with their consumption with food. In this thesis, beef meatballs with 20% fat
content were prepared with the addition of propolis extract, carob extract, rosehip
seed oil and pumpkin seed oil in different ratios (0%, 1% and 2%), and their effects
on HCA contents and amounts were determined by cooking in different conditions.
Before cooking, moisture, protein, fat, ash and pH analyzes were performed for
each sample group. Meatball samples were cooked at 150°C, 200°C and 250°C, in
the oven and pan, and by using the peaks obtained by HPLC analysis, 1Q, MelQx
and 4,8-DiMelQx compounds were determined at DAD detector, PhIP, norharman
and harman compounds were determined at fluorescence detector. According to the
results of the analysis, it has been observed that the additives with natural
antioxidant properties, which are used at different proportions, significantly reduce
the formation of HCA compounds by evaluating them according to different
temperature and cooking method parameters. Depending on the cooking method,
the total amount of HCA generally increases with the increase in temperature.
Between the samples with additives, the highest total HCA amount (9,52 ng/g) was
seen in the samples cooked in a pan with 2% rosehip seed oil extract at 200°C, while
the lowest total HCA amount (0.97 ng/g) was in the samples cooked in a pan at
150°C. It was determined that the total HCA content of the samples belong to the
control group was significantly higher than the other groups (P<0.05). Carob extract
had the highest inhibitory effect on total HCA formation, while the lowest inhibition
was seen in rosehip seed oil. The total HCA content of meatballs cooked in the pan

Vil



was found higher than those cooked in the oven. All the analysis results were
evaluated statistically.

Keywords: pumpkin seed oil, carob extract, meatball, rosehip seed oil,
propolis extract, heterocyclic aromatic amine
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ONSOZ

Bu ¢alismada kanserojenik ve mutajenik etkileri oldugu bilinen ve kanser gibi
insan saglig1 i¢in ciddi tehdit olusturan hastaliklarla iliskisi belirlenen heterosiklik
aromatik amin bilesiklerinin, ¢esitli dogal ekstraktlarin kullanimiyla gida
formiilasyonunda olusumunun Onlenmesi amaclanmistir. Et ve et iirlinleri gibi
protein bakimindan zengin gidalar1 tiiketime hazirlamak amaciyla uygulanan
yiiksek sicakliklarda ve uzun stireli pisirme islemleri HCA bilesiklerinin olusumuna
zemin hazirlamaktadir. Gilinlimiize kadar yapilan caligmalar, gidalarda HCA
olusum miktarini etkileyen en 6nemli parametrelerin pisirme sicakligi ve pisirme
yontemi oldugunu ve ortamdaki antioksidan maddelerin HCA olusumunu 6nemli

miktarda azaltabildigini veya tamamen inhibe edebildigini gostermistir.

Tez calismast kapsaminda dogal antioksidan o6zellige sahip propolis ve
keciboynuzu ekstraktlari ile kusburnu ¢ekirdegi yagi ve kabak ¢ekirdegi yaglari,
pisirme isleminden 6nce %0 (kontrol grubu), %1 ve %2 oraninda %20 yag icerigine
sahip dana eti koftelerine ayr1 ayri ilave edilerek 6rnekler hazirlanmistir. Hazirlanan
tim ornek gruplari, 150°C, 200°C ve 250°C sicakliklarda, firinda ve tavada
pisirilmistir. Pisirme islemi 6ncesinde koftelere nem analizi, protein analizi, yag
analizi, pH Ol¢limii, kiil analizi yapilmistir. Pisirilen koftelerde ise HCA, pisirme
kaybi, Tiyobarbiitirik asit, toplam fenolik madde miktari, antioksidan aktivite ve
¢ozlinilir protein analizleri uygulanmistir. Farkli pisirme yontemlerinin ve pisme
sicakliklarinin dana koftelerinde HCA olusumuna etkileri incelenmistir. Et ve et
tirtinlerinin daha giivenilir sekilde tiiketime hazirlanmasi icin literatiire 6zgiin ve

Oonemli sonuglara sahip bir ¢aligma kazandirilmistir.

Tez c¢aligmam siiresince arastirma konumun belirlenmesinde ve
planlanmasinda, analizlerin yliriitiilmesinde ve sonuglarin degerlendirilmesinde
degerli zamanini ayiran, bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen, destegini her zaman
hissettigim saym hocam Dog. Dr. Ozgiil OZDESTAN OCAK’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.
[ZMIR
28/08/2020
Beyza ERDOGAN
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1.GIRIS

Gidalara ¢esitli yontemlerle uygulanan 1s1l islemlerin iirliniin raf omriini
uzatmak, gida kaynakli patojenleri yok etmek, daha iyi duyusal ve fonksiyonel
ozellikler elde etmek, besinlerin sindirilebilirligini ve biyoyararliligini artirmak,
biyoaktif bilesenleri serbest birakmak ve beslenme kalitesini artirmak gibi 6nemli
bircok faydasi bulunmaktadir (Van Boekel et al., 2010). Ancak bazi durumlarda
gidalarin islenmesi sirasinda insan sagligi acisindan zararl olabilecek bilesenlerin
ortaya ¢ikt1g1 bilinmektedir. Ozellikle, islemenin bir sonucu olarak olusan polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, akrilamid, nitrozaminler ve heterosiklik aromatik amin
bilesikleri gibi potansiyel olarak mutajenik ve kanserojen maddelerin olusumu son
yillarda ¢ok dikkat ¢ekmektedir (Stadler and Lineback, 2008; Zamora and Hidalgo,
2020).

Heterosiklik aromatik aminler (HCA’lar), et ve et iiriinleri gibi zengin protein
icerigine sahip gidalarin yiiksek sicaklikta ve/veya uzun siireli gergeklestirilen
pisirme islemiyle meydana gelen bilesiklerdir (Oz ve Kaya, 2007). i1k kez 1977
yilinda Japon biyokimyaci Profesdr Sugimura ve meslektaslar1 tarafindan,
pisirilmis kirmizi ette ve balikta kesfedilmistir ve giiniimiize kadar farkli gidalardan
izole edilen 30’dan fazla sayida HCA bilesigi tanimlanmistir (Turesky, 2010;
Zamora and Hidalgo, 2020). Arastirmacilar, HCA’larin gidalarla beraber tiikketimi
sonucunda insanlarda kolon, prostat, akciger, karaciger ve gastrointestinal sistemde
timdr olusumuna neden olabilecek kanserojen etkilerinin oldugunu tespit
etmislerdir (Sugimura et al., 2004; Rahman et al., 2014).

HCA’larin zararli etkileri nedeniyle gidalarda olusumunun 6nlenmesini
amaglayan ¢alismalar yapilmaktadir. Gidalarda HCA bilesiklerinin olusumu; amino
asitler, sekerler ve kreatin onciiliigiinde gerceklesmektedir (Cheng et al., 2007).
Gidalarda indirgen sekerler ile peptid, amino asit veya aminlerin beraber bulunmasi
durumunda 6zellikle yiiksek sicakliklardaki (150-300°C) islemlerde gerceklesen
Maillard raeaksiyonu sonucunda HCA’lar olugmaktadir (Jagerstad et al., 1998).
Genellikle tipik pigsirme ve kizartma iglemleri sirasinda (200°C civarinda 1sil
islemlerde) ortaya c¢ikan ve termik HCA’lar olarak da adlandirilan
aminoimidazoazarenler ve amino asitler ile proteinlerin 250°C tizerindeki sicaklik
uygulamalariyla prolizi sonucu ortaya ¢ikan aminokarbolinler olarak
siiflandirilmaktadirlar (Zamora and Hidalgo, 2015).



Genel olarak yiiksek pisirme sicakliklarinda HCA bilesiklerinin ortaya ¢iktigi
bilinmektedir ancak diistik sicakliklarda uygulanan uzun siireli islemler de diger
faktorlerle beraber HCA olusumuna sebep olmaktadir (Skog et al., 1998). Gidalarda
HCA olusumu ppb diizeyinde olmakla birlikte, genellikle; etin tipine, pisme
sicaklig1 ve siiresine, pisirme yontemine ve kullanilan ekipmanlara; etin pH’sina,
karbonhidrat, lipid, serbest amino asit, kreatin igerigine ve lipid oksidasyonuna
bagl olarak degisebilmektedir (Oz et al., 2007; Szterk and Waszkiewicz-Robak,
2014). Calismalar tavada kizartilmis, mangalda/izgarada pisirilmis veya kavrulmus
et drneklerinin diger yontemlerle pisirilen 6rneklere gore daha yiliksek miktarda
HCA igerdigini gostermistir (Cross and Sinha, 2004).

Gidalardaki lipid oksidasyonlarinin HCA olusumunda etkili oldugunun
anlagilmasiyla beraber 0Ozellikle et ve et {riinlerinde kullanilabilecek
antioksidanlarin arastirilmas1 onem kazanmistir (Oz ve Kaya, 2007). Etlerde
oksidasyonun Onlenmesi veya azaltilmasi amaciyla dogal ve sentetik
antioksidanlarin etkin bir sekilde kullanilabildigi bilinmektedir. Ancak sentetik
antioksidanlarin toksik etkiye sahip olma riskleri ve giivenilirlik sorunlari
nedeniyle, dogal antioksidanlarin kullanim1 daha ¢ok tercih edilmektedir. Bir¢ok
gida, et ve et lriinlerinde dogal antioksidan olarak kullanilabilir (Bastida et al.,
2009). Daha 6nceki calismalarda ¢aydaki polifenolik bilesenlerin ve domateslerden
elde edilen karotenoid ekstraktinin model sistemlerde HCA miktarin1 azalttigi
gozlemlenmistir (Weisburger et al., 2002; Vitaglione et al., 2002). Gliniimiize kadar
yapilan ¢alismalar ¢esitli bitkisel ekstraktlarin, et ve et iiriinlerinin formiilasyonuna
dogrudan ilavesiyle (Cheng et al., 2007; Rounds et al., 2012; Keskekoglu and Uren,
2014, 2017) veya marinasyon yoluyla (Gibis and Weiss, 2012) HCA olusumunun

etkili bir sekilde azaltabilecegini kanitlamistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda kofte 6rnekleri 4 gruba ayrilip her gruba (%0, %1
ve %2 konsantrasyonlarda) ayr1 ayr1 propolis ekstrakti, keciboynuzu ekstrakti,
kabak cekirdegi yagi ve kusburnu g¢ekirdegi yagi eklenmistir. Katki icermeyen
ornek grubu (%0 konsantrasyon), kontrol grubu olarak tanimlanmigtir. Tiim
ornekler tiiketiciler tarafindan tercih edilen tavada ve firinda pisirme yontemleri
kullanilarak ti¢ farkli sicaklikta (150°C, 200°C ve 250°C’de) pisirildikten sonra
igerdikleri HCA miktar1 belirlenmistir. Pisirilmis kofte 6rneklerinde ve kullanilan
katkilarda toplam fenolik madde miktar1 analizi ve antioksidan aktivite analizi
yapilarak bu sayede kullanilan dogal antioksidan 6zelligi yiiksek katkilarin, kofteler
tizerindeki antioksidan etkileri belirlenmistir. Ayrica koftelere pisirme dncesinde

nem analizi, protein analizi, yag analizi, kiil analizi ve pH 6l¢iimii yapilmistir. Kofte



orneklerinde farkli yontemlerle ve farkli sicakliklarda pisirildikten sonra meydana
gelen 1Q, MelQx, 4,8-DiMelQx, PhIP, norharman, harman bilesikleri ve toplam
HCA miktan yiiksek performanslh sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir.
Pismis koftelerde HCA analizi, toplam fenolik madde miktar1 analizi ve antioksidan
aktivite analizinin yani sira Tiyobarbiitirik Asit (TBARS) analizi ve ¢oziiniir protein
analizi yapilmistir. Tiim analizlerin sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark olup olmadigi belirlenmistir (P<0,05).



2. GENEL BILGILER

2.1. HCA’larmn Yapisi

Heterosiklik aminler, HCA’lar olarak da adlandirilan ve en az bir tane
aromatik ve heterosiklik yapiya sahip olan bilesiklerdir. Tiim HCA’lar, 2-5
araliginda (genellikle 3) aromatik halkadan olusurlar (Alaejos and Afonso, 2011).
Diiz ve ¢ok halkali olan bu yap1 temel olarak azot, ekzosiklik amino grubu ve metil
gruplarindan olusur (Jégerstad et al., 1998). Harman, norharman, Lys-P-1
bilesikleri haricinde bu halkaya bagli bir veya daha fazla azot ve ekzosikliklik grup
bulunur ve bu sayede karakterize edilirler (Alaejos and Afonso, 2011). Ayrica,
metil gruplarinin sayisi ve pozisyonlar: bu mutajen sinifinin sayisini biiyiik 6lgiide
arttirmaktadir ve bu nedenle yeni mutajenlerin tanimlanmast her zaman
muhtemeldir (Weisburger, 2002; Cheng et al., 2006).

Heterosiklik aminler, genel olarak, yapilarina ve olusum sekillerine gore
aminoimidazoaroarenler (polar) ve aminokarbolinler (apolar) olarak iki ana gruba
ayrilmaktadir (Skog et al., 1998). Her iki gruba ait bilesikler de sadece ette degil,
zengin protein igerigine sahip ve 1s1l islem uygulanan tiim gidalarda bulunabilirler
(Pfau and Skog, 2004). Her iki gruba ait HCA’larin 6zellikleri Tablo 2.1°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. HCA’larin isim ve 6zellikleri (Oz ve Kaya, 2006; Barzegar et al., 2019)
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Tablo 2.1. HCA’larin isim ve dzellikleri (Oz ve Kaya, 2006; Barzegar et al., 2019) (devami)
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Tablo 2.1. HCA’larin isim ve 6zellikleri (Oz ve Kaya, 2006; Barzegar et al., 2019) (devami)
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Aminokarbolinler, genellikle ekzosiklik grup igerirler ve bazen ekzosiklik
metil grubu piridin halkasina indol veya imidazol kismindan bagli olarak bulunur
(Jagerstad et al., 1998). Genel olarak aminokarbolinler; a-karbolinler (AaC ve
MeAaC), B-karbolinler (harman ve norharman), y-karbolinler (Trp-P-1 ve Trp-P-
2) ve é-karbolinler (Glu-P-2 ve Glu-P-2) olarak simiflandirilirlar. Bu grupta (-

karbolinler istisnadir ¢iinkii ekzosiklik amino grubu icermezler ve ko-mutajenler
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olarak adlandirilirlar. Ayrica aminokarbolinler nitrite duyarhidirlar ve nitrit
uygulamalar1 mutajenik aktivitelerini kaybetmelerine neden olur (Hatch et al.,
1988; Tsuda et al., 1985; Jagerstad et al., 1998).

Tiim aminoimidazoaroarenler, bir 2-amino-imidazo grubu ve imidazol
halkasindaki azotlardan birine bagh bir metil grubu igerir. Bu yapinin kreatinden
kaynaklandg1 diisiiniilmektedir. Bu yapiya bagli olarak imidazopiridin (PhIP, 4b-
OH-PhIP, DMIP, TMIP), imidazokinolin (IQ ve MelQx) ve imidazokinokzalin
(IQx, MelQx, DiMelQx, TriMelQx) olarak siniflandirilabilirler (Jagerstad et al.,
1998).

Genel olarak aminoimidazoaroarenlerin aksine aminokarbolinlerde bir metil
grubu eksiktir ya da 6’11 halkaya baghdir. Ayrica yine aminokarbolinlerde 5’li
aromatik halkalar, 6’11 aromatik halkalar arasinda (biri veya ikisi piridinden olusan)
bir sandvi¢ olusturacak sekilde bulunmaktadir (Wakabayashi et al., 1997; Cheng et
al., 2006).

2.2. HCA’larin Olusumu

Aminokarbolinler, ilk kez sigara dumanindan izole edilmislerdir (Jédgerstad et
al., 1998). Aminokarbolinlerin baslica dnciileri amino asitler ve proteinlerdir ve
olusumlar1 bir 6ncii olarak kreatin/kreatinin’e bagli olmadigindan, hem hayvan hem
de bitki kaynakl gidalarda yiiksek sicakliklarda meydana gelebilirler (Cheng et al.,
2006). Protein ve peptitlerin yiiksek sicaklikta (genellikle 300°C' nin iizerinde)
pirolizi sirasinda iiretilen ve pirolittk HCA'lar olarak da bilinen bilesiklerdir
(Gasperlin et al, 2009; Pleva et al., 2020). Triptofan, glutamik asit, lisin ve
fenilalanin gibi amino asitlerin yada kazein, albiimin, gliiten ve soya globiilini gibi
proteinlerin pirolizi HCA olusumunda rol oynamaktadir (Jagerstad et al., 1998).
Triptofanin degradasyonuyla Trp-P-1 ve Trp-P-2, glutamik asidin degradasyonuyla
Glu-P-1 ve Glu-P-2 gibi pirolitik HCA’lar olustugu diisiiniilmektedir (Nagao et al.,
1983; Chang et al., 2019). Aminokarbolin grubu igerisinde en yaygin bulunanlar
norharman ve harman bilesikleridir (Gasperlin et al, 2009; Pleva et al., 2020).

Aminoimidazoaroarenler, amino asitler, indirgen sekerler ve kreatin/kreatinin
varliginda genellikle 150°C’nin tizerindeki islemlerde Maillard reaksiyonun yan
iiriinii olarak meydana gelirler ve termik HCA’lar olarak da adlandirilirlar (Zamora
and Hidalgo, 2015). Aminoimidazoaroarenlerin pismis gidalardaki mutajenitenin

baslica sorumlusu oldugu diistiniilmektedir (Felton and Knize, 1991).



Simdiye kadar 20’den fazla aminoimidazoaroaren izole edilip
karakterizasyonu  yapilmistir ~ ve  imidazopiridin,  imidazokinolin  ve
imidazokinokzalin olarak tanimlanan {i¢ temel yapinin tiim bilesiklerde bulundugu
belirlenmistir (Zamora and Hidalgo, 2015). Bu termik HCA’lar; o,B-dikarbolin
olusumu asamasinda alti karbonlu indirgen seker ve amino asitler arasindaki
Maillard reaksiyonu sirasinda, daha sonra a-aminokarbolin olusumu asamasinda
Strecker degradasyonu sirasinda ve piridin veya pirazin halkasinin olusumu
sirasinda ortaya ¢ikabilirler. Ayrica, aldehit ve kreatinin arasindaki reaksiyon
asamasinda imidazol ve devamindaki kinolin ve kinokzalin arasindaki reaksiyon
sirasinda I1Q, IQx, MelQ, 8-MelQx gibi imidazokinolin veya imidazokinokzalin (1Q
tipi) bilesikler olusabilmektedir (John and Beedanagari, 2014; Chang et al., 2019).

Genel olarak aminoimidazoaroarenlerin olusum mekanizmas: Sekil 2.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Aminoimidazoaroaren grubu HCA’larin olusum yolu (Jagerstad et al., 1998).

Aminoimidazoaroarenlerin olusumunu etkileyen baglica faktorler, pH,
kreatin konsantrasyonu, amino asit ¢esidi, islem sicaklig1 ve siiresidir. Ozellikle
MelQx ve DiMelQx olusumunda kritik parametrelerin islem siiresi ve sicakligi
oldugu belirlenmis ve islem siiresince kreatin konsantrasyonundaki azalmanin bu
bilesiklerin olusumu ic¢in bir gosterge oldugu distinilmistir (Jackson and
Hargraves, 1995).

2.3. Gidalarda HCA’larin Olusumuna Etki Eden Faktorler



Gidalarda HCA olusumunu etkileyen ¢ok sayida faktor vardir. HCA’larin
cesitleri ve konsantrasyonlar1 genel olarak; pisirme sicakligi, pisirme yontemi
(1zgara, kizartma, haslama vs.) ve siiresi, kullanilan etin tipi (sig1r eti, domuz eti,
kiimes hayvanlari, balik), oncli madde igerigi (sekerler, serbest amino asitler ve
kreatin), pH ve su aktivitesi, yag igerigi, 1s1 ve kiitle transferi ve antioksidanlara
bagli olabilmektedir (Pais et al., 1999; Oz, 2011; Keskekoglu and Uren, 2014).

2.3.1. Etin Tipi

Etin tiirti (dana eti, domuz eti, tavuk eti, balik vs.) ve 6rnegin hazirlanma sekli
(derili veya derisiz olmast vs.) olusan HCA miktarin1 etkilemektedir. Et
orneklerinin pH’s1, nem seviyesi, yag ve protein i¢erigi gibi parametreler de olusan

HCA'larin yapisini ve miktarini degistirebilir (Puangsombat et al., 2012).

Kirmiz1 et, diyette protein ve esansiyel/fonksiyonel lipitlerin 6nemli bir
kaynagidir. Ancak tiiketiminin kardiyovaskiiler hastaliklarin ve kolon kanserinin
olusum riskini artirabilmesi, kirmiz1 etin sagliktaki roliiniin olumsuz algilanmasina
neden olmaktadir (Kontogianni et al., 2008; Manful et al., 2020). Literatiirde, genel
olarak pigmis sigir etindeki HCA miktari; kirmizi ette PhIP seviyeleri 35 ng/g’a
kadar, AaC 0-20 ng/g, MelQx 0-10 ng/g, 4,8-DiMelQx 0-5 ng/g, Trp-P-1 ve Trp-
P-2 daha diisiik seviyelerde ve yaklasik 0-1 ng/g olarak 6zetlenmistir (Layton et al.,
1995; Murkovic, 2007; Quelhas et al., 2010).

Baz1 sakatatlarin (s1g1r karacigeri, kuzu bobregi ve sigir dili) pisirilmesiyle
HCA igerikleri incelenmis ve tiim Orneklerde en yaygin olarak norharman ve
harman bilesiklerinin (0,20-8,87 ng/g) bulundugu, buna karsin PhIP (< 0,12 ng/g),
DMIP (< 0,25 ng/g), MelQx (< 0,21 ng/), MelQ (<0,1 ng/g) ve 4,8-DiMelQx (<
0,02 ng/g)’in daha diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir. 1Q, Trp-P-1, Trp-P-2,
AaC ve MeAaC bilesikleri ise hi¢bir 6rnek grubunda tespit edilmemistir (Khan et
al., 2009).

Tavuk eti ile kirmiz1 etin yapisindaki temel fark, tavuk etinin daha diisiik yag
icerigi iken ayn1 zamanda amino asit yapisi ile seker ve kreatin icerigi de farklidir
(Borgen et al., 2001; Solyakov and Skog, 2002). PhIP tavukta pisirme sirasinda
dana eti, domuz eti veya baliktan daha kolay olusurken, MelQx miktar1 pismis
tavukta, pismis dana eti ve domuz etine gore daha diisiiktiir (Skog et al., 1998 ;
Solyakov and Skog, 2002).



MelQx ve PhIP, yaygin olarak tiiketilen etlerde, kiimes hayvanlarinda ve
baliklarda en ¢ok tespit edilen HCA’lardir (Sinha et al., 1998; Knize et al., 1999).
HCA’larin olusumu genellikle etin dis ylizeyinde meydana gelir (Puansombat et al.,
2012). Mangalda pisirilen tavuk etlerinde norharman igeriginin, sigir eti ve domuz
etine kiyasla daha yiiksek oldugu ancak oOrneklerdeki en yliksek norharman
iceriginin domuz etinde ve en yiiksek harman igeriginin sigir etinde bulundugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda istisnalar olsa da, pisirme sonrasi etin yiizey renginin
HCA olusumuyla iliskili oldugu ve 6zellikle tavuk 6rneklerinde koyu ylizey rengine
sahip neredeyse tiim Orneklerin, daha acik yilizey rengine sahip et drneklerine
kiyasla daha yiiksek HCA konsantrasyonlarina sahip oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle, tiiketim acisindan daha agik yiizey rengine sahip olan etlerin tercih
edilmesi Onerilmistir (Aaslyng et al., 2013).

Tavada pisirilen baliklarda, ayn1 yontemle daha diisiik sicakliklarda pisirilmis
tavuk Orneklerine gore daha diisiik miktarda 4,8-DiMelQx olusumu
gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda MelQx ve 7,8-DiMelQx marine edilen tavuk
orneklerine gore ve PhIP marine edilmeyen tavuk 6rneklerine gore daha diisiiktiir
(Salmon et al., 2006). Farkli yontemlerle pisirilen tavuk 6rneklerinde toplam HCA

olusumunun, balik 6rneklerine kiyasla diisiik oldugu da belirlenmistir (Oz et al.,
2010).

HCA tiiketimini en aza indirmenin yollarindan biri, tavugu derili olarak
pisirmek ve daha sonra tiiketmeden Once deriyi ¢ikarmaktir. Bu sayede, pisirme
sirasinda deri dogrudan pisirme ylizeyine maruz kalir ve deri, HCA olusumunu
destekleyen yiiksek yag igerigine sahip olmasina ragmen, 1sinin et yiizeyine daha
etkili bir sekilde iletilmesini saglayarak bir avantaj saglar. Derisi ile pisirilen
tavukta HCA’lar deri {izerinde olusup daha sonra uzaklastirilabilecegi icin derisiz
pisirilen tavuga gore HCA igerigi agisindan daha gilivenlidir (Puansombat et al.,
2012; Rannou et al., 2016).

Izgarada pisirilen tavuk gogsii 6rneklerinde diisiik sicakliklarda (150°C) PhIP
bilesigi gibi termik HCA’lar daha yiiksek oranda goriiliirken, daha yiiksek
sicakliklarda (230°C) harman bilesiginin diger HCA’lara oranla daha yiiksek
seviyelerde olustugu ve toplam HCA miktarinin %50’den fazlasinin etin dis
yiizeyinde ve derisinde bulundugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda analiz edilen
deriye sahip tiim 6rneklerde, derisiz 6rneklere gore toplam HCA miktar1 daha fazla
bulunmustur (Pleva et al., 2020).
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2.3.2. Pisirme Yontemi

Pisirme islemleri, gidalara lezzet, sindirilebilirlik, duyusal O6zelliklerin
gelistirilmesi, net besin kazancinin artmasi, muhafaza ve gilivenlik (patojen ve
parazitlerden) acisindan fayda saglarken, kontrolsiiz uygulamalar nedeniyle etlerde
lipit oksidasyonu ve Maillard reaksiyonu yoluyla son iiriiniin beslenme kalitesini
etkileyebilmektedir (Boback et al., 2007; Manful et al., 2020). Bu sebeple et ve et
tirinlerinde HCA olusumu i¢in en 6nemli faktorlerden biri pisirme yontemidir
(Alaejos and Afonso, 2011).

Dana etlerinde tavada kizartma isleminin (0,252- 0,940 ng/g), haslama (0,032
ng/g) ve sous-vide (0,036-0,123 ng/g), yontemine gore toplam HCA miktarini
artirdig1 belirlenmistir (Oz and Zikirov, 2015). Bunun sebebi olarak haslama
isleminin, muhtemelen diislik pisirme sicakligi (<100°C) nedeniyle tespit edilebilir
miktarda HCA olusumuna yol agmamasi olabilecegi belirtilmistir (Skog and
Solyakov, 2002; Oz and Zikirov, 2015). Bir¢ok ¢alisma, kizartma ve kavurma
islemlerinin ette yiikksek HCA iceriginin olusumuna neden olan baslica yontemler
oldugunu gostermistir (Solyakov and Skog, 2002; Salmon et al., 2006; Liao et al.,
2010).

Derin yagda kizartma ile genellikle diisiik seviyelerde (genellikle 0,5 ng/g'in
altinda) HCA olustugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda pisirme yontemi olarak 1zgara
ve mangaldan kaginmak, tavuk ve dana etlerinde HCA olusumunu azaltma
yontemlerinden biridir. Mikrodalgada pisirme de, iirliniin i¢inde 1sinin iiretildigi ve
yiizeylerin 1sinmasiyla {irliniin yiizeyle temas eden kisimlarinin daha fazla
1sinmasina sebep olmayacak 1limli bir yontem olarak bilinmektedir. Ayn1 zamanda,
mikrodalga kullanilarak yapilan 6n 1sitma, ette meydana gelen sizint1 nedeniyle
oncli maddelerin kaybini saglayabilmesi nedeniyle HCA olusumunu azaltabilir.
Ancak direkt olarak mikrodalgada pisirilen orneklerdeki nispeten yiiksek HCA
icerigi dikkate alinarak, mikrodalgada ©on 1sitmanin, direkt olarak pisirme
uygulamasina goére HCA olusumu acisindan daha giivenilir oldugu
diisiiniilmektedir (Felton et al., 1994; Jinap et al., 2013; Solyakov and Skog, 2002;
Oz et al., 2010).

Soya yaginda kizartilan balik koftelerinde, uygulanan sicakliga (150°C,
170°C, 190°C ve 210°C) bagli olarak toplam HCA igerigi 0,23-9,85 ng/g araliginda
degismistir. Kizartma sirasinda ayni yagin siirekli kullanimi IQ, PhIP, MelQx, ve

AoaC bilesiklerinin olusumunu desteklemistir ve toplam HCA igeriginde artisa
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sebep olmustur. Tercih edilen sicakliklar arasinda, 210°C’de kizartilan 6rneklerde
toplam HCA icerigi 9,85 ng/g olarak belirlenmistir ve bu miktarin %80’ini 7,8-
DiMelQx olusturmaktadir. Ayn1 zamanda, 7,8-DiMelQx ilk olarak 170°C'de
kizartilmig Orneklerde tespit edilirken, PhIP 190°C ve 210°C’de kizartilan
orneklerde goriilmiistiir. Ayrica analiz edilen tiim 6rneklerde norharman ve harman
bilesikleri tespit edilmistir (Wang et al., 2015). Baska bir ¢calismada, 1Q, MelQx,
7,8-DiMelQx olusumunun kismen kizartma yaginin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinden etkilendigi tespit edilmistir. Sicak kizartma yagmin lipit
peroksidasyonu sirasinda serbest radikallerin tiretilmesi miimkiindiir, bu da belirli
HCA’larin olusumuna elverisli kosullar1 destekleyebilmektedir (Johansson et al.,
1993; Wang et al., 2015).

Yapilan bir caligmada farkli pisirme yontemlerinin tavuk gogiis eti ve drdek
gogiis etinde HCA olusumuna etkisi incelenmistir. Toplam HCA miktar1 tavada
kizartilan, derin yagda kizartilan, mangalda ve firinda pisirilen tavuk gdgsiinde
sirastyla, 27,4 ng/g, 21,3 ng/g, 112 ng/g, 4 ng/g; 6rdek gogsiinde 53,3 ng/g, 14 ng/g,
32 ng/g, 7 ng/g olarak belirlenmistir. Her iki et 6rnegi i¢cin HCA olusumunun
yiikksek oldugu pisirme yoOntemleri tavada kizartma ve mangalda pisirme
yontemleridir. HCA’lar arasinda en yiiksek miktarda olusanlar norharman (32,2
ng/g), harman (32 ng/g) ve PhIP (31,1 ng/g) mangalda pisirilen tavuk gogsiinde
tespit edilmistir (Liao et al., 2010).

Tavuk ve balik etlerinin farkli yontemler kullanilarak pisirilmesi sonucunda
en yiiksek toplam HCA igeriginin sirastyla mikrodalgada pisirilen, tavada kizartilan
ve mangalda pisirilen 6rneklerde bulundugu goriilmiistiir. En ytliksek toplam HCA
icerigi mikrodalga, tava, mangal, firin ve elektrikli ocak kullanilarak pisirilen balik
orneklerinde sirasiyla 18,09 ng/g, 6,98 ng/g, 5,22 ng/g, 4,28 ng/g ve 3,12 ng/g
olarak belirlenmistir. Tavuk 6rneklerinde bulunan en yiiksek ve en diisiik toplam
HCA igeriginin (sadece IQ ve 4,8-DiMelQx tespit edilmistir) mikrodalga
kullanilarak pisirilen 6rnek grubuna ait oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda firinda
pisirilen 6rneklerde ise 1Qx, IQ ve 4,8-DiMelQx, 1 ng/g’1n altinda iken, MelQx ve
PhIP tespit edilmemistir. Elektrikli ocak kullanilarak pisirilen tavuk orneklerinde
HCA’lar genellikle 1 ng/g’in altinda goriiliirken, toplam HCA igerigi pisirme
derecelerine gore 0,51-2,35 ng/g araliginda degismektedir. Neredeyse tiim
mangalda pisirilen tavuk Orneklerinde ve elektrikli ocakta pisirilen balik
orneklerinde 1Qx, 1Q, MelQx, MelQ, 7,8-DiMelQx ve 4,8-DiMelQx bilesikleri
bulunurken, mangalda pisirilen tavuklarda toplam HCA miktar1 1,97 ve 3,58 ng/g
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araliginda tespit edilmistir. Firinda pisirilen balik 6rneklerinde toplam HCA igerigi
18,09 ng/g iken, bu miktarin 17,84 ng/g’1 IQ bilesigine aittir (Oz et al., 2010).

Gilineydogu Asya’ya 6zgii bir yemek olarak bilinen satay, farkli yontemlerle
(komiirde 1zgaralama, mikrodalgada on 1sitma ile 1zgaralama ve mikrodalgada 6n
1sitma ile derin yagda kizartma) iki farkli (orta ve iyi) pisme derecesi hedeflenerek
pisirilmistir. Mikrodalga-derin yagda kizartma yontemiyle uygulanan orta pismis
tavuk ve s1gir eti sataylarda HCA tespit edilmemistir. Toplam HCA konsantrasyonu
mikrodalga-i1zgara yontemi ile orta pismis tavuk ve dana sataylarda sadece
1zgaralama yontemine gore %24 ve %21 daha diisiik iken, 1yi pismis sataylarda %35
ve %42 daha diisiiktiir. Izgaralanan sataylarda HCA olusumu mikrodalga-derin
yagda kizartma uygulananlara gére %97-98 daha fazladir (Jinap et al., 2013). Baska
bir calismada, kapali halde i1zgarada pisirilen tavuk Orneklerinin toplam HCA
iceriginin agik halde 1zgarada pisirilen Orneklere gore herhangi bir 1s1 kaybi
olusmamasi sebebiyle daha yiiksek oldugu ve 150°C ve 190°C’de 5-10 dk siireyle
pisirmenin daha uzun siireli ve daha yliksek sicakliklardaki pisirme islemlerine gore

HCA olusumunu azalttig1 goriilmiistiir (Pleva et al., 2020).

2.3.3. Pisirme Sicakhig1 ve Siiresi

Pisirme sicaklig1 ve siiresinin, et ve et iiriinlerinde HCA olusumu {izerinde,
etin tipi (dana eti, tavuk eti ve domuz eti) ve sahip oldugu onciillerden (kreatin,
kreatinin, sekerler ve serbest amino asitler) ¢cok daha fazla etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Aaslyng et al., 2013; Oz ve Kaya, 2011a; Oz and Zikirov, 2015).
Pisirme sicaklig1 ve siiresindeki artig genellikle HCA artisina neden olmaktadir.
Genel olarak 150°C ve altindaki pisirme islemlerinde, HCA olusumu ¢ok diisiik
veya tespit edilemeyecek seviyelerde iken, 190°C’nin iizerindeki sicakliklarda
keskin bir artis gostermektedir ve 200°C’den itibaren PhIP basta olmak iizere bazi
HCA’larin olusumu hizlanmaktadir (Aaslyng et al., 2013; Alaejos and Afonso,
2011).

S1g1ir etine benzer bir et suyu model sisteminde, glukoz, kreatinin ve ¢esitli
amino asitler igeren karisimin 100°C-225°C arasi sicakliklarda 0,5-180 dakika
stirelerde 1sitilmasiyla 1Qx, MelQx. 4,8-DiMelQx, 7,8-DiMelQx PhIP, IFP,
harman ve norharman bilesiklerinin agiga ¢iktigi goriilmiistiir. Olusan HCA
bilesiklerinin konsantrasyonlarinin uygulanan 1sitma sicakligi ve siiresiyle iligkili
oldugu da belirlenmistir (Arvidsson et al., 1999; Pais et al., 2000; Szterk, 2015).
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Sous-vide yontemiyle farkli sicakliklarda (75°C, 85°C ve 95°C) ve siirelerde
(2 saat ve 4 saat) pisirilen dana etlerinde toplam HCA igeriginin, tipki tavada
pisirilen ve haslanan orneklerde oldugu gibi sicaklik ve siiredeki artigsla beraber
arttig1 goriilmiistiir. Ancak MelQx ile beraber pisirilmis etlerde en yaygin olarak
goriinen HCA’lardan olan PhIP bilesiginin miktari, sous-vide yontemiyle pisirilen

orneklerde sicaklik ve siirenin artisiyla beraber azalmistir (Oz and Zikirov, 2015).

Az ve orta pismis balik ve tavuk Orneklerinin toplam HCA igeriginin
genellikle diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir. Firinda pisirilen tavuk
orneklerinde pisirme derecesindeki artigsla beraber toplam HCA igeriginde artis
goriilmiistlir. Tavada iyi pismis derecedeki tavuk érneklerinde toplam HCA miktari
5,82 ng/g ve ¢ok iyi pismis orneklerde 2,83 ng/g iken, orta ve az pismis orneklerde
1 ng/g’n altinda belirlenmistir. Analiz edilen hic¢bir 6rnekte PhIP, AaC ve MeAaC
tespit edilmemistir. Baliklarda toplam HCA olusumu, orta, iyi ve ¢ok iyi pismis
orneklerde pisirme derecesine gore artis gostermistir. Mikrodalgada ¢ok iyi pismis
balik orneklerinin HCA igeriginin (18,09 ng/g), az pismis seviyedeki orneklerle
kiyaslandiginda (0,24 ng/g) neredeyse 75 kat1 miktarda oldugu goriilmiistiir (Oz et
al., 2010).

Domuz etlerinin 220°C sicakliktaki 1zgarada pisirilmesinin, 180°C’de pisirme
islemine gore 4,8-DiMelQx igeriginde iki kat ve 7,8-DiMelQx'de dokuz kat artisa
sebep oldugu ve ayni zamanda 220°C’de PhIP bilesiginin olustugu gozlemlenmistir
(Buta et al., 2019).

2.3.4. Oncii madde icerigi

Pisirme Oncesinde model sistemlere ve ete diisiik oranlarda indirgen seker
ilavesiyle mutajenlerin artig gosterdigi belirlenmistir. Buna karsilik, amino asitler
ve kreatinin molar konsantrasyonunun yarisindan daha fazla miktarlarda glukoz
ilavesinin, model sistemlerde gida mutajenlerinin olusumunu azalttigi gdsterilmistir
(Skog ve Jigerstad 1990; Jackson ve Hargraves 1995; Oz and Kaya, 2011a).
Kizartilmig balik liflerinde, %9 ve %14 seker ilavesiyle dokulardaki amino asitlerin
miktar1 azalirken, HCA igerikleri sirasiyla %85 ve %15 oraninda artmistir. Ayrica,
%19 seker ilavesiyle HCA igerigi biiylik bir diisiis gosterirken amino asit miktari
artmigtir. Bu durum Maillard reaksiyonu ile agiklanmistir. Maillard reaksiyonu
uriinleri, yiiksek seker konsantrasyonlarinda daha kolay olusabilmektedir ve
sirastyla kreatin ve kreatinin ile reaksiyona girerek glukoz miktarinin azalmasina
sebep olmaktadir (Tai et al., 2001; Alaejos and Afonso, 2011). PhIP gibi bazi
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HCA’lar ise, gidalarda basit sekerler olmadan da olusabilmektedir. Bununla
birlikte, ¢ogu HCA’nin sentezi, 1Q-tipi olanlarin piridin kisminin ve IQx-tipi
olanlarin pirazin kisminin sentezinden sorumlu olan az miktarda basit sekerin
(indirgen sekerler) mevcut olmasimi gerektirir (Jigerstad et al., 1998; Murkovic,
2004a; Murkovic 2004b).

HCA’lar, tam olarak tanimlanmis amino asitlerin kimyasal reaksiyonlari
sonucu olusmamaktadir. Ornegin gidalarda MelQx bilesigi, 17 farkli amino asitin
(alanin,glisin, lisin vs.) c¢esitli kimyasal reaksiyonlarinin bir sonucu olarak
olusabilmektedir (Johansson et al., 1995; Szterk, 2015). Prolin veya triptofanin,
tipk1 kreatinin gibi HCA bilesiklerinin olusumu i¢in 6ncii maddeler oldugu
bilinmektedir. Prolin, PhIP bilesigi i¢in bir 6ncii iken, triptofan ise -karbolin grubu
icin bir Oncili olarak kanitlanmistir. Bununla birlikte, triptofanin a- veya y -
karbolinlerin olusumunu artirmadigi ve 1Qx bilesiginin olusumunu artirirken, PhIP
olusumunu inhibe ettigi belirlenmistir (Skog et al., 2000; Alaejos and Afonso,
2011).

HCA’larin  olusumunda kreatininin Onemli bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Kreatinin molekiilii, kreatinin varliginda gerceklesen Maillard
reaksiyonlart sirasinda iiretilen ¢ogu HCA'ya 6zgili aminometilimidazo halkasi i¢in
temel gorevi goriir (Jagerstad et al., 1991). Model sistemler ve et ornekleri iizerinde
yapilan calismalar, icerdigi seker, kreatin ve amino asitler gibi oncii maddelerin
konsantrasyonundaki artisa baglh olarak, 1sitilmis tek bir 6rnegin veya karigimin

HCA igeriginin de arttigin1 gdstermektedir (Buta et al., 2019).

Farkli siirelerde (5-15 giin) depolanan etlerin, 180°C ve 280°C’de pisirilmesi
sonucunda toplam HCA igerigi, ¢ig etin depolanma siiresi ve termal islem
sicakliginin artmasiyla birlikte artmaktadir. Sogukta depolanma siiresinin HCA
miktar1 lizerindeki etkisi, dana etinin kimyasal igeriginin farklilagmasiyla
aciklanmistir. Cig etin buzdolabinda saklanmasi sirasinda, proteinlerin proteolitik
enzimlerin  katilimiyla ve potansiyel olarak et yiizeyinde bulunan
mikroorganizmalardan tiiretilen enzimlerin katkis ile serbest amino asitlerin igerigi
(kreatinin dahil) artmaktadir. Cig et sogutma kosullarinda ne kadar uzun siire
depolanirsa, 1zgara islemi sirasinda HCA'larin sentezi i¢in substrat olarak
vazgecilmez olan serbest amino asit miktar1 daha fazla gozlenir (Szterk and
Jesionkowska; 2015).

2.3.5. Yag icerigi
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Gevis getiren hayvanlardaki yagsiz/kirmizi etin, anti-enflamatuar omega 3
¢oklu doymamis yag asitleri (03-PUFA’lar) ve anti-kanserojenik konjuge yag
asitleri (CFA’lar) (konjuge linoleik ve linolenik gibi) dahil olmak iizere diyet i¢in
onemli bir lipit kaynagi oldugu bilinmektedir. Ancak bu yag asitleri yiiksek
doymamislik indisleri nedeniyle 1siyla olusabilecek oksidasyona oldukga
hassaslardir (Scollan et al., 2006; Manful et al., 2020).

Yaglar, HCA bilesiklerinin olusumunda 6ncii maddelerden olmasa da,
yiiksek termal iletkenlige sahip olmasi nedeniyle, sicakligin {iriin {lizerindeki
etkisini artirabilmektedir. Bu sebeple yag icerigi diisiik olsa bile HCA igeriginde
artis goriilebilmektedir (Alaejos and Afonso, 2011). Ayn1 zamanda yaglar, serbest
radikal olusumuyla HCA’larin olusum basamaklarinda rol alan piridin ve pirazin
olusumunun artmasina neden olabilmektedir. Ayrica daha yiliksek yag igerigine
sahip etlerin, genellikle HCA’larin Onciisii olan bilesikleri daha diisiik
konsantrasyonlarda igerebilecegi de diistiniilmektedir (Szterk and Jesionkowska,
2015; Buta et al., 2019).

Etlerde maksimum mutajen olusumu i¢in optimum bir yag seviyesinin
bulundugu ve bu oranin kiyma i¢in %10 oldugu belirtilmistir. Iki farkli oranda (%11
ve %25) yag igeren kiyma Orneklerinin pisirilmesiyle, yag orani yliksek olan 6rnek
gruplarinda 1Q bilesigi olusumunun 4 kat arttigi goriilmiistiir. Sigir etlerinin
1zgarada 180°C ve 250°C sicakliklarda pisirilmesi sonucu yag orant %15 olan
orneklerde maksimum mutajenite gériilmiistiir (Knize et al., 1985; Felton et al.,
1986; Robbana-Barnat et al., 1996).

Farkl1 yag icerigine sahip farkl et {irlinlerinde HCA olugumunu belirlemek
amaciyla yapilan bir calismada, HCA seviyelerinin genel olarak %5 yag igerigine
sahip kiyma orneklerinde, %15 yagh 6rneklere gore daha yiiksek oldugu ve MelQx
iceriginin 2,5 kat, PhIP igeriginin ise 12,5 kat fazla oldugu belirlenmistir
(Abdulkarim and Smith, 1998).

Domuz kiymalarinda %40 oranindaki hayvansal yag igerigi zeytinyagi,
aycicek yagi ve liziim cekirdegi yagi ile degistirilerek %40 bitkisel yag igerigine
sahip Ornekler ve kontrol grubu oOrnekleri, 180°C ve 220°C sicakliklarda
pisirilmistir. En yliksek HCA olusumu, kontrol grubuna ait 6rneklerde goriilmiistiir.
Zeytinyag1 ve aycicek yagi iceren drneklerde MelQX olusumu kismen daha az iken,
iiztim ¢ekirdegi yagi iceren orneklerde tamamen inhibe edilmistir. Ayn1 zamanda

iziim c¢ekirdegi yagi, orneklerde MelQx, 4, 8-DiMelQx ve PhIP olusumunu
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tamamen inhibe edebilmesi nedeniyle en yiiksek inhibisyon etkisine sahip olmustur
(Lu etal., 2017).

2.3.6. Marinasyon

Marinasyon islemi, bitkiler ve baharatlar basta olmak tizere kullanilan
igeriklerle beraber, etin lezzetini, dokusunu ve sululugunu gelistirmektedir
(Quelhas et al., 2010). Ayn1 zamanda marinasyon, gida {iriinii ve 1sitma yiizeyi ile
dogrudan temastan kaginmak i¢in bir bariyer gorevi gorebilmesi sayesinde et
tirlinlerinde heterosiklik aminlerin olusumunu sinirlamak igin etkili bir ¢oztimdiir.
Bununla birlikte, marinasyonun etkinligi, incelenen HCA'larin tiiriine bagh
olabilmektedir. Formiilasyon ve marine etme siiresi, marinasyonun verimliligini
etkilemektedir (Gibis and Weiss, 2012; Hasnol et al., 2014; Rannou et al., 2016).

Marine edilerek tavada pisirilen tavuk 6rnekleri, marine edilmeyen 6rneklere
gore daha diisiik miktarda PhIP icerirken, MelQx miktarinin daha yliksek oldugu
belirlenmigtir. Aynt zamanda pisme kaybi marine edilen orneklerde daha az
olmustur (Salmon et al., 2006). Ayrica, marine edilmis et i¢in kullanilan seker tiirii
olusan HCA miktarim etkiler. Cesitli seker tiirleri arasinda, muhtemelen icerdigi
karbonhidrat bilesikleri nedeniyle HCA olusumunu sinirlamak i¢in en umut verici
olan baldir (Hasnol ve digerleri, 2014, Shin and Ustunol, 2004; Rannou et al.,
2016).

Farkli konsantrasyonlarda iiziim ¢ekirdegi ekstrakti ve biberiye ekstrakti
iceren marinasyon sivilari kullanilarak marine edilen hamburger kofteleri elektrikli
1zgarada 230°C’de pisirilerek kullanilan ekstraktlardaki fenolik bilesenlerin HCA
olusumuna etkisi arastirilmigtir. Tiim 6rnek gruplarinda sadece MelQx, PhIP,
norharman ve harman tespit edilmistir ve her iki marinasyonla MelQx ve PhIP

olusumunda anlamli seviyede bir azalma gozlemlenmistir (Gibis and Weiss, 2012).

Benzer bir ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda hibiscus ekstrakti (Hibiscus
sabdariffa) ile marine edilerek kizartilan hamburger koftelerinin - disiik
konsantrasyonlarda MelQx (0,3-0,6 ng/g), PhIP (0,02-0,06 ng/g), norharman (0,4—
0,7 ng/g) ve harman (0,8-1,1 ng/g) igerdigi belirlenmistir. En yiliksek oranda
hibiscus ekstrakti igeren gruplarda MelQx konsantrasyonu diger gruplara kiyasla
%350’ye kadar azalma gdstermistir (Gibis and Weiss, 2010).
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Kuzu etlerinin %4 oraninda zerdegal ve %10 oraninda mesale zencefili, limon
otu ve kori yapraklar1 i¢ceren marinasyon sivilari kullanilarak marine edilip derin
yagda kizartilmasiyla, orta (70°C’de) pismis 6rneklerde mesale zencefilinin MelQx
olusumunu %74,8, kori yapraklari ve zerdegalin %64,7 oraninda azalttig
belirlenmistir. Iyi (80°C’de) pismis 6rneklerde mesale zencefili AaC olusumunu
%86,6 azaltmistir. Derin yagda kizartilmig tiim 6rnek gruplar1 arasinda en yiiksek
konsantrasyonda bulunan HCA’nin DiMelQx (3,69 ng/g) oldugu tespit edilmistir
(Jinap et al., 2016).

Yesil cay ile farkli siirelerde (5°C’de 1, 2, 4 ve 6 saat) marine edilerek tavada
pisirilen etlerde PhIP and AaC olusumunun marine edilmeyen orneklere kiyasla
onemli oranda (%75 ve %85) azaldig1 belirlenirken 4,8-DiMelQx ve MelQx icin

azalma gbzlemlenmemistir (Quelhas et al., 2010).

Kirmiz1 sarapla marine edilen tavuk gogiis eti orneklerinin elektrikli tavada
220°C’de kizartilmasiyla tiim Ornek gruplarinda PhIP, MelQx, 4,8-DiMelQXx,
norharman ve harman tespit edilmistir. Kullanilan farkli saraplar MelQx
konsantrasyonunu bazi Orneklerde azaltip bazilarinda artirirken, tiim Ornek
gruplarinda PhIP (%88’e kadar) konsantrasyonunu azaltmada etkili olmustur
(Busquets et al., 2006).

Birayla marine edilerek komiir atesinde 1zgaralanan domuz etlerinde,
marinasyonun PhIP, Trp-P-1 ve AaC miktarin1 anlamli diizeyde azalttigi
goriilmiigtiir. Marinasyonda kullanilan 3 farkli biranin etlerde toplam HCA
olusumunu etkili bir sekilde (%90’a kadar) azaltabildigi belirlenirken bu
azalmalarla, biralarin antioksidan aktiviteleri arasinda giiglii bir pozitif korelasyon

goriilmiistiir (Viegas et al., 2015).

Polifenolik  antioksidanlar  bakimindan zengin baharatlar igeren
marinasyonlarin HCA inhibisyonuna etkisi incelenmistir. Marketlerden hazir
olarak temin edilen ve yag, su ve sirke kullanilarak hazirlanan, karnosik asit,
karnosol ve rosmarinik asit gibi yiiksek polifenolik antioksidan icerigine sahip
Marinasyon sivilart kullanilarak marine edilen biftekler 204°C' de pisirilmistir.
Genel olarak PhIP ve MelQx konsantrasyonlar1, norharman ve harmana goére daha
yiiksek olarak belirlenmistir. Marine edilen gruplarda HCA olusumu, marine
edilmeyen gruplara kiyasla ¢ok daha diisiiktiir ve toplam HCA inhibisyonu yaklagik
olarak %71 civarindadir. Ayn1 zamanda, marine edilen 6rneklerde edilmeyenlere

gore PhIP olusumunda %350 azalma tespit edilirken, MelQx konsantrasyonunda 3-
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9 kat ve DiMelQx konsantrasyonunda ise 6 kata kadar artis gorilmistiir.
Uygulanan farkli marinasyonlarin igerdigi polifenolik antioksidanlarin HCA
inhibisyonuna etkisinin oldukca yiiksek oldugu ancak bazi baharatlarin 6jenol gibi
ucucu fenolik igeriklerinden dolay1 bu inhibisyonu agiklamada tamamen yeterli
olamayacagi belirtilmistir (Smith et al., 2008).

2.3.7. Antioksidanlar

Gidalarin yapisinda saglik tizerinde olumlu etkileriyle bilinen ve 6zellikle son
yillarda dikkat ¢ceken karotenoidler, vitaminler, flavanoidler gibi dogal antioksidan
ozellige sahip pek ¢ok bilesen bulunmaktadir. Simdiye kadar askorbik asit, o-
tokoferol, flavanoidler, ellagik asit, meyve ve sebzeler, soya, cay, zeytinyagi ve
baharatlar gibi dogal antioksidanlarin HCA olusumuna etkileri arastirilmis ve ¢esitli

model sistemlerle gosterilmistir (Vitaglione ve Fogliano, 2004).

En ¢ok calisilan fenolik bilesiklerden bazilari epikatesin (EC), epigallokatesin
gallat (EGCQG), epikatesin gallat (EKG) ve epigallokatesindir (EGC). Bunlar
flavonoid sinifina aittir ve yiiksek antioksidan aktivite gosterir. EC, EGCG, EGC
ve EKG ozellikle yesil ¢ay ve iiziim ¢ekirdeginde bol miktarda bulunur. Bu saf
molekiiller veya yesil ¢ay 6ziitleri, farkli modellerde ve gida matrislerinde Maillard
reakiyonlar1 ve heterosiklik aminlerin azaltilmasinda oldukga etkilidir. Katesin
bilesiklerinin etkisi, 1sitma islemi sirasinda (karbonil yakalama etkisi) veya
karbonhidratl katesinlerin radikal siipiiriicii aktivitesi sirasinda reaktif karbonillerle
kovalent baglarin olusumuna dayanir. Bu bilesikler veya dogal oziitler, boylece
gida endiistrisindeki Maillard reaksiyonlarini ve iriinlerinin olugumunu, {irliniin
duyusal 0Ozelliklerinde herhangi bir degisiklik olmadan ve saglik yararlan
saglayarak kontrol etmek i¢in umut verici ¢ézlimlerdir (Demirok and Kolsarici,
2014; Rannou et al., 2016).

E vitamini, hayvanlarin dokularinda birikebilen ve oksidatif stabilite
saglayabilen dogal bir antioksidandir ve bu durum kismen aminoazaaren ara
maddeleri olan radikal yapilarin deaktive edilmesi ile iliskilidir (Janoszka et al.,
2009; Ruan et al., 2014). Calismalar, hazirlama veya pisirme sirasinda eklenen E
vitamininin Maillard reaksiyonunda HCA olusumu iizerinde engelleyici etkileri
oldugunu ve bu sayede pismis domuz, tavuk ve balikta HCA olusumunu azalttigini
gostermistir (Liao et al., 2009; Ruan et al., 2014).
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Polifenol bakimindan zengin bira, sarap ve ¢ay bazli marinasyonlarin
kullannminin da duyusal nitelikleri arttirmak ve 1zgara etteki heterosiklik amin
seviyelerini azaltmak igin etkili stratejiler oldugu gosterilmistir (Melo et al., 2008).
Filtrelenmemis biralarin yiiksek polifenolik igeriklerine bagli olarak 1zgara ette
HCA olusumunu baskilamada etkili oldugu ¢alismalarla gosterilmistir (Marques et
al., 2017; Manful et al., 2020).

Kikugawa (1999), bir model sistemi kullanarak biitillenmis hidroksianisol
(BHA), sesamol, epigallokatesin gallat (EGCG), propil gallat (PG) ve esculetin gibi
bilesiklerin imidazokinokzalin tipi mutajenlerin olusumu {izerindeki etkisini
arastirmistir. Glukoz, glisin ve kreatinin igeren sulu ortam 1sitilarak fenolik
antioksidanlar eklenmis ve tiim fenolik antioksidanlarin mutajenitenin olusumunu
doza bagli bir sekilde inhibe edebilecegi belirlenmistir. Bu baglamda ayni
caligmada, yesil cay ekstrakti ve EGCG’nin antioksidan etkileri model sistemi
yerine palamut baligi kullanilarak incelenmis ve mutajen olusumunun etkin bir

sekilde azaldig1 goriilmiistiir (Kikugawa, 1999).

Bircok baharat antioksidan aktiviteleri ile bilinir. Baharat olarak kullanilan
sogan ve sarimsakta bircok organik kiikiirt bilesigi icerir. Sarimsaktaki ana
bilesenler alisin ve diger tiyosiilfinatlardir. Bu bilesenlerden bazilar1 dialil disiilfiir,
dialil trisiilfid ve tiyoalil amino asitlere doniistiiriilebilir. Bir siilfhidril grubuna
sahip sistein bilesigi, HCA'larin olusumunda 6nemli bir yol olduguna inanilan
Maillard reaksiyonunu inhibe edebilir. S-alkenil sistein S-oksitler, sistin dialil
disiilfid ve dipropil disiilfid gibi sarimsakla iliskili kiikiirt bilesikleri HCA'larin
olusumu tizerinde engelleyici bir etki gostermistir (Friedman et al., 1990; Shin et
al., 2002; Gibis, 2007).

2.4. HCA’larmn Saghk Uzerine Etkileri

Kirmiz1 et, tuzlama, kiirleme, fermentasyon, tiitsiileme, pisirme gibi ¢esitli
islemlerden gegirilerek tiikketime hazir hale getirilebilmekte ve elde edilen iiriin
islenmis et olarak adlandirilmaktadir. Kirmizi etin islenmesi sirasinda istenmeyen
bazi bilesikler de ortaya c¢ikabilmektedir. Uluslararasi1 Kanser Arastirmalar

Merkezi (IARC), insanlarda kirmizi et tliketimi ile kolon, pankreas ve prostat
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kanserleri arasinda pozitif iligki bulundugunu, bu sebeple kirmizi etin yiiksek
ihtimalle insan iizerinde kanserojen (grup 2A) oldugunu bildirmistir. Ayrica,
insanlarda sindirimin kolonda gerceklestigi ve islenmis etin tiiketilmesiyle kolon
kanserine sebep olabilecegi diisliniilmiistiir. Bununla beraber, mide kanseri ile
islenmis et tiiketimi arasindaki pozitif iliski de degerlendirilerek islenmis kirmizi
et, IARC tarafindan insanlar i¢in kanserojen (grup 1) olarak siniflandirilmistir
(IARC, 2018; Zamora and Hidalgo, 2020).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Merkezi (IARC), hayvan deneylerinden
elde ettikleri kanitlarla, 1Q bilesigini yiiksek ihtimalli insan kanserojeni (grup 2A)
ve PhIP, MelQ, MelQx, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2, Glu-P-1 bilesiklerini
muhtemel insan kanserojeni (grup 2B) olarak tanimlamistir (IARC, 1993; Zamora
and Hidalgo, 2015). Gidalarda en ¢ok tespit edilen ve termik HCA’lar olarak da
adlandirilan 1Q, 1Qx, MelQ, MelQx, DiMelQx ve PhIP bilesikleri, 2005 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri Saglik ve Sosyal Hizmetler Bakanligi tarafindan
muhtemel insan kanserojeni olarak tanimlanmistir (Knize et al., 1994; Puangsombat
etal., 2012).

Cogu kanserojen dogrudan mutajenik aktiviteye sahip olamayacagi i¢in
viicutta aktivasyonlarinin saglanmasi sirasinda metabolik enzimlere ihtiyag¢ vardir.
Heterosiklik amin karsinojenleri de, hedef organlardaki timor olusumuna kadar
ilerleyen DNA mutasyonlarina baslamadan 6nce konakgi araciligi ile metabolik
aktivasyon gerektirir. HCA bilesikleri ince bagirsakta emilir ve karacigere taginarak
aktive olur. Oncelikle sitokrom P450 enzimi ile oksidasyona ugrayan HCA’lar, N-
asetiltransferaz enzimi ile O-esterikasyona maruz kalarak aktive olurlar. Bu
reaksiyonlar ve olusan iirlinler, DNA hasar1 ve nihayetinde mutasyonlar meydana
getirebilir (Deitz et al., 2000; Felton and Summers, 1995; Lynch et al., 1995;
Turesky and Le Marchand, 2011; Barzegar et al., 2019).

HCA’lar arasinda harman ve norharman bilesikleri Ames/Salmonella
testlerinde mutajenik olmadiklari halde, diger bilesiklerin (Trp-P-1 ve Trp-P-2 gibi)
mutajenik aktivitesi harman ve norhaman tarafindan arttirilabildigi i¢in ko-mutajen
olarak tanimlanabilirler (Nagao et al., 1978; Puangsombat et al., 2012). Ayrica
harman ve norharman bilesiklerinin norotoksin ve enzim inhibitorleri etkileri de
arastirilmistir (De Meester, 1995; Kuhn et al., 1996; Liao et al., 2010).

Simdiye kadar bircok HCA’nin kanserojen oldugu ve c¢alismalarda

kemirgenlerin agiz, mide, meme, karaciger ve kolorektum gibi birden fazla
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bolgesinde tiimor olusturdugu belirlenmistir (Sugimura et al., 2004). Ayrica yine
hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda HCA’larin siite gecebildigi ve normalde
kullanilan dozdan 5000—10,000 kat daha diistik dozlarda bile yenidogan farelerinde
gliclii kanserojenik etki gosterdigi tespit edilmistir (Brittebo et al., 1994; Dooley et
al., 1988; Borgen et al., 2001).

Ozellikle iyi pismis etlerin sik tiiketiminin kolon, prostat ve meme kanseri
icin 6nemli bir risk kaynagi oldugu bilinmektedir. Ayrica, genellikle ppb diizeyinde
olugsmasina ragmen HCA ’larin insan dokularindaki DNA’larda tespit edildigi ve bu
dokular tizerinde genetik hasara yol agtig1 enstriimental analizlerle belirlenmistir.
Ozellikle tiimor gelisimine yol acan ve genom replikasyonunu bloke eden bazi
mutasyonlar, HCA aktivitesinden kaynaklanan mutasyonlarmn bir etkisidir
(Sugimura et al., 2004; Turesky, 2007).

Cross et al. (2010, 2011), MelQx (24,4 ng/1000 kcal) ve DiMelQx (1,74
ng/1000 kcal) aliminin, yiiksek et tiiketen besinci grupta (66,5 g yemek/1000 kcal)
kolorektal ve kolon kanseri olusumu ile iligkili oldugunu bildirmistir. Ayni
zamanda DiMelQx alimi ile mide kanseri olusumu riski arasinda pozitif bir iliski

oldugunu bildirmislerdir.

Deney hayvanlarinda kolon, meme bezi ve prostat kanseri olusumunu
indiikledigi bilinen PhIP bilesiklerinin, nanomolar seviyelerin altinda insanlarin
meme kanseri hiicrelerinde Ostrojenik etkiler sergiledigi tespit edilmistir (Lauber
and Gooderham, 2011). Ayrica PhIP maruziyetinin mide kanseri ve renal hiicreli
karsinomu artirdig1 ¢aligmalarla belirlenmistir (De Stefani et al., 1998a; 1998b).

2.5. Giinlik HCA Alim Seviyeleri ve Sinir Degeri

Yapilan ¢alismalarla, HCA’larin basta kanser olusumunu desteklemek olmak
tizere saglik iizerindeki olumsuz etkileri tespit edilmistir. HCA’larin kanser
gelisimine etkisini degerlendirebilmek i¢in, insanlarin HCA’lara maruz kalma
diizeyleri belirlenmelidir (Wakabayashi et al., 1997). Insanlarda HCA maruziyet
seviyesi, c¢esitli gidalarda HCA'larin konsantrasyonuna iliskin analitik verilerle

birlikte diyet degerlendirmesi kullanilarak tahmin edilebilmektedir (Busqutes et al.,
2013).

Insanlarda HCA maruziyetini belirlemek icin idrar 6rnekleri almarak MelQx,
PhIP, Trp-P-1 ve Trp-P-2 seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Yaslart 13-67 araligindaki

22



toplamda 10 goniilliiden alinan 6rneklerin hepsinde 24 saat sonraki HCA seviyeleri
0,03-47 ng olarak belirlenmistir (Ushiyama et al., 1991; Wakabayashi et al., 1997).
Bu sonuglar insanlarin siirekli olarak giinliik yasamda gidalarda meydana gelen
mutajenik  ve kanserojenik HCA'lara maruz kaldiklarimi gdstermektedir
(Wakabayashi et al., 1997).

Avrupa Konseyi, HCA alim miktarinin giinde 1 pg'den diisiik olmasi
gerektigini belirtmistir (Barzegar et al., 2019). Arastirmalara gore Amerika’da
diyetle beraber giinlilk HCA alim miktar yaklasik olarak ¢ocuklarda (15 yasina
kadar) 11 ng/kg iken yetiskinlerde (30 yas ve lizeri) 7 ng/kg’dir. Her iki yas grubu
icin de toplam HCA maruziyetinin %65’ini PhIP olusturmaktadir ve diyetle HCA
aliminin en biiylik kaynag: tavada pisirilmis kirmizi et olarak tespit edilmistir.
(Keating and Bogen, 2001). ABD’de 14000 erkek iizerinde yapilan ¢alismaya gore
giinlik HCA alim1; PhIP (103 ng/giin), MelQx (15 ng/giin) ve DiMelQx (1,4
ng/giin)’diir (Vangnai et al., 2014; Wu et al., 2006). Giinliik HCA maruziyetinin
1393 ng oldugu tahmin edilmektedir (Keating and Bogen, 2004).

Pismis gidalarda en yaygin olarak goriilen HCA’lardan MelQx genellikle 10
ng/g’dan daha diisiik seviyelerde goriiliirken, PhIP genellikle 35 ng/g civarindadir
(Puangsombat et al., 2011; Skog and Alexander, 2006). Malezya’da 600 kisi ile
yapilan c¢alismada toplam HCA alimi giinliik olarak kisi basina 0-553,7 ng/g
seviyelerinde belirlenmistir ve en yiiksek diizeyde tespit edilen HCA’lar sirasiyla
PhIP, MelQx ve MelQ’dir (Jahurul et al., 2010). Cin’de 497 katilimer ile
gerceklestirilen caligmada et tiikketim aliskanliklarina bakilarak tahmini gilinliik
maruz kalma seviyesi ortalama 49,95 ng/giin (14 ng/giin-95,8 ng/giin) olarak
belirlenmistir ve PhIP, MelQx ve 4,8-DiMelQx en yiiksek orana sahiptir (Wong et
al., 2005).

Isvec niifusunda (8599 kadin ve 6575 erkek) giinliik ortalama HCA aliminin,
kadinlar i¢in 583 ng ve erkekler i¢in 821 ng oldugu tahmin edilmektedir ve PhIP'i
maruziyeti kadinlarda 342 ng ve erkeklerde 475 ng'dir (Ericson et al., 2007;
Busqutes et al., 2013). Isveg ile benzer bir sekilde isvicre ve Japonya’da da HCA
maruziyetinin diger iilkelere kiyasla kismen daha diisiik seviyelerde (397 ng/giin ve
77 ng/glin) oldugu tahmin edilmistir (Zimmerli et al., 2001; Kobayashi et al., 2002;
Jahurul et al., 2010).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligma, 15-25 yas arasindaki genglerin, tavuk nugget

ve tavuk burger gibi kaplamali tavuk friinlerinin yliksek tiiketim oranlarindan
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dolay1 26-35 yas grubuna kiyasla iki kat daha yliksek MelQx alimina maruz
kaldiklarin1 gostermistir. Giinliik tahmini maksimum MelQx maruziyeti 15-25 yas
araligindaki katilimcilar i¢in viicut agirligina oranla giinliik 10,70 ng/kg olarak
belirlenmistir. MeIQx maruziyetinin kaynagi olan {iriinler sirasiyla en yiiksek tavuk
kanatlari, tavuk butlari, tavuk nuggetlar ve tavuk burgerler olmustur (Soncu et al.,
2018).

2.6. Gidalarda HCA’larin Tespit Yontemleri

Gidalarda HCA bilesiklerinin tespit edilebilmesi i¢in Oncelikle etkin bir
saflagtirma islemi gerceklestirilmelidir. Bu asamada 6ncelikli olarak 6rnekler farkl
coziiciiler kullanilarak homojenize edilmekte ve bir ¢ozelti olusturulmaktadir. Elde
edilen ¢ozeltiye genellikle proteinlerin ¢oktiiriilmesinden sonra santrifiijleme veya
filtrasyon gibi bir ayirma teknigi kullanilmaktadir. Ayrica, diisiik tespit limitlerine
ulasmak icin genellikle nihai ekstraktin kuruyana kadar buharlastirilmasi ve
tortunun uygun olan kii¢lik bir hacimde yeniden ¢oziindiiriilmesi ile saglanan bir 6n
konsantrasyon basamagi da gerekmektedir (Martin-Calero et al., 2007). Bu amagla

ornek hazirlama asamasinda;

« Kat1 faz ektsraksiyonu (SPE)

» Kat1 faz mikro ekstraksiyonu (SPME)

* S1vi-sivi ekstraksiyonu (LLE)

» Siiperkritik s1v1 ekstraksiyonu (SFE)

* Basingli s1v1 ekstraksiyonu (PLE),

 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

yontemleri kullanilmaktadir (Pais and Knize, 2000; Cardenes et al., 2004; Barzegar
etal., 2019).

HCA bilesiklerinin analizi i¢in geleneksel ekstraksiyon ve saflastirma
metodu, Gross ve Griiter (1992) tarafindan gelistirilen ve sivi-sivi ekstraksiyonunu
takiben karmagik gida matrislerinden HCA ekstraksiyonunu saglamak i¢in kat1 faz

ekstraksiyonunu (SPE) iceren bir protokol izlenmesidir. Bu dogrultuda, yiiksek
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performansh sivi kromatografisi, ultraviyole ve fluoresans dedektér (HPLC-
UV/FLD) ile birlestirilmis bir kat1 faz ekstraksiyon (SPE) yontemi (Extrelut,
propilsiilfonik asit silika (PRS) ve Cig kartuslar1) kullanarak pismis somondaki
HCA bilesiklerini belirlemislerdir (Gross and Griiter, 1992; Linghu et al., 2019; Lee
et al., 2020).

HCA’larin tanimlanmasinda ve kantitatif analizinde genellikle kati faz
ekstraksiyonu ile saflagtirmanin ardindan kiitle spektrometrisi (MS) veya fotodiyot
array dedektér (DAD), floresans dedektor (FD) ile yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilmaktadir (Knize et al., 1997; Barcelo-Barrachina et
al., 2006; Chang et al., 2019). Ayrica son yillarda, pestisit ve veteriner ilaglari
analizinde kullanilmakta olan Quechers yonteminin, kolayligi, analiz hiz1 ve az
miktarda ¢ozgen kullanimi ile istenmeyen gida matrislerinin uzaklastirilmasinda
sagladig verimlilik sayesinde HCA’lar1 analiz etmek i¢in giivenilir bir ekstraksiyon
yontemi oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Hsiao et al., 2017; Lighu et al.,
2019).

Gidalarda HCA’larin ayirma ve tespitlerinde kullanilan bazi teknikler su
sekildedir;

o Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi (HPLC)

o S1vi Kromatografi Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

¢ Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi (GC-MS)

¢ Kapiler elektroforez (CE)

e ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Yontemlerin tespit sinirlart analiz edilen bilesige ve ornek safligina baglh
olarak 0,01-50 ng/g’dir ve ¢ogu yontemle tek seferde 10-15 HCA tespit
edilebilmektedir (Skog et al, 2002; Ozdestan et al., 2014).

Gida matrisinin olduk¢a karmasik yapida olmast ve HCA’larin genellikle
diisiik  konsantrasyonlarda (ng/g) bulunmasi sebebiyle gidalarda tespit

edilebilmeleri i¢in segici ve hassas kromatografik tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir
(Krach ve Sontag, 2000). Bu amagla, en yaygin kullanilan kromatografik
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tekniklerin baginda HPLC (Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi) gelmektedir.
Ozellikle, termal olarak kararsiz olan ve ugucu olmayan yiiksek polariteye sahip
bilesenler HPLC tarafindan kolayca saptanabilmektedir. Simdiye kadar gida
iirlinlerinde vitaminler, lipitler, amino asitler, sekerler, koruyucular, toksik
bilesenler (pestisitler, PAH’lar), aflatoksinler ve ayrica HCA’lar gibi ¢esitli
bilesenlerin  eser miktarinin  izlenmesi HPLC tarafindan  basariyla

gerceklestirilmistir (Alaejos et al., 2008).

HPLC ile farkli dedektor sistemlerinin kullanilmasiyla analizlerde istenilen
hassasiyet ve secicilik saglanabilir. Fluoresans (F), ultraviyole (UV),
elektrokimyasal (ED) ve kiitle spektrometresi (MS) dedektorleri bu amagla yaygin
olarak kullanilmaktadir (Pais ve Knize, 2000). Ozellikle HPLC-UV c¢ok diisiik
seviyelerdeki HCA’larin tespitinde yetersiz oldugundan son yillarda, HPLC-MS iyi
ayrim saglamasi, yiiksek hassasiyeti ve seciciligi sayesinde karmasik matrislerde

giivenilir sonuglar vermesiyle dikkat ¢gekmektedir (Krach ve Sontag, 2000).

LC-MS, HCA’larin eszamanli olarak olduk¢a hassas, dogru ve kesin bir
sekilde belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Kiitle spektrometresi (MS), HCA’lar
tespit etmek ve miktarini belirlemek igin giivenilir bir dedektor olarak kullanim
saglamaktadir. LC ile bilesenlerin ayrimi saglanirken; MS, bu bilesenlerin yapisim
gostermektedir ve bu sayede ikisinin beraber kullanimi ile hedeflenen bilesenlerin

tam analizi saglanmaktadir (Barzegar et al., 2019).

HCA bilesiklerinin ¢ogu polar yapida degildir ve diisiik konsantrasyonlarda
tespit edilememektedirler. Bu nedenle, genellikle daha diisiik konsantrasyonlarin
tespiti i¢in tiirevlendirme asamalarina ihtiyag vardir. GC-MS’in yiiksek duyarliliga
sahip olmasma ragmen, analiz Oncesinde ugrastirici bir tiirevlendirme siireci
gerektirmektedir (Canales et al., 2017; Wu et al., 2019). Ancak HCA’larin
tiirevlendirilmesi sadece polariteyi azaltmak i¢in degil, ayn1 zamanda bilesenlerin
ucuculugunu, segiciligini, duyarliligii ve ayrilmasimi gelistirmek i¢in de
kullanilabilmektedir. Bu sayede GC-MS, yiiksek ayrim ve nispeten yiiksek
hassasiyet sagladigi icin tercih sebebi olarak goriilmektedir (Alaejos et al., 2008).

2.7. Antioksidanlarin Etkileri
Serbest radikallerin HCA olusumunu destekledigi diisiincesiyle beraber, bu

maddelerin serbest radikalleri siipiiriicii etkisiyle HCA olusumunu engelleyebilecek

etkiye sahip olmas1 sebebiyle gidalara antioksidanlarin eklenmesi yaklagimi ortaya
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¢ikmistir. Bu inhibitorlerin HCA olusumu sirasinda olusan serbest radikallere karsi
hareket ederek radikal sondiiriicii ve serbest radikal siipiiriicii aktivitesi yoluyla
mutajen olusumunu 6nledigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, antioksidanlarin
konsantrasyonlarina ve pisirme sirasinda diger gida bilesenleri ile etkilesimlerine
bagli olarak hem anti-oksidatif hem de pro-oksidatif etkiler gosterdikleri
bilinmektedir (Melo et al., 2008).

Tek bir antioksidan ¢esidinin veya kompleks antioksidan karigimlarinin HCA
ile beraber mutajen ve kanserojenlerin olusumunu inhibe edebildigi bilinmektedir.
Bu inhibisyonun HCA olusumu ve toksik aktivitesi sirasinda c¢esitli reaksiyon
basamaklarinda olusan etkinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Antioksidanlar;
bu reaksiyonlarin farkli basamaklarinda; radikal sondiiriicii ve serbest radikal
stiptiriicli aktiviteleri mutajen olusumunu 6nleyebilirler, bloke edici ajan gorevi ile
metabolik aktivasyonu inhibe ederek, detoksifikasyon enzimlerini uyararak veya
reaktif molekiilleri uzaklastirarak metabolik aktivasyonu engelleyip pre-

mutajenlerin reaktif metabolitlere biyotransformasyonunu dnleyebilirler,

DNA onarim mekanizmalari, timor gelisimi ve timor gelisiminin
ilerlemesiyle iligkili olan hiicre i¢i siire¢leri modiile eden baskilayici ajanlar olarak
gorev yapabilirler (Dashwood, 2002; Vitaglione and Fogliano, 2004).

HCA bilesiklerinin olusumunu etkili bir sekilde azaltan bir¢ok sentetik ve
dogal antioksidan oldugu bilinmektedir. Bazi c¢alismalar, HCA'larin
konsantrasyonlarinin, antioksidan potansiyele sahip bilesiklerin ilave edilmesiyle
de azaltilabilecegini gostermistir (Melo et al., 2008). Bununla birlikte, etin ev
ortaminda pisirilmesi sirasinda ticari antioksidanlarin uygulanmasi uygun
olmamakla birlikte biitillenmis hidroksitoluen ve biitillenmis hidroksianisol gibi
baz1 sentetik antioksidanlar da bir¢ok tlilkede yasaklanmigtir. Bu nedenle, dogal

antioksidanlar bu baglamda biiyiik ilgi gormektedir (Jamali et al., 2016).

Diyetle alinan temel antioksidanlardan biri olan polifenoller gibi serbest
radikal temizleyici olarak islev gorebilen antioksidanlar iceren dogal {iriinlerin katk1
maddesi gibi eklenmesiyle, 1s1l islem gormiis et ve model sistemlerindeki HCA
miktarini azaltmaktadir (Melo et al., 2008).

Hayvan dokularinda biriken antioksidan seviyelerinin HCA’larin olusumu

tizerine etkilerini ve etlerinde 1zgara islemiyle olusan mutajenleri belirlemek

amaciyla yapilan calismada, hayvanlar farkli seviyelerde E vitamini (340, 690,
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1040 ve 1740 IU/hayvan/giin) igeren yemler ile 120 giin boyunca beslenmistir.
Pisirme sonrasinda en yiiksek oranda olusan bilesikler MelQx, TriMelQx,
norharman, harman ve PhIP iken, yagsiz ette toplam HCA igerigi 9,57-11,59 ng/g
olarak tespit edilmistir. Diyette E vitaminindeki artis dokudaki o-tokoferol
seviyesini artirtp mutajenitede azalma goriliirken, ayr1 ayr1 veya toplam HCA

igerigi lizerinde anlaml1 bir etkisi olmamistir (Ruan et al., 2014).

Tablo 2.2°de HCA olusumu iizerindeki etkileri arastirilan dogal antioksidan

ozellikteki maddeler gosterilmistir.

Tablo 2.2. Gidalarda HCA olusumu iizerine etkileri aragtirilan dogal antioksidan kaynaklari

EkstBrI;ll?tlan Referans Baharatlar Referans Yaglar Referans
Oz and Kaya, Karanfil Rounds et
Biberiye Tsen et., 2006 Karabiber 2011b; Zeng et tomurcugu
¥ al., 2012
al., 2017 yagi
Monti ve et
Murkovic et al., . Oz and Kaya, . al., 2001;
Adagay1 1998 Kirmizibiber 2011c Zeytinyagi Persson et
al., 2003
) Gibis and
Uziim Weiss, 2012 ; Zerdecal Puangsombat et Kekik vag Friedman et
gekirdegi Keskekoglu and ¢ al., 2011 yag al., 2009
Uren, 2017
. Weisburger et - Puangsombat et - Persson et
Yesil cay al., 1994 Kimyon al., 2011 Kolzayagt | 5 5003
Tengilimoglu- Sodan ve
Enginar Metin and Kizil, s Gibis, 2007
2017 sarimsak tozu
Tengilimoglu- ” |
Alig Metin et al Targin ve Damasius et al.,
2017 " Karanfil 2011
- Sabally et al.,
Elma kabugu 2016
Chengetal.,
Ananas, Elma 2007

2.8. Propolis

Propolis, ¢esitli bitki kaynaklarindan bal arilari tarafindan toplanan recineli
bir maddedir. Propolisin ana bilesimi; regine (%50), balmumu (%30), ucucu ve
aromatik yaglar (%10), polen (%5) ve polifenoller (flavanoidler ve fenolik asitler)
gibi diger bilesenlerden (% 5) olusmaktadir (Abu-Mellal et al., 2012; Olegario et
al., 2019). Antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antienflamatuar ve antitimor

ozelliklere sahip oldugu bilinen propolis, diinyanin bircok bolgesinde yiyecek,
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icecek ve ilaglarda kullanilmaktadir (Kumazawa et al., 2004). Propolisin giinliik
olarak tiiketiminin kanserlerin, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklarin

onlenmesi ile iligkili oldugu bilinmektedir (Farooqui and Farooqui, 2012).

Propolisin aktif bilesenleri, toplama alanindaki bitki Ortiisiine, ar1 tiirlerine ve
cografi bolgelere bagli olarak degisebilmekle beraber, biyolojik aktivitesi
polifenolik fraksiyonlardan, 6zellikle flavonoidlerden, aromatik asitlerden, fenolik
asit esterlerinden ve lignanlardan veya terpenoid bilesenlerden olusur (Silici and
Kutluca, 2005; Moreno et al., 2020; Maldonado et al., 2020). Calismalarda farkl
propolis drneklerinde yag asitleri, fenolik asitler ve bunlarin esterleri, flavanoidler
(flavonlar, flavanonlar, flavonoller, dihidroflavonoller, kalkonlar), terpenler, -
steroidler, aromatik aldehitler ve alkoller, seskiterpenler, naftalen ve stilben
tiirevleri dahil olmak iizere 300’den fazla bilesik tanimlanmistir (Marcucci et al.,
2001; Long et al., 2020). Flavonoidlerin propolis i¢inde en bol ve en etkili
antioksidan oldugu bilinmektedir (Dudoit et al., 2020).

Farkli cografi kokenli propolislerin antioksidan aktivitelerini degerlendiren
bir¢ok calisma vardir. Bu ¢alismalar propoliste dogal olarak olusan polifenollerin,
antioksidan aktivitelerinden dolayi, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil
olmak {iizere, yasami tehdit edici ¢esitli hastaliklarin riskini azaltmaya yardimci
oldugunu bildirmektedirler. Bu nedenle antioksidan aktiviteye sahip propolisin
insanlar1 zararli oksidatif islemlerden koruyabilecegi diistiniilmektedir (Kumazawa
et al., 2004). Ayrica Banskota et al. (2001), propolisin antioksidan aktivitesinin
antitiimor ve antihepatotoksik aktivitelere de sahip olan fenolik bilesenler sayesinde

oldugunu bildirmislerdir.
2.9. Keciboynuzu

Keciboynuzu (Ceratoniasiliqua L.), baklagil familyasina aittir ve y1l boyunca
yesil olan yaprak dokmeyen bir agacin meyvesidir. Ozellikle Ispanya, Portekiz,
Italya, Fas, Yunanistan, Tiirkiye ve Cezayir gibi Akdeniz iklimine sahip bolgelerde
yaygin olarak yetistirilmektedir (Sahin et al., 2009). Ke¢iboynuzu meyvesi, 10-30
cm uzunlugunda, 1,5-3,5 cm genisliginde uzun ve basik yapida olup, diiz veya
kavisli sekile sahiptir. Meyve, pulp (% 90) ve tohum (% 10) olmak iizere iki ana
kisimdan olusmaktadir (Battlea and Tous, 1997; Zhu et al., 2019). Gida, ilag¢ ve
kozmetik endiistrilerinde hammadde olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Durazzo et al., 2014).
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Polifenol igerigi en yiiksek diyet liflerinden biri keg¢iboynuzu lifidir.
Kegiboynuzu meyvesinin posasi tatli karbonhidrat (% 40-%50 kuru madde) ve
ayrica diyet lifi, tanen ve polifenoller icerir (Bastida et al., 2009). Ke¢iboynuzunda
24 ¢esit fenolik bilesen bulunmaktadir. Bu fenolik maddelerden bazilar1 mirisetin
ramnosit (%9,8), kuersetin ramnosit (%10,23), metil gallat (% 1,03), sinamik asit
(%1,5), mirisetin glikozit (%1,58) ve gallik asittir (%41,7). Toplam fenolik madde
miktarinin  (3944,7 mg/kg kuru madde) biiylik bir cogunlugunu gallik asit
olusturmaktadir (Owen et al., 2003).

Kegiboynuzunun saflastirilmamis ekstraktlari, ¢esitli in vitro testlerde yiliksek
antioksidan aktivite gostermistir. Mevcut veriler, keciboynuzu meyvesi
ekstraktlarinin, fonksiyonel etkiler gosteren miktarlarda eklendiginde pismis
domuz eti sistemlerine antioksidan etkiler uyguladigin1 géstermektedir (Bastida et
al., 2009). Aseton kullanilarak elde edilen keciboynuzu ekstraktinin, gidalarda
kullanilan en iyi antioksidanlardan biri olan butilhidroksitoluen (BHT)’e gore
yaklasik %30 oranda daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir
(Lakkab et al., 2019). Ayrica, keciboynuzu agacinin yapraklarinin antioksidan
ozelliklerinin ve toplam fenolik madde miktarimin incelenmesi sonucunda,
yapraklarin da fenolik madde agisindan oldukga zengin oldugu tespit edilmistir (El
Hajaji et al., 2010).

2.10. Kusburnu Cekirdegi Yagi

Kusburnu meyvesi (Rosa canina L.) uzun zamandir tibbi amaglarla
kullanilmaktadir. Igerdiginde yiiksek oranda C vitamini bulunmasi nedeniyle
kusburnu meyvesi hastaliklardan korunmak amaciyla tiiketilebilmektedir
(Szentmihalyi et al., 2002). Kusburnu tohumlari, kusburnu suyu veya surubu
imalatindan elde edilen atik bir irlindiir ve tohumlar % 4,9- % 17,82 arasinda yag
icermektedir. Ancak kusburnu tohumlarindan elde edilen yaglar, 6zellikle linoleik
(omega-6) ve o-linolenik (omega-3) ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan
zengin bir kaynak olmasinin yani sira, yiiksek karotenid (likopen, beta-karoten ve
rubikantin), A vitamini ve C vitamini igerigi ile gida ve kozmetik endiistrisi i¢in
degerli hammadde olarak kabul edilmektedir. Ayrica tohumlarda farkli
konsantrasyonlarda B1, B2, E ve K vitaminleri ve K, Ca, Na, Fe ve Mg gibi
mineraller de tespit edilmistir (Franco et al., 2007; Silva et al., 2008; Ercisli, 2007;
Gonzalez-Sarrias et al., 2013; Santana, 2016). Sahip oldugu bu bilesenler sayesinde
egzama ve deri iilserleri gibi cilt bozukluklarinin tedavisinde kullanilmaktadir ve

dogal bir cilt bakim maddesi, nemlendirici ve yaglanma karsit1 ajan olarak islev
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goren 6nemli bir dogal kaynaktir (Dgbrowska et al., 2019). Ayn1 zamanda kusburnu
cekirdegi yagi, antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve antienflamatuar
Ozelliklere sahiptir ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe edebilecegi tespit
edilmistir (Olsson et al., 2004; Silva et al., 2008; Santana et al., 2016).

Genel olarak, oksidatif stresi 6nleyici etkisi, antioksidan 6zelligini saglamada
kilit bir 6zelliktir. Kusburnu ¢ekirdegi yaginda gesitli fitokimyasallar, tokoferoller,
steroller de tespit edilmistir (Grajzer et al., 2015) Calismalarda kusburnu ¢ekirdegi
yaginda 110-1099,9 mg/kg araliginda degisen miktarlarda y-tokoferol, 400-6630
mg/kg araliginda sterol ve 39,2-145,3 mg/kg araliginda karotenid tespit edilmistir
(Zlatanov, 1999; Ilyasoglu, 2014; Szentmihalyi et al., 2002). Szentmihalyi et al.
(2002), stiperkritik s1v1 ekstraksiyonu ile elde ettikleri kusburnu ¢ekirdegi yaginin
karoten igeriginin daha diisiik olmasma karsmn, yag asidi kompozisyonu
incelendiginde yiiksek oranda doymamis yag asidi (%92’den fazla) ve ¢oklu
doymamis yag asidi (doymamis yag asidi igeriginin yaklasik %77’s1) icerdigini
belirlemislerdir. Calismalar sonucunda, besin bilesimi ve biyoaktif bilesiklerin
varligt nedeniyle kusburnu c¢ekirde§i ve yagmin, fonksiyonel gida
formiilasyonlarinda ve diyet takviyelerinde katki maddesi olarak Onerilebilecegi

goriilmiistiir (Ilyasoglu, 2014).

2.11. Kabak Cekirdegi Yag:

Cucurbitaceae ailesine ait olan kabak (Cucurbita pepo L.), fenolikler,
polisakkaritler, flavonoidler, vitaminler, mineral tuzlar1 bakimindan zengin olmakla
birlikte, iyi bir karoten ve suda ¢oziinen vitamin kaynagi olarak bilinmektedir
(Sadeghi et al., 2019). Gida endiistrisi, meyve sulari, piireler, receller ve alkollii
iceceklerin tiretimi igin balkabagindan faydalanmistir Kabak ¢ekirdegi ise, bitkisel
ilaclar ve fonksiyonel gidalar olarak siklikla kullanilan bazi biyoaktif bilesikler

iceren balkabaginin yenilebilir tohumunu ifade etmektedir (Jiao et al., 2014).

Kabak c¢ekirdegi, toplam icerigin % 50'sini olusturan ana bileseni yag ile,
degerli bir protein ve yag kaynagi olarak kabul edilmektedir. Kabak ¢ekirdegi yag,
yesil renklidir ve igeriginde baskin yag asitleri olarak yag kompozisyonunun
yaklasik %98’ini olusturan, oleik (C18:1, %21,0-46,9), linoleik (C18:2, %35,6-
60,8), palmitik (C16:0, %9,5-14,5) ve stearik (C18:0, %3,1-7,4) asit bulunmaktadir
(Murkovic ve Pfannhauser, 2000; Nawirska-Olszanska et al., 2013). Kabak
cekirdegi yagi igerdigi linoleik ve linolenik asit gibi esansiyel yag asitleri,
karotenler, skualen, lutein, y- ve B-tokoferoller, fitosteroller, klorofil ve selenyum
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gibi bilesenler, mineraller (6zellikle potasyum, fosfor ve magnezyum), ve E
vitamini (tokoferoller) ile gii¢lii bir antioksidan kaynagi ve faydali bir besin
takviyesidir (Fahim et al., 1995; Seymen et al., 2016). Kabak ¢ekirdegi bakimindan
zengin diyetler, daha diisiik seviyelerde mide, meme, akciger ve kolorektal kanser
ile de iliskilendirilmistir (Huang et al., 2004; Stevenson et al., 2007).

Kabak c¢ekirdegi yagmin faydali etkileri kismen fenolik bilesiklerin
bollugundan kaynaklanmaktadir. Tipki diger tohum yaglar1 gibi, kabak ¢ekirdegi
yag1 da onemli miktarda y — tokoferol icermektedir. Antioksidan ve antienflamatuar
etkilerinin yani sira, y — tokoferol kardiyovaskiiler hastaliklarin ve prostat
kanserinin Onlenmesine yardimci olmaktadir. Fitosteroller, serum kolesterol
seviyesini diislirebilmesinin yan1 sira kolon kanseri basta olmak iizere bazi kanser
tiirlerine kars1 koruma saglayabilmektedir ve anti-enflamatuar etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Skualen giiclii bir antioksidan, anti-kanserojen ve detoksifikator
olarak kabul edilmektedir. Karotenoidler ise esas olarak gidalarin ¢ekici
renklerinden sorumlu olmakla beraber giiclii antioksidanlardir ve c¢esitli kanser
tirlerine, gozle ilgili hastaliklara, kardiyovaskiiler hastaliklara ve 1s18a bagl cilt
bozulmalarina karsi koruyucu ajanlardir (Jiang et al., 2001; Quilez et al., 2003; Kim
and Karadeniz, 2012; Fiedor and Burda, 2014; Ozbek and Ergéniil, 2020). Kabak
¢ekirdegi yaginda bu bilesenler disinda, tirozol, vanillik asit, vanilin, luteolin ve
sinapik asit gibi 0zel fenoliklerin varlig1 da tespit edilmistir (Andjelkovic et al.,
2010).

2.12. Literatiirde HCA’larin Belirlenmesi ile ilgili Yapilmis Calismalar

Vitaminler (C, E ve A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve
polifenoller, gidalarda bulunan ve viicuda alinmasi ile saglik iizerinde olumsuz
etkiye sebep olan radikallerden korunmay: saglayan baslica dogal antioksidanlar
olarak bilinmektedirler (Giiclii ve ark., 2009). Giliniimiizde meyveler, tohumlar,
cesitli baharatlar ile bunlardan elde edilen ekstraktlar ve yaglar, dogal antioksidan

etkileri sayesinde et ve et iirlinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Bastida et al,
2009).
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Et ve et iirtinlerinde hem HCA olusumunu azaltmak hem de iirlinde istenilen
lezzet ve aromanin saglanmasi i¢in kullanilan 6nemli antioksidan kaynaklarindan
biri baharatlardir. Kizartma isleminden once sigir koftelerine %1 ve %10 oraninda
biberiye oleoresin ilavesiyle PhIP olusumunun %44 azaldig1 gozlemlenmistir
(Balogh et al., 2000). Ayni oranda (%1) ¢am kabugu ekstrakti, biberiyeden elde
edilen oleoresin ve iiziim ¢ekirdegi ekstrakti eklenen koftelerin MelQx
konsantrasyonunu sirastyla %77, %75 ve %69 azalttig1 belirlenmistir (Ahn and
Griin, 2005).

Feslegen, kekik, mercankdsk, biberiye, keklikotu kisnis ve tatli ¢imen
ekstraktlari ilavesinin dana etlerinde HCA olusumuna etkileri aragtirilmistir. Farkli
oranlarda (%0,2- %0,5) kekik ve keklikotu ekstrakti ilavesinin PhIP olusumunu
kismen azaltirken diger ekstraktlarin PhIP olusumu iizerinde herhangi bir etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. Kekik ve feslegen ekstraktlari, Trp-P-2 olusumunu
azaltirken, Orneklerin Trp-P-1 iceriginin feslegen ekstrakti iceren Orneklerde
azaldig1 ve kekik ekstrakti iceren 6rneklerde arttig1 gézlemlenmistir (Damasius et
al., 2011).

Fenolik bilesikler acisindan zengin olan Rosa rugosa (Japon giilii) cay1
ekstrakt1 ilaveli koftelerin 160°C ve 220°C sicakliklarda kizartilmasiyla HCA
olusumu belirlenmistir. Norharman ve harman bilesikleri analiz edilen tiim 6rnek
gruplarinda tespit edilmistir ve sicaklik artisiyla beraber miktarlarinda artis
goriilmiistiir. Ayni zamanda, ekstrakt eklenen Orneklerdeki Trp-P-1 ve Trp-P-2
miktarinin  kontrol grubuna goére daha diisiik konsantrasyonlarda oldugu
belirlenmistir. Kullanilan ekstraktin sahip oldugu antioksidan aktivitesi sayesinde,
yiiksek sicakliklarda (220°C) HCA olusumu fizerine etkisinin diisiik sicakliklara
(160°C) gore daha fazla oldugu ve her iki sicaklikta da PhIP olusumunda 6nemli

oranda azalma sagladig: belirtilmistir (Jamali et al., 2016).

Kore bogiirtleni ve sogan iceren dana koftelerinin 230°C’de her yilizeyinin 8
dakika pisirilmesiyle HCA olusumunun kontrol 6rneklerine kiyasla daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Orneklere 4 gram Kore bogiirtleni ilavesiyle MelQ,
norharman, Glu-P-1, ve AaC bilesikleri sirasiyla % 74, %62, %39 ve %37 oraninda
azalirken;. 4,8-DiMelQx olusumu tamamen inhibe edilmistir. Orneklere 12 gram
Kore bogiirtleni ilave edildiginde ise harman bilesigi basta olmak {izere pek ¢ok
HCA inhibe edilirken, 16 gram ilave edilmesi Glu-P-1, MelQx, norharman, harman
ve PhIP olusumunu sirastyla % 96, %92, %85, %72 ve %84 oraninda azaltmistir.

Kofte 6rneklerine 4 gram sogan ilavesinin HCA olusumunu azaltirken, daha yiiksek
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miktarlarda ilave edildiginde (8 gram) HCA olusumunu destekledigi goriilmiistiir.
Orneklere 2 gram sogan ilave edilmesiyle 4,8-DiMelQx, Glu-P-1, MelQ,
norharman ve PhIP olusumunun sirasiyla 100, %96, %88, %74 ve %79 oraninda

inhibe oldugu belirlenmistir (Dong et al., 2011).

Khan et al. (2019), Chrysanthemum morifolium ¢igegi ekstraktinin farkli
sicakliklarda ve farkli yontemlerle pisirilen keci eti koftelerinde HCA olusumunu
%14-%82 araliginda inhibe ettigini belirlemislerdir. Toplam HCA olusumu
175°C’de, tavada kizartilan, derin yagda kizartilan ve firinda pisirilen 6rneklerde
sirastyla %46, %40 ve %35 oraninda azaltilirken; 225°C’de bu yontemlerle pisirilen
orneklerde sirasiyla %47, %52 ve %32 oraninda azalma goriilmiistiir. Bu nedenle,
kullanilan ekstraktin etkisinin derin yagda kizartma ve tavada kizartma
yontemlerinde daha belirgin oldugu ve sicakliktaki artigla beraber ekstraktin her iki

pisirme yonteminde de etkinligini arttirdig1 sonucuna varilmistir.

Rounds et al. (2012), gesitli bitkisel ekstraktlarin, baharatlarin ve bitkisel
yaglarin sigir koftelerinde HCA olusumunu belirlemek i¢in bir c¢alisma
yapmiglardir. Dana koftelerine %1 (a/a)’lik konsantrasyonda esansiyel yaglar ve
%S5 (a/a) oraninda bitkisel ekstraktlar ve baharatlar eklenerek 200°C 1zgarada
pisirilmistir. Yapilan analizlere gore koftelerde MelQx olusumunda azalma, bitkisel
ekstraklarda; %79,5 (zeytin), %76,1 (elma kabugu), %31,4 (yesil ¢ay), %50,4
(izlim c¢ekirdegi), toz baharatlarda; %78,0 (sogan), %68.,9 (paprika), %66,2
(sarimsak), %49,5 (kekik otu), %48,6 (zerdegal), %24,2 (kimyon), esansiyel yagda;
%35,0 (karanfil tomurcugu yagi) olarak bulunmustur. PhIP olusumundaki azalma
ise; bitkisel ekstraklarda; %84,3 ( zeytin), %82,1 (elma kabugu), %86,0 (yesil ¢ay),
%78.9 (liziim ¢ekirdegi), toz baharatlarda; %94,3 (sogan), %87,2 (paprika), %85,0
(sarimsak), %85,4 (kekik otu), %73,6 (zerdegal), %51,7 (kimyon), esansiyel yagda;
%52,1 (karanfil tomurcugu yagi) oraninda belirlenmistir. Genel olarak bitkisel
ekstraktlarin toz baharatlarla kiyaslandiginda HCA olusumunu daha yiiksek oranda
etkiledigi belirtilmistir.

Oz and Kaya (2011b), karabiberin yiiksek yag igerigine (%30) sahip
koftelerde HCA olusumuna etkisini arastirmiglardir. Bu amagla dana koftelerine
%1 (a/a) karabiber eklenerek 175°C, 200°C ve 225°C’de kizartilmigtir. En yiiksek
miktarda HCA, 225°C’de 31,80 ng/g (PhIP) saptanirken MelQx higbir 6rnek
grubunda tespit edilmemistir. Toplam HCA olusumu %12-100 aralifinda inhibe
edilmistir. Bagka bir calismada (Zeng et al., 2017) karabiber (%0,05, %0,10, ve
%0,15, g/g) ve piperinin (%0,005, %0,010 ve %0,015, g/g) dana koftelerine
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eklenmesiyle HCA olusumuna etkileri karsilastirilmistir ve piperinin analiz edilen
tiim HCA’larin (PhIP, 1Qx, MelQx, 4-DiMelQx, harman ve norharman) olusumunu
inhibisyonda daha etkili oldugu belirlenmistir. Toplam HCA olusumu 225°C’de
pisirilen koftelerde konsantrasyona gore sirasiyla karabiber iceren grubun %42, %
34, %25 ve piperin igeren grubun %62, %60, %56 oranlarinda inhibe oldugu tesipit

edilmistir.

Gibis and Weiss (2012) yaptiklari bir ¢alismada, biberiye ve liziim ¢ekirdegi
ekstraktlarinin dana koftelerinde HCA {izerine etkisini arastirmislardir. Kofteleri
ayr1 ayr1 biberiye ve lizlim ¢ekirdegi ekstraktlari ile marine ederek kizartmislardir.
Kizartilan koftelerde yapilan analizler sonucunda MelQx ve PhIP’de %57-%90
araliginda azalma tespit edilirken, norharman ve harman seviyeleri de diigiik
cikmigtir. Biberiye ekstraktinin antioksidan kapasitesinin iiziim c¢ekirdegi

ekstraktinin yarisi kadar oldugu anlasilmstir.

Yapilan bir ¢calismada, HCA olusumunu azaltmak amaciyla 1zgara tavuk
orneklerinde organik asitlerin ve farkli sekerlerin kullanimi arastirilmastir.
Demirhindi tartarik asit agisindan zengin iken, limon, lime ve kalamansinin yiiksek
sitrik asit igerigine sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle 6rnekler demirhindi,
limon, lime ve kalamansi ilave edilen beyaz seker, esmer seker ve bal ile marine
edilerek pisirilmistir. Beyaz seker ve kahverengi seker iceren kalamansi ile
marinasyonun Orneklerde, bal ve demirhindi ile marinasyona gére HCA olusumunu
azalttig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda, demirhindi, limon, lime ve kalamansi gibi
organik asit bilesenleri kullanilarak marinasyon sivisinin pH’sinin diisiiriilmesinin,
HCA olusumunu 6nemli dl¢iide azalttig1 goriilmiistiir. Ayrica kullanilan tiim seker
cesitleri icin marine edilen drneklerin HCA konsantrasyonlarinin, kontrol grubuna

kiyasla dnemli 6l¢iide diisiik oldugu belirlenmistir (Jinap et al., 2018).

Tavuk gogsiiniin zeytin ve lotus yapragi ekstraktlari igeren marinasyon
sosuyla marine edilerek 200°C’de 16 dakika siireyle pisirilip HCA olusumu
incelenmistir. Orneklere uygulanan %2 ekstrakt igeren marinasyonun, Glu-P-1,
Glu-P-2 ve MelQ basta olmak {izere bircok HCA’y1 inhibe ettigi ve MelQx, PhIP,
MeAaC, ve norharman olusumunu sirastyla %87,%55, %54, ve %17 oraninda
azalttigr goriilmiistiir. Ancak Orneklere %4 zeytin ve lotus yapragi ekstraktlar
iceren marinasyonun uygulanmasiyla HCA olusumunun desteklendigi ve Glu-P-
1’in tamamen inhibe oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda MelQ, MelQx, Glu-P-
2 ve PhIP sirastyla %92, %69, %45 ve %24 oraninda azalmistir. Orneklere %8
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ekstrakt iceren marinasyon uygulamasiin ise MelQ, MelQx, PhIP ve Glu-P-1
olusumunu %79, %51, %23, ve %48 azalttig1 goriilmiistiir (Dong et al., 2011).

Keskekoglu and Uren (2014), dort farkli yontemle (firinda, 1zgarada,
mangalda ve yagda) pisirilen dana ve tavuk eti koftelerinde nar ¢ekirdegi
ekstraktinin etkilerini incelemislerdir. Koftelere eklenen %0,5 (a/a) nar c¢ekirdegi
ekstraktinin en yiiksek inhibe edici etkiyi derin yagda kizartilan 6érnek grubunda
gosterdigi goriilmistiir. Dana eti koftelerinde en yiiksek inhibe edici etki PhlIP,
norharman, harman, IQ ve MelQXx i¢in sirasiyla %68, %24, %18, %45 ve %57 iken,
tavuk eti kofteleri i¢in sirasiyla; %75, %57, %28, %46 ve %49 olarak bulunmustur.
Dana koftelerinde toplam HCA olusumu pisirme yontemlerine gore mangalda %39

ve derin yagda %46 oraninda azalmigtir.

Benzer bir ¢calismada {iziim ¢ekirdegi ekstraktinin farkli yontemlerle pisirilen
kofteler iizerinde HCA olusumuna etkisi arastirilmistir. Dana eti koftelerinde en
yiiksek inhibe edici etki PhIP, norharman, 1Q ve MelQx i¢in sirasiyla %65, %69,
%065 ve %59 iken, tavuk eti kofteleri icin sirasiyla; %73, %31, %52 ve %37 olarak
bulunmustur. Pisirme yontemlerine gore dana koftelerinde toplam HCA seviyesinin
mangalda %65 ve firinda %65 oraninda azaldigi goriilmiistiir (Keskekoglu and
Uren, 2017).

Tablo 2.3’te gidalarda kullanilan gesitli katkilarin HCA olusumu iizerine

etkileri ile ilgili calismalar 6zetlenmektedir.

Tablo 2.3. Gidalarda kullanilan ¢esitli katkilarin HCA olusumu iizerine etkileri ile ilgili caligmalar

Katk Kullamilan Orl_lekler Calismada Elde Edilen Referans
ve Uygulanan Islemler | Sonuclar
Yapilan analizler rneklerde;
L - . 13,2 pg/kg MelQx, 10,2 ng/kg
Biberiye, . Dana_eth orglel’derlne 1Q. 2.26 pg/kg 4.8-DiMelOx, Murkovic et
adagayl, kekik | eklenip 180°C’de 20 dk 5 46 wolke Mol 598 nofk al. 1998
ve sarimsak kizartilmiglardir. 70 PEIkE » elQ Ve <0 HE g B
PhIP olustugunu gostermistir.
Kullanilan baharatlar kontrol
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grubuna gére HCA oranini %60
azaltmusgtir.

Domateslerden

Et suyu model sisteminde
kullanilan 1000 ppm
konsantrasyonundaki karotenoid

ekstrakti igeren
zeytinyagi ve kolza

rafine zeytinyagina gore daha az
meydana gelmistir ve bu

tohumu yagi) e .
kallamarak 200°C | g
kizartilmiglardir. y &

belirtilmistir.

elde edilen . ekstraktinin, MelQx Vitaglione et
karotenoid Dana eti suyu olusumunun %13 ve 4,8- al., 2002
ekstrakti DiMelQx olugumunun %5
oraninda azaltildig1
belirlenmistir.
. . Koftelerde 12 farkli HCA tespit
E?S});;gg:rk&gtgfgl' edilmi.stir. Bunlardan MelQx,
zeytinyag, sizma 4,8-DiMelQx, P.hIP,Hharman ve
zeytinyagi, fenollerden porharman z?yflnye.l.glnda
. armdiriigfi¥ma klZ?lI‘tllHll? bptun koftelerde
Zeytinyag ve zeytingiiaWPbiberiyd belirlenmistir. Sizma Persson et al.,
kolza yagi ’ zeytinyagindaki HCA olusumu, | 2003

Elma ve iiziim

%0,1 (a/a) oraninda
ekstrakt igeren dana

Ekstraktlar, hem ayr1 ayr1
MelQx, DiMelQx ve PhIP ‘in

cekirdegi kofteleri teflon tavada hem de toplam HCA igeriginin Cheng et al.,
ekstraktlar: 210°C’de 12 dk (her azalmasini (kontrol grubuna 2007
yiizey igin 6 dk) gore yaklasik %70 oraninda)
kizartilmislardir saglamiglardir.
Dana etleri, 18°C’de 1, Orneklerin PhIP ve MelQx
2, 4 ve 6 saat marine seviyeleri her iki marinasyon
. o ) ; ) Melo et al.,
Bira ve sarap edilip teflon tavada 180- | isleminde de (bira ve sarap) 2008
200°C’de her yiizeyi 4 sirastyla %88 ve %40 civarinda
dk dakika pisirilmistir. azalmustir.
%1 karvakrol igeren HCA olusumunda en yiiksek
Karvakrol dana kofteler elektrikli orandaki azalmalar 7Q°Q _
(Kekik yagmin tavada, merkez _s1ca}k1‘1kta gergeklesmistir. Friedman et
bileseni) sicakliklar1 65, 70 ve 80 | Inhibisyon oranlar1 PhIP, MelQx | al., 2009
°C’ye ulasincaya dek ve MelQ’da sirasiyla; %78, %72
pisirilmislerdir. ve %58 olarak bulunmustur.
Dana kofteleri, farkl Kofte 6rneklerinin
¢oziiciiler kullanilarak tamaminda MelQx ve PhIP
Biberiye elde edilen biberiye olusumunun dnemli oranda Puangsombat
ekstraktlar (5 ekstraktlar ekleyerek 2 azaldig1 goriilmiistiir. %20°1lik -
.. . NP and Smith,
farkh yontemle | farkli yontemle (191° etanol ¢6zeltisi kullaniminm en 2010
elde edilmis) C'de her yiizeyi 6 dk ve yiiksek inhibisyon etkisine (%91,7
204° C'de her yiizeyi 5 MelQx, %85,3 PhIP) sahip oldugu
dk) pisirilmislerdir. tespit edilmistir.

Tablo 2.3. Gidalarda kullanilan ¢esitli katkilarin HCA olusumu iizerine etkileri ile ilgili ¢aligmalar
(devami)
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Kullanilan Ornekler ve

saat fermente edildikten
sonra 60°C’de 1s1l islem
uygulanmustir.

igeren gruplarda HCA olusumu
onemli miktarda artarken, %0,5 targin
eklenen ve deri alt1 yagi igeren grupta
toplam HCA olusumunun en az
oldugu goriilmiistiir.

Katki Uygulanan islemler Cahsmada Elde Edilen Sonuclar Referans
Kirmizibiber igermeyen kontrol
grubunda en diisiik miktarin
%] (a/a) kirmizibiber (225°C’de) 2,63 ng/g oldugu
iceren dana etleri, 175°C, | goriilmiistiir. Kirmizibiber igeren 07 and Kava
Kirmuzibiber | 200°C ve 225°C’de ornek grubunda ise en yiiksek 2011c ya,
kizartilmiglardir. miktarin (225°C’de) 0,64 ng/g
oldugu belirlenmistir. Toplam HCA
olusumu %75-100 araliginda inhibe
edilmistir.
Farkli oranlarda %4 (a/a) konsantrasyonda zerdecal,
baharatlarla marine edilen | 82 ng/100 g IQ seviyesini azaltirken;
Zerdecal, 1 g dana etlerinden %10 (a/a) konsantrasyonda limon
zencefil yapilmis satay drnekleri otu, 44,4 ng/100 g azalmay1 Jinap etal.,
cicegi ve (Giineydogu Asya saglayabilmistir. %10 (a/a) zencefil 2015
limon otu yemegi),70°C ve 80°C ilavesi ise en yiiksek MelQx
sicakliklarda 1zgara seviyesini 83 ng/100 g’a
edilmigtir. diislirmiistiir.
Farkl1 oranlarda ekstrakt En qusek oraf)lda toplam H(.:A
iceren dana ve tavik inhibisyonun, %0,5 ekstrakt iceren N
o etlerde gerceklestigi belirlenmistir. | Tengilimoglu-
gogiis etleri, tavada ve A :
Al eksrakti .. Ekstrakt eklenen dana etlerinde Metin et al.,
firinda ti¢ farkl sicaklikta
o toplam HCA olusumu %20-100 2017
(150, 200 ve 250 °C) o oA e
isirilmislerdir araliginda, tavuk gogiis etlerinde ise
1y %12-100 araliginda azalmustir.
Dana eti ve tavuk gogiis Ekstrakt eklenen dana etlerinde
etlerine farkli oranlarda toplam HCA olusumu %6-98 Tenailimoalu-
Enginar ekstraktlar eklenip, tavada | araliginda (%0,5 ve %0,1 g g
. S Metin and
ekstrakti ve firinda ti¢ farkl oranindakiler i¢in sirastyla %6-46 ve Kizil 2017
sicaklikta (150, 200 ve %25-98), tavuk gogiis etlerinde ise '
250 °C) pisirilmistir. %5-97 araliginda azalmstir.
Tiim HCA’lar arasinda en yiiksek
Farkh yag iceriklerine m1}<tarda olusan IQ glmustgr. S1g1r‘
- - N . yag1 ve %0,5 tar¢in igeren 6rneklerin
si8ir yagi, donyagi, deri S ;
2 . 1Q seviyesi 5,96 ng/g tespit
alt1 ve kuyruk yagi) sahip oL
. .. . edilmistir. Baharat eklenen
Karanfil ve sucuk 6rneklerine Srneklerden SIEIr vadi ve ic vagi Unal et al.,
tar¢in baharatlar katilip 24-48 EIl YAEL VC I¢ yag 2018

Tablo 2.3. Gidalarda kullanilan ¢esitli katkilarin HCA olusumu iizerine etkileri ile ilgili caligmalar

(devam)
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Kullanilan Ornekler ve

Katki Uygulanan islemler Cahismada Elde Edilen Sonuclar Referans
Pigmis drneklerde toplam HCA
Farkli oranlarda (%0, %0,25, | miktar1 0,81-4,03 ng/g araliginda
Zeytin %0,5, %1, %2) ekstrakt bulunmustur. Somon 6rneklerine Macit
yapragl | eklenen somon baliklari, %0,25 ve %1 oraninda eklenen zeytin 2018 ‘
ekstrakti | 180°C ve 220°C sicakliklarda | yapragi ekstraktinin, HCA olusumunu
tavada pisirilmistir. %3,87-77,69 araliginda azalttig1
belirlenmistir.
Dana koftelerine farkl
konsantrasyonlarda (%0, Toplam HCA miktarinin 2,92 ng/g ve
90,25, %0,5 ve %]1) ve farklt | altinda oldugu belirlenmistir. Kofte
Reishi yontemlerle (kofte ylizeyine orneklerinde IQ)f (1,47 ng/ g) ve PhIP )
serpme ve kiyma (1,86 ng/g) en yiiksek seviyelerde Gilizel,
mantari .. . s
ekstrakti formiilasyonuna karistirma) tespit edilirken reishi mantari 2019

ekstrakt eklenerek hazirlanan
ornekler 150°C ve 190°C
sicakliklarda derin yagda
kizartilmugtir.

ekstraktinin toplam HCA olusumunu
% 54,26-100 araliginda inhibe ettigi
gorilmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Denemelerde kullanilan yagsiz dana kiyma ve ¢ekilmis i¢ yag1 Efem Kasap
(Efeler, Aydin) firmasindan temin edilmistir. Tim denemelerde aymi etler
kullanilmigtir ve temin edilen materyaller, kofte 6rnekleri hazirlanincaya kadar
buzdolabinda (+4°C’de 12 saat) bekletilmistir.

Calismada Arifoglu markasina ait propolis ekstrakti (PE), keciboynuzu
ekstrakt1 (KE), kusburnu ¢ekirdegi yag1 (KUCY) ve kabak ¢ekirdegi yagi (KACY)
kullanilmigtir ve koftelere ilave edilen oranlar literatiire gore belirlenmistir.
Kullanilan keciboynuzu ekstrakti, keciboynuzu meyvesinden; kusburnu c¢ekirdegi
yagi, kusburnu ¢ekirdeklerinden ve kabak ¢ekirdegi yagi, kabak cekirdeklerinden
soguk sikma yontemiyle elde edilmistir ve propolis ekstrakti, propolisten su
ekstraksiyonu yoluyla elde edilmistir. Tablo 3.1’de tez ¢alismasinda uygulanan

deneme plan1 goriilmektedir.

Tablo 3.1. Tez ¢aligmasinda uygulanan deneme plani

3.1. Kéfte Orneklerinin Hazirlanmasi

Grup Grup Grup Grup Grup
Kontrol grubu Kofte + PE (%l Kofte + KE (%1 Kofte + KACY Kofte + KUCK
(%0) koftelerin ve %2) ve %2) (%1 ve %2) (%1 ve %2)
hazirlanmasi orneklerinin Orneklerinin orneklerinin Orneklerinin
hazirlanmasi hazirlanmasi hazirlanmasi hazirlanmasi

3.2. Pisirme Oncesinde Kofte Orneklerine Uygulanacak Analizler

Nem analizi
Yag analizi
Protein analizi
Kiil analizi
pH analizi

Ekstrakt ve Yaglara Uygulanacak Analizler

Toplam fenolik madde miktar1 analizi
Antioksidan aktivite analizi

4.1.Kofte Orneklerinin Pisirilmesi

Farkli konsantrasyonlarda ekstrakt ve yag igeren kofte drnekleri 150°C, 200°C ve 250°C sicakliklarda,
firmda ve tavada pisirilmiglerdir.

4.2. Pismis Koftelere Uygulanacak Analizler
HCA analizi
TBARS analizi
Coziiniir protein analizi

Toplam fenolik madde miktar1 analizi
Antioksidan aktivite analizi
Her bir 6rnek grubu i¢in analizler 2 tekrar, 2 yada 3 paralel olacak sekilde yapilmistir.
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3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Analizlerde kullanilan metanol, kloroform (CHCIl3), DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl), sodyum hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich (USA) firmasindan,
hidroklorik asit (HCI) (37%, w/w) ¢inko asetat dihidrat (C4H100sZn), amonyak
(NH3) (25% w/w), trikloroasetik asit (TCA), tiyobarbitiirik asit (TBA), Coomassie
Brillant Blue, fosforik asit, Bovine Serum Albiimini (BSA), sodyum kloriir,
potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa), dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPOs),
amonyum asetat, asetonitril, asetik asit, Folin Ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat
(Na2CO0:s), gallik asit Merck firmasindan temin edilmistir.

Kullanilan biitiin kimyasallar ve solventler HPLC saflikta veya analitik

safliktadir. Calismada tiim analizlerde ultra saf su kullanilmistir.

Standart olarak kullanilan HCA’lar: 2-amino-3-methyl-3H-imidazo[4,5-
flquinoline (1Q), 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-flquinoxaline (MelQx), 2-
amino-3,4,8-trimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline  (4,8-DiMelQx),  2-amino-1-
methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine  (PhIP) ve 1-mmethyl-9Hpyrido[4,3-
b]indole (harman) Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada); 9H-pyrido[4,3
blindole (norharman) Sigma (Switzerland) markalar1 kullanilmistir. Kati1 faz
ekstraksiyonu i¢in Oasis MCX kartus (3 ml/60 mg, 30 um) Waters (Ireland) ve
Bond Elute C18 kartus (3 ml/100 mg) Agilent (USA) ile ¢aligilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlarin isimleri ve markalar1

Cihaz adq Marka
Spektrofotometre Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis
Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) Agilent Technology 1200 Series
Su banyosu Falc WB U2
Vortex karigtirici Wise Mix VM-10
Ultra-Turrax IKA’25 Digital
Santrifiij cihazi Hettich-Centrifuge Universal 320 R
Analitik terazi Shimadzu ATX-224
pH metre ISOLAB
Termocouple Protec 506 Digital Multimeter
Dumas protein cihazi LECO FP-528
Ultrasonik su banyosu Selectra 10K
Yiizey 1s1 lger Ebro THI350
Ultra saf su cihaz1 Human Corporation Zeneer
Calkalama cihazi Daihan SHO-2D
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3.2. Yontem

3.2.1. Kofte Orneklerinin Hazirlanmasi

Yagsiz dana eti ve i¢ yagi kasaptan kiyma halinde temin edilmis ve galeta unu
eklenip %20 yag icerigine ayarlandiktan sonra homojen bir karisim elde edilinceye
kadar yogurularak kofte hamuru haline getirilmistir. Hazirlanan hamur gruplara
ayrilmis ve daha sonra her bir grup 1s1tk ve oksijenden korumak amaciyla
aliminyum folyoya sarilip posetlere konularak -18°C’de pisirme islemine kadar
saklanmistir. Pigirme islemi Oncesinde Ornek gruplari +4°C’de tamamen
coziindiirilerek %0, %1 ve %2 oraninda katkilar ilave edilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda katki iceren kofte hamurlari, 30 g’lik porsiyonlara ayrilip 6,5
cm c¢apindaki dairesel kaliplar kullanilarak sekillendirilmistir. Hazirlanan kontrol
ve katki ilaveli kofte Ornekleri buzdolabi kosullarinda (+4°C) 24 saat
dinlendirilmistir. Kofte 6rneklerinin hazirlanmasi Ek 1’de gosterilmistir. Tablo

3.3’te kofte orneklerinin bilesimi goriilmektedir.

Tablo 3.3 Hazirlanan kéfte 6rneklerinin bilesimi (%)

Kofte Bilesimi (%, w/w) Kontrol (%0) K1 K2
Et 63,4 62,4 61,4
Yag 20 20 20
Galeta Unu 16,6 16,6 16,6
Katkilar 0 1 2

K1: %1 oraninda katki igeren, K2:%2 oraninda katki igeren 6rnektir.
3.2.2. Pisirme Oncesi Kofte Analizleri
3.2.2.1. Protein analizi

Dana koftesi parcalanarak homojen hale getirilmis ve olusan hamurdan 0,25
gram tartilarak, LECO FP 528 cihazinda okuma yapilmistir. Dumas prensibi ile
calisan bu sisteme gore, aliiminyum folyolara 0,25 g 6rnek tartilir ve cihazda % azot
(N) olarak sonu¢ alinir. Bu sonu¢ da et ve iriinlerine ait deger olan 6,25 ile

carpilarak % protein sonucu cihaz tarafindan otomatik olarak verilir (AOAC, 2000).

3.2.2.2. Nem analizi
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Pargalanan Orneklerden 2 g tartilip etiivde 105°C’de 5 saat kurutulmustur
(AOAC, 2000). Ornegin baslangi¢ agirlig1 ile kurutma sonrasi1 agirlig1 arasindaki

fark % (w/w) olarak hesaplanmustir.
%Nem= [(ilk agirlik - son agirlik)/ ilk agirlik] x 100
3.2.2.3. Yag analizi

Kloroform-metanol yontemi ile Folch (1957)’a gore yapilmistir. 5 gram (m)
ornek tartilip 50 ml kloroform-metanol (2:1) eklenerek 2 dk homojenize edilmistir.
Karisim filtre kagidiyla ayirma balonuna siiziiliip lizerine 10 ml %0,4 (w/v) CaCl;
eklenip kapagi kapatilmistir. Ayirma balonu calkalandiktan sonra 24 saat bekletilip
olusan alt faz darasi alinmig olan silifli balona (M) ayrilmigtir. Balon rotary
evaporatére baglanip 20 dk boyunca kloroform ugurulduktan sonra etiivde
105°C’de sabit tartima gelene kadar kurutulmustur (M3).

%Yag=[(M2-Mz1)/m] x 100
3.2.2.4. Kiil analizi

Krozeler 105°C’de sabit tartima getirilip igerisine 5 gram 6rnek tartilmis ve 4
saat 6n yakma islemi uygulanmistir. Daha sonra drnekler 650°C’ye ayarlanan kiil
firmina yerlestirilip yakilarak toplam kiil miktar1 belirlenmistir (AOAC, 2000).
3.2.2.5. pH Analizi

pH analizi, pH 4 ve 7 tampon ¢ozeltileri ile kalibre edilen pH metre ile
yapilmistir. Analizde kullanilan pH metre Ek 2’de gosterilmistir. Kofte

orneklerinden 10 g tartilip 100 ml distile su ile homojenize edilmis ve karistma pH

metre probu daldirilarak 6rneklerin pH degerleri belirlenmistir (Qiao et al., 2001).

3.2.3. Pisirme Islemi
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Hazirlanan kofte 6rnekleri Tablo 3.4’te belirtilen sartlarda iki tekrar olarak
pisirilmiglerdir. Pisirme yontemi olarak yagsiz tava ve firin tercih edilmistir. Bu
pisirme yontemleri kofte pisirilmesinde en fazla kullanilan yontemler oldugu icin
tercih edilmistir. Ayrica pisirme sicakliklarina karar verilirken de yiizey sicakliklar
acisindan az pismis, orta pismis ve ¢cok pismis ornekler elde etmek amaglanmistir.
Her ¢ sicaklikta pisirilen kofteler merkez sicakligl kontrol edildiginde tiikketime
uygun olduklar1 gériilmiistiir. Yagsiz tavada pisirme islemi sirasinda her denemede
yiizey sicakligi 150°C, 200°C ve 250°C’ye ayarlanmis ve pisirme islemi boyunca
ylizey termometresi ile sicaklik kontrol edilmistir. Esit boyut ve agirliktaki kofte
ornekleri i¢in optimum pisirme siiresi, merkez sicakliklarinin minimum 75°C’ye
ulagsmasina gore on denemelerle belirlenmistir. Tiim sicakliklar (150°C, 200°C ve
250°C) i¢in tavada pisirme siiresi toplam 5 dk (her bir yiizey i¢in 2,5 dk), firinda
pisirme siiresi ise 7 dk olarak uygulanmistir. Firinda pisirme islemi sirasinda orta
raf ve fansiz olarak calistirilmis ve her sicaklik i¢in 10 dk 6n 1sitma yapilmistir. Her
iki yontemle pisirme islemi sirasinda 6rneklerin merkez sicakliklari diizenli olarak
bir termocouple ile kontrol edilmistir. K6fte 6rneklerinin tavada pisirilmesi asamasi
Ek 3’te, merkez sicakligini kontrol etmek amaciyla kullanilan termocouple Ek 4’te

ve pisirme islemi sirasinda kullanilan yiizey sicaklik dlcer Ek 5°te gosterilmistir.

Pisirilen kofteler sogumasi icin 20 dk bekletilip bir el blender1 ile homojen
hale getirildikten sonra tekrar aliiminyum folyoya sarilarak analizlerde kullanilmak
tizere -18°C’de saklanmistir. Kofte 6rneklerinin pisirme sonrasi goriiniisleri EK 6’te

gosterilmistir.
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Tablo 3.4. Kofte drneklerine uygulanan pigirme kosullari

Oziit Oran Pisirme sekli Pisirme sicakhigi
Tava 150°C, 200°C ve 250°C
Kontrol
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
) Tava 150°C, 200°C ve 250°C
Propolis ekstrakti | %1
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
Tava 150°C, 200°C ve 250°C
%2
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
Tava 150°C, 200°C ve 250°C
Kontrol
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
Kegiboymuizu | ., Tava 150°C, 200°C ve 250°C
clggal™ B 150°C, 200°C ve 250°C
Tava 150°C, 200°C ve 250°C
%2
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
Tava 150°C, 200°C ve 250°C
Kontrol
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
Kusburnu - Tava 150°C, 200°C ve 250°C
cekirdegi yagi %1
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
Tava 150°C, 200°C ve 250°C
%2
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
Tava 150°C, 200°C ve 250°C
Kontrol
Firin 150°C, 200°C ve 250°C
Kabak gekirdegi |, Tava 150°C, 200°C ve 250°C
yagl Firm 150°C, 200°C ve 250°C
Tava 150°C, 200°C ve 250°C
%2
Firin 150°C, 200°C ve 250°C

3.2.4. Pisirme Sonrasi1 Kofte Analizleri
3.2.4.1. HCA Analizi
Kofte oOrneklerinde HCA analizinin tiim basamaklar1 (bilesenlerin

ekstraksiyonu, saflastirilmasi ve o6l¢iimii) Ozdestan et al. (2014) tarafindan

gelistirilen metoda gore uygulanmastir.
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HCA standartlarinin hazirlanmasi

Oncelikle her bir HCA’dan 100 mg/I stok ¢dzeltiler metanolde hazirlanmustir.
Daha sonra her birisinden 0,1 mg/l, 0,2 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l, 5 mg/l ve 10 mg/I
metanolde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve bunlara gore her bir HCA i¢in standart

kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.

Kofte orneklerinden HCA ’larin ekstraksiyonu

4 g kofte ornegi 25 ml 0,2 M HCl ile homojenize edilip (Ika T25 Ultra-Turrax,
25000 devir/dk, Almanya) karisim 250 ml’lik erlene aktarilmistir. Erlene alinan
karigimlar 1 saat siireyle calkalama cihazinda (Daihan SHO-2D) calkalandiktan
sonra karisima 1 ml Carrez I ilave edilip 2 dk ¢alkalanmis, ardindan 1 ml Carrez I1
ilave edilip 2 dk daha g¢alkalanmistir. Karistm Whatman (40) siizge¢ kdgidindan
siizlildiikten sonra siiziintli iki esit kisma ayrilmistir. Her iki porsiyon ayri ayri
safsizliklardan kurtulmak i¢cin Bond Elute Cig SPE kartustan gegirilmistir. Bu
amacla Cig kartuslar énce 2 ml 0,1 M HCI ile sartlandirilmistir. Cig kartustan
gecirilen ¢ozelti 2 ml 0,1 M HCI ile sartlandirilan OASIS MCX kati faz
ekstraksiyon kartusuna gonderilmistir. Bu kartusta tutulan HCA’lar 2 m1 0,1 M HCl
ve ardindan 2 ml metanol ile yikanmis ve kartusta kalan ¢ozelti basingli hava ile
uzaklastirilmistir. Yikama sonrasinda kartusta tutulmus olan HCA’lar 3 ml
metanol/NHs (%25) (19/1) ¢ozeltisi ile tiiplere alinmustir. Tiiplerdeki ¢6zgen azot
gaz1 altinda ugurulduktan sonra kalint1 0,5 ml metanolde ¢oziilmiistiir. Cozelti 0,45

um lik filtreden siiziildiikten sonra HPLC cihazina enjekte edilmistir

Kromatografik kosullar

Dedektor olarak MelQx, 4,8-DiMelQx ve 1Q bilesikleri icin DAD dedektor,
PhIP, norharman ve harman i¢in ise fluoresans dedektor kullanilmistir. Dalga boyu
olarak MelQx ve 4,8-DiMelQx 263 nm’de, 1Q ise 254 nm’de ¢alisilmustir.
Fluoresans dedektorde uyarma dalga boyu 340 nm ve emisyon dalga boyu 370 nm
olarak se¢ilmistir. DAD dedektor ile yapilan analizde hareketli faz olarak A: %25
lik NH3 ile pH’s1 5,0’e ayarlanmis metanol/asetonitril/su/asetik asit (8/14/76/2,
v/v/v/v) ¢ozeltisi ve B: asetonitril kullanilmigtir. Uygulanan gradient programi
Tablo 3.5’te gosterildigi gibidir. Enjeksiyon miktar1 20 upl olacak sekilde

ayarlanmustir.
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Tablo 3.5. DAD dedektorde kullanilan dereceli eliisyon programi

Zaman A Solventi (%) B Solventi (%) Akis Hiz1 (ml/dk)

0 100 0 0,3
12 100 0 0,3
20 70 30 0,3
29 70 30 0,3
34 0 100 0,3
35 0 100 1

44 0 100 1

49 100 0 0,3
55 100 0 0,3

PhIP, norharman ve harman analizinde hareketli faz olarak A: 0,5 M
amonyum asetat ve B: metanol kullanilmistir. Gradient program Tablo 3.6°daki gibi

ayarlanmistir.

Enjeksiyon miktar1 15 pl olacak sekilde ayarlanmistir.

Tablo 3.6. DAD dedektorde kullanilan dereceli eliisyon programi

Zaman A Solventi (%) B Solventi (%) Akis Hiz1 (ml/dk)
0 90 10 0,5
10 75 25 0,5
15 50 50 0,5
20 25 75 0,5
22 0 100 0,5
25 90 10 0,5
30 90 10 0,5

3.2.4.2. TBARS Analizi

10 g et 6rnegi 35 ml soguk (4 °C) %5 lik TCA ¢ozeltisi ile 3 dk siire ile
homojenize edilmistir. Karisima 2 ml % 0,5’lik (w/v) EDTA (NaxH2Y.2H:0)
¢ozeltisi ilave edilip karisim 1 dk stireyle karistirilmistir. Karisim Whatman (40)
stizge¢ kagidindan siiziiliip 50 ml’lik volumetrik balona aktarildiktan sonra 6rnek
kab1 ve siizgeg kagidi %5 lik TCA ¢ozeltisi ile yikanip, yikama ¢ozeltileri ayni
balona aktarilmistir. Cozelti %5°1ik TCA ile 50 ml ye tamamlanmis 5 ml’si 20x1.5
cm’lik kapakli deney tiipline aktarildiktan sonra iizerine 5 ml 0,02 M TBA ¢d6zeltisi
(ultrasonik su banyosu yardimiyla suda ¢oziilerek hazirlanmis giinliik ¢ozelti,
aliiminyum folyo ile kaplanmis ve buzdolabinda muhafaza edilmis) ilave edilip
karistirilmistir. Malonaldehit-TBA kompleks bilesiginin olusmasi i¢in deney

47



tiipleri 30 dk siireyle 80 °C sicakliktaki su banyosunda bekletilmistir. Deney tiipleri
musluk suyu yardimi ile 10 dk igerisinde oda sicakligina getirilmis ve dérneklerin
absorbansi 532 nm’de okunmustur. Tanik deney olarak 5 ml %5’lik TCA ¢ozeltisi
5 ml TBA ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Absorbans degerleri 5,2 katsayisi ile
carpilarak Ornekteki lipit oksidasyon iirlinleri mg/kg malonaldehit cinsinden
hesaplanmustir (Ulu, 2004).

3.2.4.3. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Analizi

Koftelerde toplam fenolik madde miktar1 analizi Xu and Chang (2007)
tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Buna gore 0,5 g
ornek aliip 5 ml metanol ile homojenize edilerek 40 °C’deki su banyosunda 60 dk
boyunca bekletilmis ve belirli araliklarla ¢calkalanmistir. Siire sonunda 2000 rpm’de
10 dk santrifiij edildikten sonra ornekler fitre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen
ekstrakttan 50 pl alinarak {izerine 3 ml su, 250 pl Folin Ciocalteu reaktifi ve 750 pl
%7’lik (w/v) NaxCOs ¢ozeltisi eklenip, vorteks cihazinda karistirilarak 8 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra karisima 950 pl su eklenip, 2 saat daha oda
sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir. Bekleme siiresinin sonunda 760 nm’de
spektrofotometrede absorbansi Slgiilmiistiir. Analizler her 6rnek i¢in 3 paralel

olarak uygulanmistir.

Orneklerdeki toplam fenolik madde miktarini1 belirlemek amaciyla farkl
konsantrasyonlarda gallik asit standart ¢ozeltisi kullanilarak kalibrasyon grafigi
olusturulmugtur. Bunun i¢in 100 mg gallik asit tartilarak metanol ile 100 ml’ye
seyreltilmistir ve elde edilen 1000 mg/kg’lik stok ¢ozeltiden, 500 mg/kg, 400
mg/kg, 300 mg/kg, 200 mg/kg ve 100 mg/kg konsantrasyonlarinda gallik asit
¢ozeltileri hazirlanmistir. Ornek ekstrakti yerine, hazirlanan standart ¢ozeltiler
kullanilarak, spektrofotometrede absorbanslar belirlenmis ve Sekil 3.1°deki gallik

asit standart ¢ozeltilerine ait kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.
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Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3.1. Gallik asit ¢ozeltisi kalibrasyon grafigi
3.2.4.4. Antioksidan Aktivite Analizi

Kofte orneklerinin serbest radikal siipirme aktivitesi Brand-Williams et al.
(1995) tarafindan uygulanan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi {izerinde
baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Orneklerin ekstraksiyonu igin 0,5 g
ornek alinip 5 ml metanol ile homojenize edilerek 40 °C’deki su banyosunda 60 dk
boyunca bekletilmis ve belirli araliklarla ¢alkalanmistir. Siire sonunda 2000 rpm’de
10 dk santrifiij edildikten sonra drnekler fitre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen
ekstrakttan 30 pl alinarak tizerine 1970 pl giinliik olarak hazirlanan 100 pl DPPH
reaktifinden eklenmistir. Karisim vortekslendikten sonra 25 dakika karanlikta
bekletilmistir. Siire sonunda 6rneklerin 515 nm dalga boyundaki absorbanslari
spektrofotometrede belirlenmistir. Kontrol ¢ozeltisi i¢in 30 pl yerine saf su
kullanilmis ve aymi islemler tekrarlanarak hazirlanan ¢ozeltinin absorbansi
Olclilmiistiir. Kor ¢ozelti olarak metanol kullanilmistir ve analiz 3 paralel olarak
uygulanmistir.  Sonuglar % inhibisyon olarak asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

Kontrol érnegi absorbansi-Ornek absorbansi ¥100

%inhibisyon= -
° Y Kontrol 6rnegi absorbansi

3.2.4.5. Coziiniir Protein Analizi

Koftelerde ¢oziiniir protein analizi, Bradford et al. (1976)’un gelistirdigi
Coomassie Brillant Blue G-250 boyar maddesinin proteinlere baglanmasi ile mavi

renkli {iriin olusan ¢ozeltinin 595 nm’deki absorbansinin Olglilmesi prensibine
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dayanan yonteme gore yapilmistir. Protein standardi olarak kullanilan bovine serum
albiimin (BSA) farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak kalibrasyon grafigi

olusturulmus ve 6rnegin ¢oziinlir protein miktar1 belirlenmistir.

Bradford Reaktifi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250 50 ml %95 lik
etanolde ¢oziiliir. 100 ml %85°lik (w/v) fosforik asit ilave edilir ve boyar madde
tamamen ¢oziindiikten sonra saf suyla 1 litreye tamamlanir. Agik kahve renkli
cozelti Whatman (40) slizgeg¢ kagidindan siiziildiikten sonra kullanilir. Olusabilecek
mavi renkli ¢okeltiyi uzaklastirmak i¢in ¢ozeltiyi daha sonra siizmek gerekebilir.
Bu reaktif koyu renkli sisede ve oda sicakliginda saklanir ve birka¢ hafta kadar

dayanmaktadir.

Bovine serum albiimini (BSA) standardindan 50 mg tartilip 50 ml saf suda
¢oziiliir ve bu stok ¢ozelti 20 °C da saklanir. Protein standardinin (BSA) nem igerigi
depolama sirasinda degistiginden stok protein ¢dzeltisinin derisimi 280 nm’deki
absorpsiyonu oOlgiilerek kontrol edilmelidir (bu dalga boyunda kuvars kiivet ile
caligilmalidir). BSA stok ¢ozeltisinin absorbanst 1 cm 151n yollu kiivette 0.66
olmalidir. Bu ¢ozeltiden tiiplere 0, 10, 30, 50, 80, 100 ul alinip saf su ile 100 pl ye
tamamlanir. Bu ¢Ozeltilere 5’er ml Bradford reaktifi eklenir ve tiipler alt iist edilerek
yavasca karistirilir. 5 dk bekledikten sonra ¢ozelti tekrar alt iist edilerek karigtirilir

ve 595 nm de absorbans degerleri dl¢iilerek kalibrasyon grafigi olusturulur.

Orneklerde bulunan ¢dziiniir proteini ekstrakte etmek icin; 0,3 M NaCl, 0,02
M KH2POQOg4, 0,02 M K2HPO4 ve 1 g/l EDTA igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi hazirlanir.
0,1 M NaOH ile bu ¢ozeltinin pH’s1 7’ye ayarlanir.

Kofte orneklerindeki protein miktarini belirlemek i¢in; 2 g 6rnek tartilip,
tizerine 20 ml ekstraksiyon ¢ozeltisinden ilave edilerek blendirda 3 dk siireyle
par¢alanmistir, ardindan manyetik karistiricida 1 saat karnstirilmistir. 10 000
devir/dk da 15 dk santrifiij edilmistir. Bu ¢6zeltiden 100 pl alinarak, lizerine 5 ml
Bradford reaktifi eklenip karigtirilarak 5 dk sonra 595 nm’de 6rnegin absorbansi
okunmustur. Sekil 3.2°deki bovine serum albiimini Kalibrasyon egrisi yardimiyla
orneklerin ¢oziiniir protein icerigi hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin ¢iziminde
referans madde olarak BSA kullanildigindan kalibrasyon egrisinden elde edilen

sonugclar iki ile ¢arpilmuistir.
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BSA Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3.2. Bovine serum albiimini kalibrasyon grafigi

3.2.5. Kiftelere ilave Edilen Ekstrakt ve Yag Analizleri
3.2.5.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Analizi

Koftelere eklenen propolis ekstrakti, keciboynuzu ekstrakti, kabak c¢ekirdegi
yag1 ve kusburnu ¢ekirdegi yagina, kofteler ile ayni analiz metodu uygulanmistir
(Brand-Williams et al., 1995).
3.2.5.2. Antioksidan Aktivite Analizi

Koftelere eklenen propolis ekstrakti, kegiboynuzu ekstrakti, kabak c¢ekirdegi
yag1 ve kusburnu ¢ekirdegi yagina, kofteler ile ayni analiz metodu uygulanmistir
(Xu and Chang, 2007).
3.2.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ANOVA varyans analizi ve Duncan ¢oklu karsilagtirma
testi kullanilarak degerlendirilmistir. Farklar P<0,05 6nemli olarak kabul edilmistir.

Tiim analizler SPSS 25 (SPSS Inc., Chiago, IL, USA) kullamilarak
gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Pisirilmemis Koftelerin Nem, Yag, Kiil, Protein ve pH Degerleri

Pisirilmemis kofte 6rneklerinin nem, yag, kiil, protein ve pH analizi sonuglari
Tablo 4.1°de verilmistir. Pisirme Oncesinde koftelerin ortalama nem miktari
%55,46, yag miktar1 %24,02, protein miktar1 %19,26, kiil miktar1 %1,01 ve pH

degeri 5,68 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1. Pisirilmemis kofte 6rneklerinin nem, yag, kiil, protein ve pH degerleri

Ornekler Nem Yag Protein Kiil oH
(%, wiw) (%, wiw) (%, wiw) (%, wiw)

Kontrol 55,71+1,58 23,42+1,32 19,83+1,59 1,00+0,02 5,73+0,01
1KE 56,02+1,07 23,42+1,77 19,64+1,10 0,97+0,10 5,69°+0,03
2KE 56,30+0,55 23,41+0,87 19,15+0,98 0,96+0,12 5,67°+0,01
1PE 56,19+2.26 23,42+0,69 19,62+0,77 0,94+0,18 5,63°+0,01
2PE 57,55+1,25 23,42+0,47 19,39+1,01 0,89+0,06 5,61°+0,02

IKACY 54,49+1,39 24,49+0,65 19,24+0,82 1,05+0,13 5,732+0,00

2KACY 53,55+2,20 25,02+0,93 18,75+0,82 1,05+0,13 5,74+0,01

IKUCY 54,82+1,44 24,51+£0,51 19,08+1,88 1,01+0,16 5,74°+0,01

2KUCY 54,57+0,54 25,02+1,31 18,66+1,63 1,02+0,14 5,74%+0,02

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakt1 ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Kegiboynuzu ektsrakt1 ilave
edilen 6rnek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yag ilave edilen 6rnek, 2KACY: %2 Kabak ¢ekirdegi
yagi ilave edilen drnek, IKUCY: %1 Kusburnu g¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

aCizelgede ayni siitundaki farkli harfler Duncan testine gore 6rnek gruplari arasindaki farkliliklar:
ifade etmektedir (P<0,05). Sonuglar ortalama+ standart sapma olarak verilmistir.

4.1.1. Nem I¢erigi

Sonuglar istatistiki olarak degerlendirildiginde, 6rnek gruplar arasinda nem
icerigi agisindan anlaml bir fark olmadig1 belirlenmistir (P>0,05). Ancak 6rnek
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasa da nem analizi
sonuclar1 incelendiginde orneklerin nem miktarlarinin %53,55 ile %57,55

araliginda degistigi goriilmektedir. Genel olarak kontrol grubuna ait 6rneklerin
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%nem igeriginin sivi propolis ve ke¢iboynuzu ekstrakti igeren orneklere kiyasla
daha disiik iken, kabak g¢ekirdegi yagi ve kusburnu cekirdegi yagi ilave edilen
orneklere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi olarak drneklere
ilave edilen propolis ve kegiboynuzu ekstraktlarinin nem igeriginin, kofte
formiilasyonunda kullanilan kabak ¢ekirdegi yagi ve kusburnu ¢ekirdegi yaglarinin
aksine, kiymanin nem icerigine gore daha yliksek olmasi diisiiniilmektedir. Benzer
olarak, Turp (2016), %75 oraninda et igeren diisiik yag igerigine sahip Inegél
koftelerinin nem igerigini %59,70 olarak belirlemistir. Yilmaz (2005), koftelere
diisiik nem igerigine sahip farkli oranlarda bugday kepegi ilavesiyle 6rneklerin nem
igeriginin, ilave edilen bugday kepegi orani arttikca azaldigini tespit etmistir.
Ergezer et al. (2014), %27,2 nem igerigine sahip ekmek kirintilar1 %10 oraninda ve
%82,6 nem igerigine sahip patatesten hazirlanan patates piiresi %10 ve %20
oraninda kofte 6rneklerine ilave etmislerdir. Ornekler arasinda %10 ekmek kirintisi
iceren grubun nem igerigi kontrol grubuna gdre daha diisiik seviyede iken, %10
patates piliresi iceren grubun nem igeriginin daha yiiksek seviyede oldugu
goriilmiistiir ve en yiiksek nem igerigine sahip drneklerin %20 patates piiresi ilave
edilen grupta oldugu belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada kofte 6rneklerine farkli
oranlarda ilave edilen perilla tohumlar ile, 6rneklerin nem igerigi %65,44’ten
%62,38’¢ kadar diisiis gostermistir (Ran et al., 2020).

4.1.2 Yag Icerigi

Orneklerin yag miktarlarmin  %23,41 ve %25,02 araliginda oldugu
belirlenmistir. Genel olarak 6rnek gruplarinin yag igerikleri arasinda anlamli bir
fark bulunmadigr belirlenmistir (P>0,05). Kusburnu cekirdegi yagi ve kabak
cekirdegi yagi ilave edilen 6rneklerin yag igeriginin, kontrol grubu 6rneklerine gore
yiiksek oldugu ve 6rneklerin yag icerigindeki bu artisin, ilave edilen %1 ve %2 yag
konsantrasyonlarindaki artisla dogrudan iligkili oldugu diisliniilmektedir. Ayrica
%1 keciboynuzu ekstrakti ilavesiyle oOrneklerin yag igeriginde degisim
goriilmezken, %2 oraninda kegiboynuzu ekstrakti ilaveli Orneklerin yag
icerigindeki diisiik seviyedeki azalmanin kofte formiilasyonundaki et oraninin
azalmasina bagli olarak meydana geldigi diistiniilmektedir. Ancak 6rneklerin yag
iceriginde benzer bir azalma propolis ekstrakti igeren gruplarda gézlemlenmemistir.
Benzer bir ¢alismada, Serdaroglu and Degirmencioglu (2004), %5, %10 ve %20
yag icerigine ayarlanan Orneklere farkli oranlarda misir unu ilavesi ile %5 ve %10
yag igerigine ayarlanan Ornek gruplarinda %yag icerigi kontrol grubuna gore
azalma gosterirken, %20 yag igerigine ayarlanan Orneklerde %yag igeriginin

arttigin1 saptamislardir. Yilmaz and Daglioglu (2003), kofte drneklerine et miktar
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azaltilarak farkli oranda yulaf kepegi ilavesi ile orneklerin yag igeriginin ilave

edilen yulaf kepegi oranindaki artigla beraber azaldigini belirlemislerdir.
4.1.3 Protein Icerigi

Kofte orneklerinin protein miktarlart %18,66 ile %19,83 araliginda degisim
gostermektedir Ornek gruplarmim protein igerikleri arasinda anlaml bir fark
bulunmadig1 belirlenmistir (P>0,05). Ancak genel olarak kontrol orneklerinin,
ekstrakt ve yag eklenen ornek gruplarina gére daha yiiksek miktarlarda protein
icerdigi belirlenmistir ve bu durumun kofte formiilasyonuna ilave edilen yag ve
ekstraktlarin protein igeriginin etten daha diisiik olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Aukkanit et al. (2015), koftelerdeki et oran1 azaltilarak, yerine
%1, %2 %3 ve %4 musir piiskiilii ilavesiyle drneklerin protein igeriginin azaldigin
belirlemislerdir. Sengun et al. (2018), kontrol ve %0,5, %1 ve %1,5 ¢ortiik otu
ilaveli kofte ornekleri arasinda en yiiksek protein icerigine kontrol drneklerinin
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Elde etmis oldugumuz sonuglar literatiirdeki

sonuclar ile uyum gostermektedir.
4.1.4 Kiil icerigi

Kofte orneklerinin kiil icerikleri %0,89 ve %1,05 araliginda degismektedir.
Kofte orneklerinin kiil icerikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadig1 belirlenmistir (P>0,05). Ornekler arasinda en diisiik kiil icerigi %2
propolis ekstrakt: ilave edilen orneklerde goriiliirken en yiiksek kiil igerigi %1 ve
%?2 kabak ¢ekirdegi yag: ilave edilen 6rneklerde ayni seviyelerde tespit edilmistir.
Genel olarak kontrol grubuna kiyasla kabak ¢ekirdegi yagi ve kusburnu ¢ekirdegi
yag1 ilave edilen orneklerde kiil igerigi daha yiiksek iken, propolis ekstrakti ve
keciboynuzu ekstrakti ilave edlen 6rneklerde kiil icerigi daha diisiik oranlarda
goriilmektedir. Ayn1 zamanda, propolis ekstrakti ve kegiboynuzu ekstrakti iceren
orneklerde ilave edilen oranlarin artistyla %kiil miktarinin azaldig: belirlenmistir.
Aukkanit et al. (2015), yaptiklar1 ¢alismada, kofte formiilasyonunda kullanilan et
oranini azaltarak %1, %2, %3 ve %4 musir piiskiilii ilave etmislerdir ve 6rneklerin
kiil igeriginin, ilave edilen musir piiskiilii oran1 arttik¢a azaldigini tespit etmislerdir.
Bagka bir caligmada ise, koftelere farkli oranlarda yulaf kepegi ilavesinin 6rneklerin

kiil miktarini artirdig1 belirlenmistir (Y1lmaz and Daglioglu, 2003).

4.1.5. pH Degerleri
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Orneklerin pH degerleri 5,61 ile 5,74 aralifinda degisim gostermektedir.
Kofte orneklerinin pH degerlerine bakildiginda 6rnekler arasinda anlamli farklar
bulundugu tespit edilmistir (P<0,05). Propolis ekstrakt1 ve ke¢iboynuzu ekstrakti
ilave edilen orneklerin pH degerlerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu ve
bu farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
Ornekler arasinda en diisiik pH degerinin %2 propolis ekstrakt1 igeren drneklerde
oldugu gorilmiistiir ve propolis ekstrakti iceren gruplarin pH degerlerinin diger
gruplardan anlaml diizeyde farkl1 oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Orneklere %1
kabak ¢ekirdegi yag: ilavesinin pH degerlerini etkilemezken %2 kabak cekirdegi
yag1 ilavesiyle pH degerlerinin diisiik seviyede artis gosterdigi belirlenmistir.
Orneklere %1 ve %2 kusburnu ¢ekirdegi yag: ilave edilmesi ile, 6rneklerin pH

degerleri ayni1 oranda artis gostermistir.

Yildiz-Turp and Serdaroglu (2010), koftelere farkli oranlarda (%S5, %10,
%15) erik 1ilavesiyle Orneklerin pH degerlerinin 5,9’dan 5,4’e kadar diislis
gosterdigini belirlemiglerdir. Soltanizadeh and Ghiasi-Esfahani (2010) tarafindan,
asidik oldugu bilinen Aloe veranin hamburger koftelerine %1, %3 ve %5 oraninda
ilavesiyle, pH degerlerinde azalma goriilmiistiir ve en diisiik pH’ya sahip 6rnek
grubunun %35 oraninda Aloe vera igeren grupta bulundugu tespit edilmistir. Bagka
bir ¢aligmada kontrol grubu 6rneklerin pH degeri 5,86 iken, %0,5 ve %1 nar kabugu
ekstrakti ilavesi ile sirasiyla orneklerin pH degerleri 5,79 ve 5,60 degerlerine
diismiistiir (Turgut et al., 2017).

Turhan et al. (2014), kofte orneklerine %0, %1,5, %3, %4,5 ve %6
oranlarinda ar1 poleni ilave ederek depolamislardir. Depolama sonunda 6rneklerin
pH degerlerinin sirasiyla 5,54, 5,62, 5,72, 5,79 ve 5,81 oldugunu tespit etmislerdir
ve Orneklerin pH degerlerindeki bu diislisiin ar1 poleninin dogal asidik (pH
4,81+0.03) oOzelliginden kaynaklandigini belirtmislerdir. Ran et al. (2020),
koftelere ilave ettikleri %5, %10, %15 ve %20 oranindaki perilla tohumlar1 ile

orneklerin pH degerlerinin 6,02°den 6,34’e kadar artis gosterdigini belirlemislerdir.

4.2. Antioksidan Aktivite Degerleri
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4.2.1. Koftelere Ilave Edilen Ekstrakt ve Yaglarin Antioksidan Aktivite

Degerleri

Antioksidan aktivite degerleri (%inhibisyon cinsinden) propolis ekstrakti i¢in
%27,93, keciboynuzu ekstrakti icin %32,02, kabak ¢ekirdegi yagi i¢in %24,62 ve
kusburnu ¢ekirdegi yagi i¢in %22,76 olarak belirlenmistir. Ozdal et al. (2019),
Tiirkiye’de  ¢esitli  bolgelerden toplanan 11 ham propolis  Orneginin
ekstraksiyonundan elde edilen propolis ekstraktlarinin yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu ve bu degerlerin 1370,6 + 198 mg TE/100g ve 6332,9 £ 114
mg TE/100g araliginda degistigini belirlemislerdir. Nagai et al. (2003), farkl
propolis ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerlerini %5,3- %99,9 araliginda

tespit etmislerdir.

Goulas and Georgiou (2020), farkli ¢ozgenler kullanilarak elde edilen
kegiboynuzu ekstraktlarinmin  antioksidan aktivite degerlerinin  %50,1-70,3

araliginda degistigini belirlemislerdir.

Andjelkovic et al. (2010), kabak c¢ekirdegi yaginin antioksidan aktivite
degerinin %62 civarinda oldugunu tespit etmislerdir. Bagka bir ¢alismada, kabuklu
ve kabuksuz kabak cekirdeklerinden elde edilen yaglarin antioksidan aktivite
degerlerinin %38,25-57,39 araliginda oldugu tespit edilmistir (Gorjanovi¢ et al.,
2011).

Ilyasoglu (2014), metanol, aseton ve etanol kullanilarak elde edilen kusburnu
cekirdegi yaginin antioksidan aktivite degerlerinin 1,77 umol TE/g, 2,01 umol TE/g
ve 2,09 umol TE/g oldugunu belirlemistir ve bu degerlerin liziim ¢ekirdegi yaginin

antioksidan aktivite degerine gore daha yiiksek oldugunu belirtmistir.

Tez caligmamizda bulmus oldugumuz antioksidan aktivite degerleri bazi
ekstraktlar igin literatiirle uyumlu bulunurken, &zellikle yaglarin antioksidan
aktivite degeri literatiirdekinden diisiik bulunmustur. Bunun sebebi olarak bu
yaglarin elde edildigi kaynaklarin ve elde edilme yontemlerinin birbirinden farkli

olmas diistiniilmektedir.

4.2.2. Kéfte Orneklerinin Antioksidan Aktivite Degerleri
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Tablo 4.2°de kofte orneklerinin antioksidan aktivite degerleri goriilmektedir.

Ornekler arasinda en yiiksek antioksidan aktivite degeri 200°C’de tavada
pisirilen %2 keciboynuzu ekstrakti ilaveli gruplarda belirlenmistir ve bunun
sebebinin O6rneklere ilave edilen en yliksek antioksidan aktivite degerine sahip
katkinin ke¢iboynuzu olmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir. En diisiik
antioksidan aktivite degerinin ise 250°C’de firinda pisirilen %1 propolis ekstrakti

ilaveli 6rneklerde bulundugu belirlenmistir.

Tablo 4.2. Kofte 6rneklerinin antioksidan aktivite degerleri (%inhibisyon)

Tava Firin
LR 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
Gruplari
K 18,53+0,96¢ | 19,25+0,24C | 17,65+1,91C | 16,77+1,22€ | 17,54+0,91C | 18,37+0,49C

1PE 18,45+0,26¢ | 18,28+0,63° | 17,93+0,19 | 17,06+1,36 | 17,56+0,63 | 15,92+2,24¢

2PE 19,81+0,808 | 19,06+1,948 | 20,64+0,878 | 21,78+0,51% | 19,61+0,428 | 19,1642,18B

1KE 20,96+1,25 | 21,09+2,57A | 22,74+151A | 22,46+0,53A | 22,51+1,08" | 22,90+0,33A

2KE 23,69+0,46" | 23,70+1,46" | 22,89+0,65* | 20,51+1,27A | 19,12+1,16~ | 21,731,204

1KACY | 19,20+1,178 | 20,17+0,958 | 18,24+0,31% | 20,11+1,37® | 20,13+1,558 | 19,27+0,968

2KACY | 19,99+0,66¢ | 17,31+0,61¢ | 18,08+1,26° | 18,51+0,84C | 17,89+0,94¢ | 17,27+1,30¢

1KUCY | 18,27+0,77® | 18,87+0,43% | 20,70+0,49% | 19,02+0,99% | 20,01+0,46® | 20,39+0,428

2KUCY | 18,91+1,758 | 19,66+1,27% | 21,24+0,168 | 20,44+0,61B | 21,04+0,428 | 21,06+1,258

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakt1 ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Keciboynuzu ektsrakt: ilave
edilen ornek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KACY: %2 Kabak ¢ekirdegi
yagi ilave edilen 6rnek, IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

AAyn siitundaki biiyiik harfler Duncan testine gore kullanilan ekstrakt ve yaglara gore 6rnek
gruplari arasindaki farkliliklar géstermektedir. (P<0,05).

Tez ¢aligmamizda elde ettigimiz sonuglara benzer olarak Keskekoglu (2012),
farkli yontemlerle pisirilen kofte orneklerinin antioksidan aktivite degerlerinin
kontrol grubunda %16,95-23,9 iken, {iziim ¢ekirdegi ekstrakti ilaveli 6rneklerde
%34,39-37,20 ve nar ¢ekirdegi ekstrakti ilaveli 6rneklerde %33,10-60,65 aralifinda

oldugunu belirlemistir.
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Kartikawati and Purnomo (2019) tarafindan, kofte orneklerine farkli
oranlarda piring kepegi ilavesi ile Orneklerin (%) antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir. Orneklere ilave edilen piring kepeklerinin antioksidan aktiviteleri
%15,26-28,15 araliginda iken, kofte 6rneklerinde kontrol grubuna ait antioksidan
aktivite degerlerinde piring kepegi ilavesiyle %16,75’ten %55,21°e kadar artig
gosterdigini tespit etmislerdir. Baska bir calismada kofte 6rneklerinin antioksidan
aktivite degeri %16,75 olarak belirlenmistir (Rohmawati et al., 2016; Kartikawati
and Purnomo, 2019).

Ariviani et al. (2019), kofte 6rneklerini, antioksidan aktivite degerleri 2867
mg GA/kg ve 3820 mg GA/kg olan kitosan ve sarimsak esansiyel yagi ile
kaplayarak depolamislardir. Depolamanin 0. giiniinde kontrol grubu 6rnekleri,
kitosan film kaplanan 6rnekler, sarimsak esansiyel yagi i¢eren film ile kaplanan
ornekler ve kitosan-sarimsak esansiyel yagl film ile kaplananan 6rnekler i¢in
antioksidan aktivite degerleri sirasiyla 3701,72 mg GA/kg, 9759,70 mg GA/kg,
10651 mg GA/kg ve 11172 mg GA/kg olarak bulunmustur.

Ergezer and Serdaroglu (2017), koftelere enginarin yan iriinlerinin
ekstraktlarin1 ilave ederek, pisirilmemis kofte orneklerinde kontrol grubunun
antioksidan aktivite degerini %53,54 ve ekstrakt ilaveli orneklerin antioksidan
aktivite degerini %84,63 olarak tespit etmislerdir.

Tim oOrnek gruplart degerlendirildiginde, koftelerin pisirme dereceleri
bakimindan her iki pisirme yOntemi icin istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenememistir (P>0,05). Ilave edilen eksrakt ve yag miktarlari kiyaslandiginda,
1KE ve 2KE gruplarinin antioksidan aktivite degerlerinin diger 6rnek gruplarindan
anlaml diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda kontrol
grubu ornekler ile 1PE ve 2 KACY gruplar arasinda antioksidan aktivite degerleri
acisindan anlaml bir fark bulunmazken (P>0,05), diger tiim gruplardan anlaml

diizeyde diislik antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (P<0,05).

4.3. Toplam Fenolik Madde Miktarlar:
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4.3.1. Koftelere ilave Edilen Ekstrakt ve Yaglarin Toplam Fenolik Madde
Miktarlar

Toplam fenolik madde miktar1 degerleri propolis ekstrakti i¢in 7833,33 pg
GAE/g, kegiboynuzu ekstrakti i¢cin 9683,33 ug GAE/g, kabak ¢ekirdegi yagi i¢in
4164,28 pg GAE/g ve kusburnu gekirdegi yagi i¢in 4366,66 ug GAE/g olarak

belirlenmistir.

Ozdal et al. (2019), Tiirkiye’de farkli bolgelere ait 11 propolis 6rneginin
etanol ile ekstraksiyonundan elde edilen propolis ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktar1 degerlerinin olduk¢a yiiksek oldugunu ve 2748 mg GAE/100 g ile
19970 mg GAE/100 g araliginda degistigini belirlemislerdir. Yavuz (2011),
Tiirkiye’nin 6 farkli bolgesinden toplanan propolis ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlarin1 180,89- 270,22 mg GAE/g araliginda tespit etmistir. Bagka bir
calismada, propolis ekstraktlarinin  toplam fenolik madde miktarlar
1734 mg GAE/100 g ile 3344 mg GAE/100 g araliginda belirlenmistir (Gargouri et
al., 2019).

Lakkab et al. (2019), farkli yontemlerle elde edilen keciboynuzu
ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarimt 11,58-16,17 pg GAE/100 g
araliginda tespit etmislerdir. Bagka bir ¢alismada, farkli ¢c6zgenler kullanilarak elde
edilen ke¢iboynuzu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 7,1 mg
GAE/100 g ile 382 mg GAE/100 g araliginda tespit edilmistir (Goulas and
Georgiou, 2020).

Kabak c¢ekirdegi yaginin toplam fenolik madde miktar1 24,71-50,93 mg
GAE/kg araliginda bulunmustur (Andjelkovic et al., 2010). Bagka bir caligmada,
kabak ¢ekirdegi yaginin toplam fenolik madde miktar1 66,27 mg GAE/kg olarak
belirlenmistir (Gohar et al., 2011).

Ilyasoglu (2014), kusburnu ¢ekirdegi yaginin toplam fenolik madde miktarini
215,4 pg/g olarak tespit etmistir.

Tez calismamizda bulmus oldugumuz toplam fenolik madde miktarlar
literatiirdekinden farkli bulunmustur. Bunun sebebi olarak bu ekstraktlarin ve
yaglarin elde edildigi kaynaklarin ve elde edilme yontemlerinin birbirinden farkli

olmasi diisiiniilmektedir.
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4.3.2. Kofte Orneklerinin Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Tablo 4.3’te kofte 6rneklerine ait toplam fenolik madde miktarlar1 verilmistir.
En disiik toplam fenolik madde miktar1 200°C’de tavada pisirilen %2 kabak
cekirdegi yagi ilave edilen 6rneklerde goriiliirken, en yiiksek toplam fenolik madde
miktarina sahip 6rnekler 250°C’de tavada pisirilen %2 propolis ilaveli gruplarda

belirlenmistir.

Tablo 4.3. Kofte drneklerine ait toplam fenolik madde miktar1 (mg/kg GAE)

Tava Firin
c?ﬂgf;i, 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
624284751 | 5496+108,80 | 642,85:46,2 | 521,82+639 | 619,04:69,31 | 509,84+56,6
K 4DE DE 2DE 5DE DE SDE
\pe | 493804257 | 46333+36,26 | 506,66+63,6 | 519,04+474 | 6466645296 | 58095+96,4
6E E 5E SE E 2E
opp | 959.04+685 | 106904710 | 119857412, | 67571426 | 7014248714 | 859,04+775
9A 3A 2054 6 A 4A
600,95473,5 | 628,09:28.22 | 793,80+68,0 | 680,95:38,2 | 6685745593 | 660,95:66,2
1KE 4BC BC 6BC SBC BC 4BC
678,57466,0 | 630,004141,0 | 759,52+72,7 | 69142525 | 7461945249 | 61095+14.3
2KE 3BC 68C gBC OBC BC ch
576,66102, | 888,57+97,87 | 792,85:313 | 650,05:433 | 768,57+4537 | 654,28+91.7
IKACY 27B B 3B 88 B 28
600,47+107, | 471,9042.65C | 603,80+46.5 | 699,52+104, | 737,14+156.6
IKACY s - s eSS o 601,42:£70CP
585,23+54.8 | 554,28+3322 | 644,28+755 | 607,14+106, | 549,04+37,69 | 70523+57,8
IKUCY SCDE CDE 5CDE 63CDE CDE 5CDE
515,71454,3 | 573,80:91,87 | 565,71455,3 | 524,28+151 | 54571+72,95 | 664,28+103,
ZKUCY 4DE DE 4DE 1DE DE 24DE

K:Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakti ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Kegiboynuzu ektsrakti ilave
edilen ornek, IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KACY: %2 Kabak ¢ekirdegi
yag1 ilave edilen 6rnek, IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

AAyni siitundaki biiyiik harfler Duncan testine gére kullanilan ekstrakt ve yaglara gore drnek
gruplart arasindaki farkliliklar: géstermektedir (P<0,05).

Calismamizda elde ettigimiz verilerle uyumlu olarak Kartikawati and
Purnomo (2019) tarafindan yapilan bir ¢calismada, kofte 6rneklerine farkli oranlarda
(kontrol, %50 ve %100) ve farkl tiirlerde piring kepegi ilavesi ile 6rneklerin toplam
fenolik madde miktar1 belirlenmistir. Orneklere ilave edilen piring kepeklerinin
toplam fenolik madde miktar1 266,05 mg/100 g ile 286 mg/100 g araliginda iken,

kofte orneklerinde kontrol grubuna ait toplam fenolik madde iceriginin piring
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kepegi ilavesiyle 37,82 mg/100 g’dan 100,76 mg/100 g’a kadar artig gosterdigini
tespit etmislerdir. Baska bir ¢alismada kofte orneklerinin toplam fenolik madde
miktar1 37,82 mg/100 g olarak belirlenmistir (Rohmawati et al., 2016; Kartikawati
and Purnomo, 2019).

Keskekoglu (2012), farkli yontemlerle pisirilen kofte orneklerinin toplam
fenolik madde miktarin1 kontrol grubu i¢in 201,25 mg/kg-329,91 mg/kg; iiziim
cekirdegi ekstrakti ilaveli Ornekler igin 353,61 mg/kg-471,81 mg/kg ve nar
cekirdegi ekstrakti ilaveli ornekler i¢in 300,19 mg/kg-447,82 mg/kg araliginda
belirlemistir.

Ergezer and Serdaroglu (2017), koftelere enginarin yan iriinlerinin
ekstraktlarimi ilave ederek, pisirilmemis kofte Orneklerinde kontrol grubunun
toplam fenolik madde igeriginin 29,33 mg GA/100 g ve ekstrakt ilaveli érneklerin
toplam fenolik madde igerigini 51,02 mg GA/100 g oldugunu tespit etmislerdir.

Genel olarak, koftelere ilave edilen ekstrakt ve yaglarin toplam fenolik madde
miktarlan ile ekstrakt ve yag ilaveli kofte orneklerinin toplam fenolik madde
miktar1 degerlerinin uyumlu oldugu goriilmektedir. Elde ettigimiz sonuglar pisirme
sicakliklarina gore degerlendirildiginde, hem tavada hem de firinda pisirilen
orneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadig:
tespit edilmistir (P>0,05). Ancak koftelere ilave edilen ekstrakt ve yaglar
degerlendirildiginde, kontrol grubu ile 2PE, 1KE, 2KE ve 1KACY gruplarinin
toplam fenolik madde miktarlar1 arasinda anlamli bir fark bulundugu belirlenmistir
(P<0,05).

4.4. Kofte Orneklerinin HCA Icerikleri
4.4.1 Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Orneklerin HCA miktarlarinin hesaplamasi amaciyla 100 ppm’lik stok HCA
¢ozeltilerinden (IQ, MelQx, 4,8-DiMelQx, PhIP norharman ve harman), 0,1 ppm,
0,2 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm’lik standart HCA c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltiler i¢in kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur ve Orneklerin HCA igerikleri, bu grafikler kullanilarak
hesaplanmistir. HCA standartlarina ait kalibrasyon grafikleri, Sekil 4.1, 4.2, 4.3,
44,45, 4.6’da verilmistir.

61



Pik Alam

5000

1Q Bilesigine Ait Kalibrasyon Grafigi

4500

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

¥y =413 86x +
R* =0,9871

1Q Konsantrasyonu (ppm)

Sekil 4.1. IQ bilesigine ait kalibrasyon grafigi
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4,8-DiMelQx Bilesigine Ait Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.4. PhIP bilesigine ait kalibrasyon grafigi
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Norharman Bilesigine Ait Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.6. Harman bilesigine ait kalibrasyon grafigi

Yapilan denemelerde HCA piklerinin alikonma zamanlar1 DAD dedektdrde
caligilan IQ i¢in 10,46 dk, MelQx i¢in 11,97 dk ve 4,8-DiMelQx igin ise 17,01 dk
olarak belirlenmistir Fluoresans dedektdrde okunan PhIP i¢in 24,07 dk, norharman

icin 25,25 dk ve harman igin 25,46 dk olarak belirlenmistir.
Fluoresans dedektorde uyarici dalga boyu olarak 340 ve 370 nm’ler

kullanilmis olup en uygun pikler 340 nm’de elde edilmistir. PhIP, norharman ve

harman hesaplamalarinda 340 nm’ye ait pikler kullanilmistir.
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DAD dedektorde, calisilan altt HCA’nin ayrimi gergeklestirilmistir. Ancak
PhIP, norharman ve harman i¢in fluoresans dedektorde daha giiclii sinyaller elde
edildigi i¢in, DAD dedektorde sadece 1Q, MelQx ve 4,8- DiMelQx
degerlendirmeleri yapilmistir. HCA analizinde kullanilan ytliksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC)- diyot array dedektor (DAD)/floresans dedektor Ek 7 ve Ek

8’de gosterilmistir.

DAD dedektordeki calismalarda dalga boyu olarak 254 ve 263 nm’ler
secilmis olup, 1Q i¢in 254 nm; MelQx ve 4,8-DiMelQx icin ise 263 nm’deki
piklerin daha uygun oldugu belirlenmistir. Sekil 4.7, 4.8, 4.9’da 10 ppm’lik IQ,
MelQx ve 4,8-DiMelQx bilesiklerine ait kromatogram goriintimleri verilmistir.
Sekil 4.10, 4.11, 4.12°de 10 ppm’lik PhIP, norharman ve harmana ait

kromatogramlar verilmistir.

Sekil 4.7. DAD dedektore ait 10 ppm’lik 1Q bilesigi standardinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.8. DAD dedektore ait 10 ppm’lik MelQx bilesigi standardinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.9. DAD dedektore ait 10 ppm’lik 4,8-DiMelQx bilesigi standardinin HPLC kromatogram
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Sekil 4.11. Fluoresans dedektére ait 10 ppm’lik Norharman bilesigi standardinin HPLC
kromatogramlari
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Sekil 4.12. Fluoresans dedektore ait 10 ppm’lik Harman bilesigi standardinin HPLC kromatogram
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4.4.2. HCA Analizi Geri Kazanim Degerleri

HPLC’de HCA analiz yontemine ait geri kazanim degerleri Tablo 4.4’de
verilmistir (Ozdestan et al., 2014). Geri kazanim degerleri %68,9 ile %87,8
araliginda bulunmustur. HCA miktar hesaplamalarinda bu geri kazanim

degerlerinden yararlanilmistir.

Tablo 4.4. Heterosiklik amin analizine ait geri kazanim degerleri (%)

Heterosiklik aminler Geri kazamim degerleri (%)
1Q 73,9
MelQx 87,8
4,8-DiMelQx 68,9
PhIP 76,3
Norharman 85,0
Harman 87,7

4.4.3. Koftelerin IQ miktarlar

Koftelere propolis ekstrakti, kegiboynuzu ekstrakti, kusburnu ¢ekirdegi yagi
ve kabak ¢ekirdegi yagi ilavesi ile olusan IQ bilesiginin miktar1 Tablo 4.5’te ve
Sekil 4.13’de verilmistir. Kontrol grubu disindaki ekstrakt ilave edilen ornekler
arasinda en yiiksek ortalama IQ igerigi 200°C’de tavada pisirilen %2 kusburnu
cekirdegi yagi iceren 6rneklerde 4,29 ng/g, 250°C’de tavada pisirilen %1 ve %2

propolis ekstrakti igeren orneklerde 2,69 ng/g olarak belirlenmistir.

Genel olarak en yliksek 1Q seviyeleri kontrol grubuna ait Orneklerde
goriiliirken, bu miktarlar 150°C, 200°C ve 250°C’de firinda pisirilen 6rneklerde
sirastyla 1,14 ng/g, 1,51 ng/g ve 2,64 ng/g iken, tavada pisirilen orneklerde 1,38
ng/g, 3,99 ng/g ve 8,11 ng/g olarak tespit edilmistir. Ornekler arasinda %2
kegiboynuzu ilaveli 150°C’de firinda pisirilen gruplarda %100 inhibisyon
saglanirken, IQ bilesigi tespit edilen gruplar arasinda en diisiik konsantrasyon 0,41
ng/g ile %2 propolis ekstrakti iceren 150°C’de firinda pisirilen Orneklerde

gorilmiistiir.

Omnek gruplar1 kiyaslandiginda, kontrol gruplarinin IQ igerigi diger
orneklerden anlamli olarak farklidir (P<0,05). Orneklerin en yiiksek toplam IQ
miktarlar, K (18,77 ng/g), 2KUCY (11,01 ng/g), IKUCY (9,89 ng/g), 2PE (9,03
ng/g), 2KACY (8,44 ng/g), 1PE (8,42 ng/g), 1KE (7,63 ng/g), IKACY (6,7 ng/g),
2KE (5,94 ng/g) olarak belirlenmistir. Toplam IQ miktarinin kontrol drneklerine
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gore inhibisyonlar1 2KE; %68, 1IKACY; %64, 1KE; %59, 1PE; %55, 2KACY;
%35, 2PE; %51, 1KUCY; %47, 2KUCY; %41 oraninda tespit edilmistir. Genel
olarak ekstrakt ve yag orani arttikca, IQ inhibisyon oraninin da arttig1

goriilmektedir.

Pisirme sicakliklarima gore ornekler arasinda hem tavada hem de firinda
pisirme yontemi agisindan anlamli farklar goriilmektedir (P<0,05). Firinda pisirilen
kofte orneklerinde 1Q igeriginin her pisirme sicaklig1 i¢in anlamli olarak birbirinden
farkli oldugu goriilmektedir (P<0,05). Tavada pisirilen 6rneklerde ise 150°C’de
pisirilen kofte 6rneklerinin 1Q igerigi diger gruplara gére anlamh olarak farklidir

(P<0,05). Pisirme sicaklig1 arttik¢a, IQ miktarinin arttig1 gériilmektedir.

Tablo 4.5. Koéftelerin 1Q miktarlari (ng/g)

Tava Firin

G?zgf;l 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
K 1,38+0,04°4 | 3,99+0,72% | 8,11£0,08% | 1,14+0,34°A | 1,5120,4%A | 2,64+0,29%A
1PE 1,00£0,05%8 | 1,570,112 | 2,69+0,25% | 0,65+0,10® | 1,080,098 | 1,430,138
2PE 0,88+0,06"8 | 1,33£0,06® | 2,12£0,25%® | 0,41£0,02°® | 1,19+0,15" | 2,53+£0,29%8
1KE 0,88+0,08"® | 1,20+0,33® | 1,91+0,13%8 | 0,64+0,07°® | 1,25+0,35® | 1,75+0,30%8
2KE 0,64+0,03%8 | 1,14+0,21%8 | 1,6120,06%® nd 1,05£0,028 | 1,50+0,19%8
1KACY 0,80+0,35"8 | 1,24+0,548 | 1,85+0,6128 | 0,59+0,08® | 0,81+0,02%B | 1,41+0,72%8
2KACY 0,46£0,27%8 | 1,04+0,59%8 | 1,73+0,25%® | 0,79+031%® | 1,90+0,61° | 2,52+1,05%8
1KUCY 1,24+0,54%8 | 1,64+1,02%8 | 2,14+1,59% | 0,96£0,678 | 1,75+0,71°8 | 2,16+0,86%8
2KUCY 0,97+0,59"8 | 429+0,74% | 1,87£0,92% | 0,80+0,42°¢ | 0,82+0,51° | 2,261,092

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakti ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Kec¢iboynuzu ektsrakti ilave
edilen 6rnek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yagi ilave edilen drnek, 2KACY: %2 Kabak g¢ekirdegi
yagi ilave edilen 6rnek, IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen drnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen drnek.

aAynt satirdaki kiiciik harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gore Srnek gruplari
arasindaki farkliliklart gostermektedir (Duncan testi i¢in pigirme sicakliklari, tavada ve firinda

pisirme yontemlerine gore ayr1 ayr1 degerlendirilmistir).

AAyni siitundaki biiyiik harfler Duncan testine gore kullanilan ekstrakt ve yaglara gore 6rnek
gruplart arasindaki farkliliklar1 géstermektedir (P<0,05).

nd:belirlenemedi.
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Sekil 4.13. Koftelerin 1Q miktarlar1 (ng/g)

(T:Tavada pisirilen 6rnekler, F: Firinda pigirilen 6rnekler)

Benzer calismalarda Keskekoglu and Uren (2014, 2017) tarafindan yapilan
caligmalarda, en ytiksek IQ miktarmin kontrol grubunda bulundugu ve %0,5 ve %1
oraninda nar ¢ekirdegi ve liziim cekirdegi ekstrakti ilave edilen koftelerde 1Q

konsantrasyonunun sirastyla %46 ve %52 oraninda inhibe edildigi belirlenmistir.

Tengilimoglu-Metin et al. (2017), yaptiklar1 ¢alismada, %0,5 ve %l alig
ekstrakti ilaveli tavada pisirilen etlerde IQ bilesigini tespit edememislerken,
200°C’de pisirilen orneklerde IQ miktari, 0,31-0,68 ng/g araliginda ve 250°C’de
pisirilen 6rneklerde 1,04-1,85 ng/g araliginda tespit edilistir. Tavada pisirilen
orneklere %1 ali¢ ilavesiyle 1Q miktar1 %55 oraninda azalma gostermistir. Kofte
orneklerinin 1Q miktariin kiraz ilavesiyle %64 ve %72 oraninda inhibe
edilebilecegi belirlenmistir (Britt et al., 1998).

4.4.4. Koftelerin MelQx miktarlar

Kofte oOrneklerinde analiz edilen tiim gruplarda MelQx bilesigi tespit
edilmistir ve 6rneklerdeki ortalama MelQx miktarlar1 Tablo 4.6’da ve Sekil 4.14°de
verilmistir. En yaygin olarak tespit edilen HCA’lardan olan MelQx bilesiginin
miktari, en yiiksek olarak kontrol grubuna ait 6rneklerde ortalama 2,04 ng/g
seviyelerinde belirlenmistir. Genel olarak orneklerde artan katki kullanimiyla
beraber MelQx olusumunun azaldigi gorilmektedir. Katki kullanilan gruplar
arasinda en diisiik ve en yliksek MelQx miktari, %2 propolis ekstrakti ilaveli
150°C’de firinda pisirilen ve %2 kusburnu g¢ekirdegi yagi ilaveli 200°C’de tavada
pisirilen Orneklerde goriilmiistiir ve kontrol grubuna goére inhibisyon oranlari
strastyla %66 ve %38 olarak belirlenmistir.
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Orek gruplan kiyaslandiginda, kontrol gruplarinin MelQx igerigi diger
orneklerden anlamli olarak farklidir (P<0,05). Orneklerin en yiiksek toplam MelQx
miktarlari, 2KUCY (6,97 ng/g), 1PE (6,53 ng/g), IKUCY (6,4 ng/g), 2PE (5,69
ng/g), IKACY (5,35 ng/g), 1KE (5,16 ng/g), 2KE (4,87 ng/g), 2KACY (4,26 ng/g)
olarak belirlenmistir. Toplam MelQx miktarinin kontrol 6rneklerine gore
inhibisyonlar1 2KACY; %65, 2KE; %60, 1KE; %57, 1IKACY; %56, 2PE; %53,
IKUCY; %47, 1PE; %46, 2KUCY; %43 oraninda tespit edilmistir.

Tavada pisirme yontemiyle 150°C’de pisirilen drneklerin MelQx igerikleri
diger sicakliklarda pisirilen 6rneklere gore anlamli olarak diisiik ¢cikmistir (P<0,05).
Firinda pisirme yontemiyle pisirilen Orneklerde ise her sicaklik ig¢in Ornek
olarak farkl

goriilmektedir (P<0,05). Kontrol gruplartyla kiyaslandiginda toplam MelQx

gruplarmin - MelQx igeriginin birbirinden anlamli oldugu
olusumunda en yiiksek inhibisyon %60 oraninda kabak ¢ekirdegi yag: kullanilan
grupta goriiliirken, bu siralamay1 %59 inhibisyonla kegiboynuzu ekstrakti, %51
inhibisyonla propolis ekstrakt: takip etmektedir ve en diisiik inhibisyon oran1 %45

ile kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen orneklerde goriilmiistiir.

Tablo 4.6. Koftelerin MelQx miktarlart (ng/g)

Tava Firmn
Ornek
Gruplar 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
1
K 0,99 4,02 3,05 0,74 1,1840,69° | 2,28+0,372
+0,03PA +0,0134 +0,2334 +0,27°A A A
b a G b a
1PE 1,15ﬂ;0,03 1,19+0% 1,57iBO,13 0,64iBO,05 0,77iBO,08 1,21ﬂ:BO,19
b a a b a
2PE 0,53:;0,04 0,77ﬂ;0,07 1,28ﬂé0,10 0.2540°8 1,18ﬂ;0,03 1,68ﬂ;0,07
1KE 0,60+0,03° | 0,73+0,12% | 1,1240,072 | 0,54+0,09° | 0,96+0,01° | 1,21+0,072
B B B B B B
OKE 0,57+0,09° | 0,80+0,272 | 0,95+0,03 | 0,40+0,08° | 0,87+0,35° | 1,2840,052
B B B B B B
1,03£0,57° | 1,24+0,51% | 1,04+0,232 | 0,57+0,26° | 0,50+0,04° | 0,97+0,382
1KACY B B B B B B
0,37+0,24" | 0,89+0,342 | 0,85+0,21% | 0,32+0,10° | 0,55+0,06° | 1,2840,172
2KACY B B B B B B
+ b + a + a + c + a
1KUCY 1,01 B0,33 1,12 B0,55 0,99 B0,17 0,75 B0,07 0,960,258 1,57 B0,54
b a b a
IKUCY 0,91ﬂ;0,14 2,46ﬂ;0,13 1,3840% 0,7320,38 0,58iB0,16 0,91ﬂ;1,18

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakt1 ilave edilen drnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakti ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Ke¢iboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Kec¢iboynuzu ektsrakti ilave
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edilen ornek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yag: ilave edilen drnek, 2KACY: %2 Kabak ¢ekirdegi
yagi ilave edilen 6rnek, IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2ZKUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

8Ayn1 satirdaki kiiciik harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gore ornek gruplari
arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (Duncan testi i¢in pisirme sicakliklari, tavada ve firinda
pisirme yontemlerine gore ayr1 ayr1 degerlendirilmistir).

AAyn siitundaki bilyiik harfler Duncan testine gére kullamlan ekstrakt ve yaglara gore ornek
gruplari arasindaki farkliliklar gostermektedir. (P<0,05).
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0
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EI(ullanlian Ekstrg(tlar ¢ ue ue

Sekil 4.14. Koftelerin MelQx miktarlari (ng/g)

(T:Tavada pisirilen 6rnekler, F: Firinda pisirilen 6rnekler)

Genel olarak, her iki pisirme yonteminde de Orneklerin pigirme
sicakliklarindaki artigla beraber MelQx olusumunda artis meydana geldigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda tavada pisirilen 6rneklerin MelQx iceriginin firinda
pisirilen drneklere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir ve bu durum literatiirle
uyumludur. Benzer bir sekilde Tengilimoglu-Metin and Kizil, (2017), 150°C,
200°C ve 250°C’de tavada pisirilen kontrol grubu koftelerde MelQx miktarini
sirastyla, 2,02 ng/g, 4,39 ng/g ve 6,17 ng/g; firinda pisirilen oérneklerde ise 0,14
ng/g, 0,19 ng/g ve 7,25 ng/g olarak belirlemislerdir. Orneklere %0.5 ve %1 enginar
ekstraktt ilavesiyle MelQx olusumunda %11-100 araliginda inhibisyon

saglanmstir.

Puangsombat and Smith (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, MelQx
miktarinin, 191°C’de pisirilen orneklerde %0,05 biberiye ekstrakti ilaveli
koftelerde %56,2-73,8 araliginda, %0,2 biberiye ekstrakti ilaveli koftelerde %62,1-
86,2 araliginda ve %0,5 biberiye ekstrakti ilaveli koftelerde %60,4-84,3 araliginda
inhibe edildigi goriilmiistiir. Bagka bir calismada, farkli oranlarda E vitamini
ilavesiyle MelQx olusumunun 1,22-1,39 ng/g seviyelerinde goriildiigii tespit
edilmistir (Ruan et al., 2015).
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Rounds ve arkadaslar1 (2012), koftelere %1 (a/a)’lik konsantrasyonda
esansiyel yaglar ve %5 (a/a) oraninda bitkisel ekstraktlar ve baharatlar eklenerek
200°C’de 1zgarada pisirilen Orneklerde MelQx olusumunda azalma, bitkisel
ekstraklarda; %79,5 (zeytin), %76,1 (elma kabugu), %31,4 (yesil ¢ay), %50,4
(izlim c¢ekirdegi), toz baharatlarda; %78,0 (sogan), %68.,9 (paprika), %66,2
(sarimsak), %49,5 (kekik otu), %48,6 (zerdegal), %24,2 (kimyon), esansiyel yagda;
%35.0 (karanfil tomurcugu yagi) olarak bulunmustur.

Ahn and Griin (2005), tavada pisirilen kofte 6rneklerinde MelQx miktarini,
kontrol grubu i¢in 22,65 ng/g, %1 ¢am kabugu ekstrakti (Pycnogenol) ilaveli 6rnek
grubu i¢in 2,44 ng/g, %1 biberiye ekstrakti (Herbalox) ilaveli 6rnek grubu i¢in 4,86
ng/g ve %1 liziim ¢ekirdegi ekstrakti (ActiVin) ilaveli 6rnek grubu i¢in 2,31 ng/g

olarak belirlemistir.

Quelhas et al. (2010), 223°C’de tavada her yiizeyi 10 dk pisirilen kontrol
grubu koftelerde MelQx miktar1 16,02 ng/g olarak belirlenmistir. Koftelere elma
kabugundan elde edilen polifenol ekstraktindan %0,1, %0,15 ve %0,3 oraninda
ilave edilmesiyle oOrneklerin MelQx miktarlar1 sirasiyla 11,42 ng/g (%71
inhibisyon), %9,22 ng/g (%57 inhibisyon) ve 9,44 ng/g (%58 inhibisyon) olarak

belirlenmistir.

Zeng et al. (2017), koftelere %0,5, %1 ve %1,5 karabiber ilavesinin MelQx
olusumunu sirastyla %57, %53 ve %51 oraninda inhibe ederken, %0,005, %0,01 ve
%0,015 piperin ilavesinin %69, %23 ve %20 oraninda inhibe ettigi belirlenmistir.

4.4.5. Koftelerin 4,8-DiMelQx miktarlar:

Koftelere propolis ekstrakti, keciboynuzu ekstrakti, kusburnu ¢ekirdegi yagi
ve kabak cekirdegi yag ilavesi ile olusan 4,8-DiMelQx bilesiginin miktar1 Tablo
4.7°de ve Sekil 4.15’te verilmistir. En yiiksek 4,8-DiMelQx miktar1 kontrol
grubuna ait drneklerde goriiliirken, bu gruba kiyasla katki eklenen tiim gruplarda
inhibisyon goriilmistiir. Katki eklenen gruplarda en yiiksek toplam 4,8-DiMelQx
miktar1 %]1 propolis ekstrakti iceren 250°C’de tavada pisirilen ve %1 kusburnu
cekirdegi yagi iceren 250°C’de tavada pisirilen 6rneklerde goriiliirken (3,27 ng/g
ve 3,29 ng/g), en diisiik toplam 4,8-DiMelQx miktar1 %1 ve %2 keg¢iboynuzu
ekstrakti iceren 150°C’de firinda pisirilen kofte 6rneklerinde (0,49 ng/g ve 0,50

ng/g) tespit edilmistir. Orneklere ilave edilen propolis ve kegiboynuzu
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ekstraktlarinin oranlarindaki artisla beraber 4,8-DiMelQx miktarlar1 da azalma

gostermistir.

Orek gruplan kiyaslandiginda, kontrol gruplarinin 4,8-DiMelQx igerigi
diger 6rneklerden anlamli olarak farklidir (P<0,05). Orneklerin en yiiksek toplam
4,8-DiMelQx miktarlari, 2KACY (12,52 ng/g), 1IKACY (11,77 ng/g), 1IKUCY
(11,41 ng/g), 1PE (10,66 ng/g), 2PE (9,65 ng/g), 2KUCY (8,98 ng/g), IKE (7,98
ng/g), 2KE (6,28 ng/g) olarak belirlenmistir. Toplam 4,8-DiMelQx miktarinin
kontrol 6rneklerine gore inhibisyonlar1 2KE; %84, 1KE; %80, 2KUCY; %77, 2PE,;
%76, 1PE; %73, 1IKUCY; %71, 1IKACY; %70, 2KACY; %68 oraninda tespit
edilmistir.

Farkli sicakliklarda tavada pisirilen Orneklerde 4,8-DiMelQx igerigi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P>0,05). Firinda
pisirilen 6rneklerde ise 150°C sicaklikta pisirilen gruplarin 4,8-DiMelQx iceriginin
diger gruplara gore anlamli diizeyde farkli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Ancak
tavada pisirilen orneklerin 4,8-DiMelQX igeriklerinin, firinda pisirilen 6rneklerle

kiyaslandiginda oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.7. Koéftelerin 4,8-DiMelQx miktarlari (ng/g)

Tava Firm

G?;Bf:n 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
K s34 | A0 088 | 20ssr0m | s71s000m | 16101
1PE 1,160,118 | 31240,15%8 | 327+034% | 0,60£0,10% | 1,14£0,19% | 13708
2PE 0,97+0,06® | 1,65:0,08% | 2,16£0,06% | 0,530,020 | 1,980,178 | 236017
1KE 0.83£0,09% | 141028% | 1,7040,00% | 049+0,00® | 1,45+0,1408 | 210003
2KE 0,890,088 | 1,2240,10% | 12040,04%® | 0,50£0,04%8 | 1,22:0,10% | 116001
IKACY | 1,1540,23%® | 2,44+1,09% | 2,56+0,98% | 1,3+0,21°® | 0,52+0,12% 3,80aiB1,25
IKACY | 0,60:0238 | 155:0,54%® | 2,71:0,10%® | 1,1620,01%8 | 3,17+0,78%8 | >33=017
IKUCY | 1,114025% | 2,734035% | 1,00:0,52% | 081+037% | 1,574030%8 | 329£0-36
IKUCY | 0664032 | 244+0,60® | 3120 | 0,70:027%% | 0,660,048 | 1402031

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen &rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakt1 ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Keciboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Kegiboynuzu ektsrakti ilave
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edilen 6rnek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yag: ilave edilen ornek, 2KACY: %2 Kabak cekirdegi
yagi ilave edilen drnek, IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yag: ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

aAyn1 satirdaki kiiciik harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gére ornek gruplar
arasindaki farkliliklart gostermektedir (Duncan testi i¢in pisirme sicakliklari, tavada ve firinda
pisirme yontemlerine gére ayr1 ayr1 degerlendirilmistir).

AAym siitundaki bilyiik harfler Duncan testine gére kullamlan ekstrakt ve yaglara gore ornek
gruplar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P<0,05).
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Sekil 4.15. Koftelerin 4,8DiMelQx miktarlart (ng/g)

(T:Tavada pisirilen 6rnekler, F: Firinda pisirilen 6rnekler)

Dana koftelerine elma kabugu polifenol ekstraktinin %0,1, %0,15 ve %0,3
oraninda ilavesiyle 4,8-DiMelQx miktar1 3,50 ng/g, 2,88 ng/g ve 3,24 ng/g olarak
belirlenmistir ve kontrol grubuna kiyasla %79, %65 ve %73 oraninda inhibisyon
saglandig1 gorlilmustiir (Quelhas et al., 2010).

Kegi etinden yapilan koftelerin Chrysanthemum morifolium ¢igegi ekstrakti
ilavesiyle 175°C ve 225°C’de pisirilmeleri sonucunda 4,8-DiMelQx miktarlari
kontrol grubunda 10.91 ng/g ve 15,06 ng/g iken ektrakt igeren gruplarda 6,73 ng/g
(%38 inhibisyon) ve 10,11 ng/g (%33 inhibisyon) olarak belirlenmistir. Firinda
175°C ve 225°C’de pisirilen kontrol 6rneklerinde ise 4,8-DiMelQx miktarlart 13,96
ng/g ve 17,77 ng/g iken ekstrakt ilaveli 6rneklerde 9,06 ng/g (%35 inhibisyon) ve
13,93 ng/g (%23 inhibisyon) olarak belirlenmistir (Khan et al., 2019).

Oz and Kaya (2011b,2011c¢), kirmiz1 biber ilavesinin 225°C’de pisirilen et
orneklerinde 4,8-DiMelQx olusumunu %69,49 oraninda azaltirken, karabiber
ilavesinin %30 yag igerigine sahip koftelerde 4,8-DiMelQx olusumunu %100
oraninda inhibe edebilecegini belirlemislerdir.
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4.4.6. Koftelerin PhIP miktarlar:

En yaygin olarak tespit edilen HCA’lardan biri olan PhIP bilesiginin kofte
orneklerinde olusum miktarlari, Tablo 4.8’de ve Sekil 4.16’da verilmistir. En
yiiksek PhIP miktar1 250°C’de pisirilen kontrol grubuna ait 6rneklerde 1,08 ng/g
olarak belirlenmistir. Ornek gruplar1 arasinda %2 kegiboynuzu ilavesinin PhIP
olusumunu %100 inhibe edebilecegi belirlenmistir. Genel olarak propolis ve
keciboynuzu ilave edilen 6rnek gruplarinda PhIP miktar1 kontrol grubuna kiyasla
azalma gosterirken, kusburnu ve kabak cekirdegi yaglari baz1 6rnek gruplarinda

artisa sebep olmustur.

Kontrol o6rneklerinin PhIP igeriginin diger gruplardan anlamli diizeyde
yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0,05). En yiiksek toplam PhIP miktarlari, K
(4,35 ng/g) 1IKACY (2,38 ng/g), IKUCY (2,23 ng/g), 2KACY (11,41 ng/g),
2KUCY (2,04 ng/g), 1PE (1,93 ng/g), IKE (1,45 ng/g), 2PE (1,23 ng/g), 2KE (0,32
ng/g) olarak belirlenmistir. Ornekler arasinda 2KE grubunun PhIP igerigi, diger
ornek gruplarina kiyasla anlamli olarak diisiiktiir (P<0,05). Ayn1 zamanda, 2KE,
2PE VE 1KACY gruplarininin PhIP igerigi arasindaki fark anlamli olarak
bulunmustur (P<0,05). Toplam PhIP miktarinin kontrol Orneklerine gore
inhibisyonlar1 2KE; %92, 2PE; %71, 1KE; %66, 1PE; %55, 2KUCY; %53,
2KACY; %50, IKUCY; %48, 1IKACY; %45 oraninda tespit edilmistir. Pisirme
sicakliklarina gére hem tavada hem de firinda pisirilen 6rneklerde anlamli bir fark

bulunmadig goriilmiistiir (P>0,05).

Koftelere eklenen katkilarin toplam PhIP olusumu iizerine etkilerine
bakildiginda, en yliksek inhibisyonun %79 oraninda keg¢iboynuzu ekstrakti, %63
oraninda propolis ekstrakti, %50 oraninda kusburnu ¢ekirdegi yagi ve %47

oraninda kabak ¢ekirdegi yagi ile saglandigi goriilmiistiir.

Tablo 4.8. Koftelerin PhIP miktarlart (ng/g)

Tava Firin
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Ornek

150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
Gruplar1
K 0,824026*A | 0,05+0,054 | 1,082029% | 03940% | 043£0,03% | 0,68+0,11%
0,37+0,11% | 0,48£0,22%C | 0,36£0,058C | 0,27+0,08%C | 0,23+0,04%BC | 0,22:0,1%5C
1PE CD D D D D D
2PE 02240 | 021£0,020 | 0,24+0,040 | 0,180,040 | 025004 | 0,130,052
IKE | 025£0,04° | 026£0,04° | 027+0,02° | 0,14+0,04° | 02840088 | 0,25+0,03?
2KE nd 0,18+0,032 nd nd 0,14+0,07° nd
IKACY | 0,560,188 | 03440078 | 049+0,11% | 0,4120,04® | 0,27+0,09® | 0,310,028
aB aB
akAcy | O8O0 g 40000 | 033+0,04%C | 0,48:0,018C | 044x0,03:ec | 012004
IKUCY | 0,220,088 | 0410025 | 0432004 | 037£0,058 | 0,4120,1% | 0,390,148
aB aB
akuey | 3OO g 340 0108 | 0,2420,00%8C | 0,57x0,1%C | 026x0,08EC | 029005

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakti ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakt1 ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Keg¢iboynuzu ektsrakt1 ilave
edilen 6rnek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yag: ilave edilen drnek, 2KACY: %2 Kabak ¢ekirdegi
yagt ilave edilen 6rnek, 1IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yag: ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

8Ayn1 satirdaki kiiciik harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gore Srnek gruplari
arasindaki farkliliklart gostermektedir (Duncan testi i¢in pisirme sicakliklari, tavada ve firinda

pisirme yontemlerine gére ayr1 ayr1 degerlendirilmistir).

AAyni siitundaki biiyiik harfler Duncan testine gore kullanilan ekstrakt ve yaglara gore ornek
gruplart arasindaki farkliliklari gostermektedir. (P<0,05).
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Genel olarak her iki pisirme yonteminde de, sicakliklardaki artigla beraber
kullanilan ekstraktlarin ve yaglarin, orneklerdeki PhIP olusumu iizerinde inhibe
edici etkisinde de artis oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada,
i¢ sicakliklar1 65°C, 70°C ve 80°C olan 1zgara koftelere %1 karvakrol ilavesinin
PhIP olusumunu sirasiyla %40, %78 ve %51 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir
(Friedman et al., 2009).

Rounds ve arkadaslar1 (2012), dana koftelerine %1 (a/a)’lik konsantrasyonda
esansiyel yaglar ve %5 (a/a) oraninda bitkisel ekstraktlar ve baharatlar eklenerek
200°C’de 1zgarada pisirilen orneklerde PhIP olusumundaki azalma, bitkisel
ekstraklarda; %84.,3 ( zeytin), %82,1 (elma kabugu), %86,0 (yesil cay), %78.,9
(lizim c¢ekirdegi), toz baharatlarda; %94,3 (sogan), %87,2 (paprika), %85,0
(sarimsak), %85,4 (kekik otu), %73,6 (zerdegal), %51,7 (kimyon), esansiyel yagda;
%52,1 (karanfil tomurcugu yagi) oraninda belirlenmistir. Genel olarak bitkisel
ekstraktlarin toz baharatlarla kiyaslandiginda HCA olusumunu daha yiiksek oranda
etkiledigi belirtilmistir.

Oz and Kaya (2011), karabiber ilavesinin 225°C’de kizartilan koftelerde PhIP
olusumunu %100 oraninda inhibe edebilecegini belirlemislerdir. Farkli oranlarda
biberiye ekstrakti ilavesinin 190°C’de kizartilan koftelerde PhIP olusumunu inhibe

ettigi ve PhIP seviyelerinin 0,70-2,10 araliginda degistigi belirlenmistir (Tsen et al.,
2006).

Gibis and Weiss (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, koftelere %0,2, %0,4,
%0,6 ve %0,8 oraninda iiziim ¢ekirdegi ilavesiyle PhIP olusumu sirasiyla 0,2 ng/g,
0,2 ng/g, 0,03 ng/g ve 0,02 ng/g’dan daha diisiik seviyelerde iken; %0,12, %0.4,
%0,6, %1 ve %]1,5 biberiye ekstrakti ilave edilen 6rneklerde sirastyla 0,2 ng/g, 0,1
ng/g, 0,1 ng/g, 0,06 ng/g ve 0,02 ng/g oldugunu tespit etmislerdir.

4.4.7. Koftelerin norharman miktarlari

Ornek gruplarma ait norharman seviyeleri Tablo 4.9°da ve Sekil 4.17°de
verilmistir ve en yiiksek ortalama norharman olusumu 200°C’de tavada pisirilen
kontrol grubunda goriilmektedir. 150°C’de firinda pisirilen %1 ve %2 propolis
ekstrakti igeren drneklerde ve 150°C’de firinda ve tavada pisirilen %2 kegiboynuzu

ekstrakt1 igeren drneklerde norharman olusumunda %100 inhibisyon saglanmistir.
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Kontrol grubuna ait 6rneklerin norharman igeriginin diger gruplardan anlaml
diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05). Orneklerin en yiiksek toplam
norharman miktarlari, 2KACY (0,87 ng/g), IKUCY (0,85 ng/g), IKACY (0,79
ng/g), 2KUCY (0,75 ng/g), 1KE (0,6 ng/g), 1PE (0,47 ng/g), 2PE (0,41 ng/g), 2KE
(0,35 ng/g) olarak belirlenmistir. Toplam norharman miktarinin kontrol érneklerine
gore inhibisyonlar1 2KE; %77, 2PE; %74, 1PE; %70, 1KE; %62, 2KUCY; %52,
IKACY; %50, 1IKUCY; %46, 2KACY; %45 oraninda tespit edilmistir. Tavada
pisirilen 6rnekler arasinda sicakliga bagli olarak norharman igeriginde istatistiksel
olarak bir fark bulunmazken (P<0,05), firinda 150°C sicaklikta pisirilen 6rneklerin
norharman igeriginin diger gruplardan anlamli diizeyde farkli oldugu tespit
edilmistir (P<0,05). Ancak, hem tavada hem de firinda pisirme yontemlerinde en
yiiksek norharman seviyeleri genellikle 200°C’de pisirilen Orneklerde tespit

edilmistir.

Tablo 4.9. Koftelerin norharman miktarlar1 (ng/g)

Tava Firin
G?zgf;l 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
K 0,09 £0,03%A | 0,69 £0,042A | 0,5+0,18°A | 0,08 £0,04°A | 0,14+0,04%A | 0,09+0°
1PE 0,06£0%® | 0,12£0,05%® | 0,12+0,02° nd 0,06£0%® | 0,11+0,03%
2PE 0,04+08 0,09+08 0,15+0%8 nd 0,06£0%® | 0,07+0,02%®
1KE 0,10£0,02%8 |  0,14+08 0,12+0%® | 0,03£0,04%® | 0,08£0%® | 0,13+0,04%
2KE nd 0,10£0,04% | 0,10+0,03% nd 0,06£0% | 0,09+0,01%
1KACY | 0,08+0,02%® | 0,10+0,01% | 0,13+0,01% | 0,08+0°® | 0,27+0,06®® | 0,13+0,02%
2KACY | 0,1440,01%8 | 0,1240,06®® | 0,10£0,03®® | 0,1440%® | 0,19£0,038 | 0,18+0%
1IKUCY | 0,15+0,08%8 | 0,18+0,05%® | 0,16+0,04%® | 0,16+0%® | 0,08+0,028 | 0,12+0%®
2KUCY 0,10£0%® | 0,19+0,02 | 0,20+0,01%8 | 0,06+08 0,09£0% | 0,11£0,01%

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakti ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Ke¢iboynuzu ektsrakti ilave
edilen ornek, IKACY: %1 Kabak cekirdegi yag1 ilave edilen 6rnek, 2KACY: %2 Kabak ¢ekirdegi
yagi ilave edilen 6rnek, 1IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

a8Ayn1 satirdaki kiigikk harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gore Ornek gruplari

arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (Duncan testi igin pisirme sicakliklari, tavada ve firinda
pisirme yontemlerine gore ayr1 ayr1 degerlendirilmistir).
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AAym siitundaki bilyiik harfler Duncan testine gére kullamlan ekstrakt ve yaglara gore ornek
gruplari arasindaki farkliliklar gostermektedir. (P<0,05).
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Sekil 4.17. Koftelerin norharman miktarlart (ng/g)

(T:Tavada pisirilen 6rnekler, F: Firinda pisirilen 6rnekler)

Yapilan bir caligmada, hibiskus ekstrakti ile marinasyonun kizartilmig
koftelerde norharman iizerine inhibe edici etkisi oldugu belirlenmistir. Farkli
stirelerde pisirme islemi sirasinda (120-180 saniye), norharman miktariin 0.4-0.7

ng/g araligindaki seviyelerde oldugu tespit edilmistir (Gibis and Weiss, 2010).

Tengilimoglu-Metin e al. (2017), 250°C’de tavada pisirilen kontrol grubu
dana eti 6rneklerinde norharman miktarinin 0,39 ng/g iken, %0,5 ali¢c ekstrakti
ilavesiyle 0,28 ng/g seviyelerine diiserken %1 oraninda ali¢ ekstrakti ilavesinin
norharman olusumunu %100 inhibe ettigini belirlemislerdir. Benzer bir ¢alismada
enginar ekstrakt1 ilavesiyle dana eti orneklerinde norharman olugumunun %4-9

araliginda inhibe edildigi goriilmiistiir (Tengilimoglu-Metin and Kizil, 2017).

4.4.8. Koftelerin harman miktarlar:

Kofte oOrneklerinin harman miktarlar1 Tablo 4.10°da ve Sekil 4.18°de
verilmektedir. Kontrol grubuna ait Orneklerde genel olarak tavada pisirme
yonteminin, firinda pisirme yontemine gore daha yiliksek miktarda harman
olusumuna sebep oldugu goriilmektedir. Katki eklenen 6rnek gruplarinda ise en
yiiksek harman miktar1 %2 kabak cekirdegi yagi iceren tavada pisirilen 6rneklerde
0,13 ng/g olarak belirlenirken, %2 propolis ekstrakti igeren ve %1 kegiboynuzu
ekstrakti i¢eren 150°C’de firinda pisirilen 6rneklerde ve %2 kegiboynuzu ekstrakti

iceren 150°C’de firinda pisirilen kofte 6rneklerinde %100 inhibisyon saglanmustir.
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Kontrol 6rnekleri ve 2KE grubuna ait 6rneklerin harman igerikleri ile diger
orneklerin harman igerikleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05).
Orneklerin en yiiksek toplam harman miktarlari, IKUCY (0,43 ng/g), 2KACY
(0,41 ng/g), 1KE (0,29 ng/g), 2KUCY (0,28 ng/g), 1PE (0,28 ng/g), IKACY (0,27
ng/g), 2PE (0,16 ng/g), 2KE (0,15 ng/g) olarak belirlenmistir. Toplam harman
miktarinin kontrol 6rneklerine gore inhibisyonlar1 2KE; %80, 2PE; %78, 1IKACY;
%64, 1PE; %63, 2KUCY; %63, 1KE; %61, 2KACY; %46, IKUCY; %43 oraninda
tespit edilmistir. Tavada 150°C ve 200°C’de pisirilen 6rneklerin harman igerikleri
arasinda anlamli diizeyde fark belirlenmistir (P<0,05). Firinda 150°C’de pisirilen
ornekler ise diger 6rneklere kiyasla anlamli olarak diisiik harman igerigine sahiptir
(P<0,05).

Tablo 4.10. Kéftelerin harman miktarlar1 (ng/g)

Tava Firm

2:;‘;'1‘“1 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C

K 0,06 +0°* 0,36 +0,08°A 0,15 +0,05%4 0,04 +0,01° 0,07+0% 0,08+0,0124
1PE 0,03:08C 0,05+0,02%¢ | 0,05+0,0128¢ 0,04-£0"8C 0,05+0,01°8¢ 0,06:£08¢
2PE 0,02+0PEC 0,02+0°8¢ 0,03+0°0BC nd 0,04+0,0228¢ 0,05+0°8¢
1KE 0,05+018C 0,07+078¢ 0,06:£0,01%08¢ nd 0,05+0,01°8¢ 0,06:£08¢
2KE nd 0,040 0,040%¢ 0,01+0,02°¢ 0,01x0%¢ 0,050,012
1KACY 0,06::0"8¢ 0,02+078¢ 0,01:£028¢ 0,06+0,02%8¢ 0,07+078C 0,050,02%8¢
2KACY 0,03+008 0,040,018 0,130,03%® 0,070°8 0,100,03%® 0,040,018
1KUCY 0,080,018 0,070,038 0,09+0,02%® 0,08+0"8 0,050,018 0,06+0,01°8
2KUCY 0,02::08¢ 0,09:08¢ 0,05:£028¢ 0,04:£08¢ 0,04:078¢ 0,04£028¢

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakti ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Kegiboynuzu ektsrakt1 ilave
edilen 6rnek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yagi ilave edilen drnek, 2KACY: %2 Kabak cekirdegi
yagi ilave edilen ornek, IKUCY: %1 Kusburnu g¢ekirdegi yag: ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen drnek.

aAyn1 satirdaki kiigiik harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gore ornek gruplari
arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (Duncan testi igin pisirme sicakliklari, tavada ve firinda

pisirme yontemlerine gore ayr1 ayr1 degerlendirilmistir).

AAym siitundaki bilyiik harfler Duncan testine gore kullamlan ekstrakt ve yaglara gore ornek
gruplar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P<0,05).

nd: belirlenemedi

80



0,4
035 Harman degerlerl
03 mT150
g 0,25 - W T200
2 02~ m 7250
00
E; 0,15 1 ®F150
0,1 -
mF200
0,05 -
0 - m F250
K 1PE 2PE  1KE  2KE 1KACY 2KACY 1KUCY 2KUCY
Kullanilan Ekstraktlar

Sekil 4.18. Koftelerin harman miktarlar1 (ng/g)

(T:Tavada pisirilen 6rnekler, F: Firinda pisirilen 6rnekler)

Jamali et al. (2016), Rosa rugosa cayi ekstrakti ilave edilerek 220°C’de
pisirilen kofte orneklerinde ortalama harman miktar1 kontrol grubunda 5,54 ng/g
iken ekstrakt i¢ceren orneklerde 3,79 ng/g oldugunu ve %31,59 oraninda inhibisyon

saglandigini belirlemislerdir.

Zeng et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, koftelere %0,5, %1 ve %1,5
karabiber ilavesiyle harman miktarlar sirastyla 0,63 ng/g, 0,70 ng/ ve 0,82 ng/g
iken, %0,005, %0,01 ve %0,015 piperin ilavesiyle harman seviyeleri 0,50 ng/g, 0,52
ng/g ve 0,61 ng/g olarak tespit edilmistir.

Gibis and Weiss (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, kontrol, %0,2, %0,4,
%0,6, %0,8 oraninda lizim cekirdegi ekstrakti ilave edilerek kizartilan koftelerde
harman seviyeleri sirasiyla 0,9 ng/g, 1,1 ng/g, 1,5 ng/, 1,6 ng/g ve 1,7 ng/g iken;
kontrol, %0,12, %0,4, %0,6, %1 ve %1,5 oraninda biberiye ekstrakti ilave edilen
orneklerde ise 0,6 ng/g, 0,9 ng/g, 0,9 ng/g, 0,5 ng/g, 0,6 ng/g ve 0,6 ng/g olarak

belirlenmistir.

Ahn and Griin (2005), tavada pisirilen kofte 6rneklerinde harman miktarini,
kontrol grubu i¢in 2,99 ng/g, %1 ¢cam kabugu ekstrakti (Pycnogenol) ilaveli 6rnek
grubu i¢in 2,02 ng/g, %1 biberiye ekstrakt: (Herbalox) ilaveli 6rnek grubu i¢in 1,34
ng/g ve %1 liziim c¢ekirdegi ekstrakti (ActiVin) ilaveli 6rnek grubu i¢in 210,7 ng/g

olarak belirlemistir.
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4.4.9. Koftelerin toplam HCA miktarlari

Kofte 6rneklerinin toplam HCA miktarlar1 Tablo 4.11°de ve Sekil 4.19°da ve
orneklere ait HPLC kromatogramlar1 Ek 9-10’da verilmistir. Analiz edilen tim
ornek gruplar kiyaslandiginda en yiliksek toplam HCA miktarlarinin kontrol
gruplarinda bulundugu goriilmektedir. Pisirme yontemine de bagli olarak genellikle
sicaklik artisiyla beraber toplam HCA miktar1 artmaktadir. Katki ilaveli 6rnekler
arasinda en yiiksek toplam HCA miktar1 (9,52 ng/g) %2 kusburnu ¢ekirdegi yagi
ilaveli 200°C’de tavada pisirilen 6rneklerde goriiliirken, en diisiik toplam HCA
miktar1 (0,97 ng/g) ise 150°C’de firinda pisirilen %2 kegiboynuzu ekstrakti ilaveli
orneklerde tespit edilmistir. Tavada pisirilen koftelerin toplam HCA igerigi firinda

pisirilenlere gore daha yiliksek bulunmustur.

Kontrol grubuna ait 6rneklerin toplam HCA igeriginin diger gruplardan
anlaml1 diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05). Kofte 6rneklerinde toplam
HCA olusumunu propolis ekstrakt1 %27,36-82,88 araliginda, keciboynuzu ekstrakti
%43,24-85,57 araliginda, kabak ¢ekirdegi yagi %19,95-83,96 ve kusburnu
cekirdegi yagr %22,21-79,37 araliginda inhibe etmistir. Toplam HCA olusumu
iizerinde en yiiksek inhibe edici etkiyi keciboynuzu ekstrakti gosterirken en diigiik
inhibisyon kusburnu ¢ekirdegi yaginda goriilmiistiir. Pisirme sicakliklar1 dikkate
alindiginda, firinda pisirme yonteminde her sicaklik icin toplam HCA igerigi
anlamli olarak farkli bulunmustur (P<0,05). Tavada pisirilen Orneklerde ise
150°C’de pisirilen gruplarin toplam HCA igerikleri ile diger gruplarin toplam HCA
icerikleri arasindaki farkin anlamli diizeyde oldugu ve diisiik oldugu belirlenmistir
(P<0,05). Genel olarak tim oOrnek gruplart kiyaslandiginda, tavada pisirilen
orneklerin toplam HCA igeriginin firinda pisirilen 6rneklere gore yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayn1 zamanda hem tavada hem de firinda pisirilen 6rneklerde
genellikle, pisirme sicakligindaki artigin 6rneklerin toplam HCA igeriklerinde artisa

sebep oldugu sdylenebilmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz verilere benzer olarak, Oz and Kaya (2011b),
175 °C, 200 °C ve 225 °C’de pisirilen fazla yaglh (%30) kofte 6rneklerine karabiber
ilavesiyle toplam HCA olusumunun %33, %12 ve %100 oraninda inhibe edildigini
belirlemislerdir. Bagka bir caligmada, iiztim ¢ekirdegi ekstrakti ve elma ekstraktinin
kofte orneklerinde toplam HCA olusumunu kontrol grubuna gore %70 oraninda
inhibe edebildigi tespit edilmistir (Cheng et al., 2007).
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Tablo 4.11. Kéftelerin toplam HCA miktarlari (ng/g)

Tava Firm
Ornek Gruplar: 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C

K i2727 12bA f&ﬁi 23,5£0,25% ig;;;'m 8,670,039 | 9,32+1,65%
1PE 3,46£0,14%8 | 6,110,168 | 7,77+0,77%8 1’96§O’Z6C 3,15+0,38Y8 | 4,23+0,2828
2PE 2,50+0,16°8 | 3,95+0,21%8 | 5,83+0,20%® | 1,21+0°® | 4,49+0,39°B | 6,77+0,08%8
1KE 2,51+0"8 3,81+0,18%8 | 4,94+0,04%8 1’7°ﬂ;0’07c 3,84+0,21%8 | 529+0,3728
2KE 2,11£0,03%8 | 3,48+0,64%8 | 4,040,118 0’97ﬂ;0’2oc 3,29+0,49%8 | 4,12+0,23%8
1KACY 3,30+1,13%8 | 5,112,148 | 5,64+1,81%8 2’6&;0’1 | 20450,15% | 64242420
2KACY 1,67+0,80°8 | 3,70+1,39% | 558+0,01%8 2’53?’410 5,98+0,15%8 | 7,46+1,06%
1KUCY 3,64+1,02%B | 5,81+2,01%8 | 5,35+2,35%8 2,80:!;1,12° 4,45+1,41%8 | 7,25+],81%8
2KUCY 2,72+1,67%8 | 9,524+0,06% | 6,70+0,93% 2’43? 01° 2,23+1,62%8 | 4,78+1,61%8

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakt1 ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Kegiboynuzu ektsrakti ilave
edilen 6rnek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KACY: %2 Kabak ¢ekirdegi
yagi ilave edilen 6rnek, IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

8Aymi satirdaki kiiciik harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gore ornek gruplar
arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (Duncan testi i¢in pisirme sicakliklari, tavada ve firinda
pisirme yontemlerine gore ayr1 ayr1 degerlendirilmistir).

AAyni siitundaki biiyiik harfler Duncan testine gore kullanilan ekstrakt ve yaglara gore ornek
gruplari arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P<0,05).

ng/g Toplam HCA

25 -

20 A

Toblam HCA deserleri

mT150

15 -
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mT250

1PE  2PE

1KE
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W F200
m F250

2KE 1KAGY 2KAGY 1KUGY 2KUCY
Kullanilan Ekstraktlar

Sekil 4.19. Koftelerin toplam HCA miktarlart (ng/g)

(T:Tavada pisirilen 6rnekler, F: Firinda pisirilen 6rnekler)
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4.5. TBARS Analizi

Tablo 4.12°de kofte orneklerine ait TBARS degerleri (mg malonaldehit/kg)

verilmistir. Ornekler arasinda en diisiik ve en yiiksek TBARS degerleri sirasiyla,

150°C’de tavada pisirilen %1 kegiboynuzu ekstrakti ilaveli ve 150°C’de firinda

pisirilen %2 kusburnu ¢ekirdegi yagi ilaveli 6rnek gruplarinda belirlenmistir.

Tablo 4.12. Kofte orneklerine ait TBARS degerleri (mg malonaldehit/kg)

Tava Firin

e 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
Gruplan

0,68+0,0 | 0,72+0,05°C | 1,41+0,062C | 0,57+0,01°C | 0,72+0,062°C | 0,81+0,022C

K 1bCD D D D D D

1PE 0,49+0% | 0,70+£0,01" | 0,59+0,04% | 0,39+0bE 0,59+0%E | 0,69+0,02%

2PE 0,43+0% | 0,44+0,01° | 0,99+0,03% | 0,56+0,02° | 0,55+0,01%F | 0,84+0%

aC bC abC aC

IKE 0’33?,?9’0 0s1agpco | 1264003 | 0414001 | 0,0540,03%C | 1,47+0,02

bD aD abD aD

oKE 0,675bﬁD:é),0 0,69£0,07°° | 0,99:0,02 03050008 | 0-67£0.01% [ 0.79:0,01

bB aB bB aB

IKACY | 0,7320mc | 0:99£0,03% | 1,3040,08% | 1,0140,01 0.79s0mec | 074001

2KACY 0’6;?;0’0 1,08+0,03%8 | 1,29+0,01%8 | 0,88+0,01%8 | 1,120,038 | 1,17+0,06%®

bD aD bD abD aD

IKUCY | 0,604000F | 0-7120.02% | 0.75£0.01 | 0,6120,03°° | 0.86+0,02° | 0,86+0,06

1,39+0,0 bA aA bA abA aA

2KUCY b 1,44+0,12PA | 1,17£0,06* | 1,49+0,01%A | 1,10+£0,03 1,18+0,01

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakti ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Kegiboynuzu ektsrakt ilave
edilen 6rnek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yagi ilave edilen drnek, 2KACY: %2 Kabak g¢ekirdegi
yagi ilave edilen ornek, IKUCY: %1 Kusburnu g¢ekirdegi yag: ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

aAynt satirdaki kiiciik harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gore drnek gruplar
arasindaki farkliliklart gostermektedir (Duncan testi igin pisirme sicakliklari, tavada ve firinda
pisirme yontemlerine gére ayr1 ayri degerlendirilmistir).

AAym siitundaki bilyiik harfler Duncan testine gore kullamlan ekstrakt ve yaglara gore ornek

gruplart arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P<0,05).

Tavada 250°C’de pisirilen 6rnek gruplarinin TBARS degerlerinin, diger
pisirme sicakliklarina gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05).
Firinda 150°C’de ve 250°C’de pisirilen gruplarin TBARS degerleri arasindaki
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farkin anlamli oldugu ve genel olarak firinda pisirilen 6rneklerde, sicaklik artisiyla
beraber TBARS degerlerinin de artis gosterdigi tespit edilmistir.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, 1PE ve 2PE 6rnek gruplarimin TBARS
degerlerinin anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda
yine kontrol grubuna gore, 2KACY ve 2KUCY gruplarinin TBARS degerlerinin
anlaml diizeyde yiiksek oldugu gortlmistir (P<0,05) ve bu durumun 6rneklere
ilave edilen yaglarin, analizin yapildig1 giine kadar depolandigi siire boyunca
(yaklasik 6 ay) lipid oksidasyonunu pozitif yonde etkilemesi sonucunda bu 6rnek
gruplarinda TBARS degerinde artisa sebep olmasindan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Benzer bir ¢alismada, Ahn and Griin (2002) elde ettigimiz verilerle uyumlu
olarak, firinda pisirilerek depolanan kontrol grubu ve 90,02 iiziim ¢ekirdegi
ekstrakti (ActiVin), cam kabugu ektsrakti (Pycnogenol) ve biberiye ekstrakti ilaveli
koftelerin TBARS degerlerini depolamanin 0. giinlinde sirasiyla 2,41 mg
malonaldehit/kg, 1,31 mg malonaldehit/kg ve 1,57 mg malonaldehit/kg olarak
belirlemistir. Ayn1 zamanda depolama siiresi boyunca (0-3 giin) kontrol gruplarinin
TBARS degerlerinin, ekstrakt iceren tiim gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu ve

kontrol grubuna kiyasla %25-77 araliginda azalma goriildiigii saptanmaigstir.

Fernandez-Lopez et al. (2005), biberiye ekstraktlari, sarimsak ekstrakti,
limon lifi ve portakal lifi iceren tiim pisirilmis kofte 6rneklerine ait TBARS
degerlerinin depolama siiresi boyunca (0-12 giin), kontrol grubundan daha diisiik
oldugunu belirlemislerdir. Bagka bir calismada, ¢ig kofte ornekleri arasinda en
diisik TBARS degeri, %1 oranina nar kabugu ekstrakti igeren Orneklerde
goriilmiistiir. Ornekler arasindaki en yiiksek TBARS degeri kontrol grubunda 0,58
mg malonaldehit/kg olarak belirlenmistir (Turgut et al., 2016).

Nishad et al. (2018), TBARS degerlerinin ekstrakt igermeyen kofte
orneklerinde 0,902 mg malonaldehit’kg iken, %1 muskat ekstrakti igeren
orneklerde 0,532 mg malonaldehit/kg ve turuncgil kabugu ekstrakti iceren
orneklerde 0,580 mg malonaldehit/kg oldugunu tespit etmistir.
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4.6. Coziiniir Protein Analizi

Tablo 4.13’de kofte Orneklerine ait ¢oziinlir protein (mg/100g) icerikleri
verilmistir. Tiim 6rnekler arasinda en diisiik ve en yliksek ¢oziiniir protein degerleri
sirastyla, 250°C’de tavada pisirilen %1 kusburnu ¢ekirdegi yagi ilaveli ve 150°C’de

firinda pisirilen %1 kegiboynuzu ekstrakti ilaveli 6rnek gruplarinda belirlenmistir.

Tablo 4.13. Kéfte 6rneklerinin ¢oziiniir protein degerleri (mg/100 g)

Tava Firin
G?;gf;l 150°C 200°C 250°C 150°C 200°C 250°C
16,36£0,3 | 4,97+0,18" | 3,84+0,03" | 17.90+0,45% | 6,07+0,12° | 4,13+0,04°
K 5aAB AB AB AB AB AB
1425404 | 5,49+0,260 | 3,74+0,16° | 19,91+0,2%A | 4,57+0,09° | 4,51+0,46°
1PE 2aAB AB AB B AB AB
11,62+£0,3 | 4,72+0,06° | 3,89+0,13" | 20,02+0,50* | 6,13+0,03" | 4,57+0,53"
2PE 6aAB AB AB AB AB AB
b a b b
IKE 17,(;43:1,0 6,524030° | o1 g qon | 21,042050° | 535:002° | 4834027
IKE 15,840,99 | 5,73+0,25° | 5,00+0,32° | 20,41+0,522 | 6,27+0,13° | 4,39+0,32°
aA A A A A A
9,83+0,48 | 5,51+0,29 19,91+£0,34% | 4,78+0,32% | 8,58+0,12°
IKACY aAB AB 4’07i013bAB AB AB AB
8,01+0,28 | 5,41+0,18> | 4,65+0,34> | 14,72+0,34% | 4,62+0,21> | 4,23+0,12
ZKACY aAB AB AB AB AB AB
1kucy | 8822041 15 55,0708 | 33810440 | 7,30£0,32%8 | 4,120,118 | 4,250,368
6,79+0,47 | 3,73+0,14b | 4,7240,24° | 10,28+0,55* | 5,01+0,22b | 4,78+0,92
ZKUCY aAB AB AB AB AB AB

K: Kontrol, 1PE: %1 Propolis ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2PE: %2 Propolis ektsrakti ilave edilen
ornek, 1KE: %1 Kegiboynuzu ektsrakti ilave edilen 6rnek, 2KE: %2 Ke¢iboynuzu ektsrakti ilave
edilen 6rnek, 1IKACY: %1 Kabak ¢ekirdegi yagi ilave edilen drnek, 2KACY: %2 Kabak g¢ekirdegi
yag1 ilave edilen 6rnek, IKUCY: %1 Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek, 2KUCY: %2
Kusburnu ¢ekirdegi yagi ilave edilen 6rnek.

a8Ayn1 satirdaki kiigiikk harfler Duncan testine gore pisirme sicakliklarina gore Ornek gruplar
arasindaki farkliliklart géstermektedir (Duncan testi igin pisirme sicakliklari, tavada ve firinda
pisirme yontemlerine gore ayr1 ayr1 degerlendirilmistir).

AAyni siitundaki biiyiikk harfler Duncan testine gore kullanilan ekstrakt ve yaglara gore drnek
gruplart arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P<0,05).

Orneklerin ¢oziiniir protein igerikleri degerlendirildiginde, 1KE ve 2KE
gruplarina ait 6rneklerin ¢oziiniir protein igeriginin IKUCY grubuna gore anlamli
diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda, ekstrakt ve yag

ilave edilen 6rneklerin kontrol grubu 6rneklerle arasindaki farkin anlamli olmadig:
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gorilmektedir (P>0,05). Ekstrakt ve yag iceren kofte drneklerinin, kontrol grubuna
ait Orneklere goOre protein igeriginin nispeten diisiik oldugu goéz Oniinde
bulunduruldugunda, kontrol grubu orneklerin ¢oziiniir protein igeriginin daha
yiiksek olmasi beklenmektedir. Ancak HCA’larin olusumunda protein yapisindaki
bilesiklerin rol almasi sebebiyle kontrol grubunun ¢6ziiniir protein igeriginin diger

orneklere kiyasla anlamli diizeyde bir farka sahip olmadigi diisiintilmektedir.

Her iki pisirme yonteminde de 150°C’de pisirilen 6rneklerin ¢oziiniir protein
igeriginin diger sicakliklarda pisirilen orneklere gore anlamli diizeyde yiiksek
oldugu belirlenmistir (P<0,05). Bu durumun, orneklere uygulanan sicakliin
yiikselmesiyle beraber protein denatiirasyonundaki artisa bagl olarak orneklerin
¢Oziiniir protein igeriginde azalmaya sebep olmasindan kaynaklanmis olabilecegi
tahmin edilmektedir. Ayrica 200°C ve 250°C’de pisirilen 6rneklerin toplam HCA
iceriginin 150°C’de pisirilen 6rneklerden daha yiiksek olmasindan dolayi, ¢oziiniir
protein igerigindeki bu azalmanin sicakligin da etkisiyle HCA bilesiklerinin

olusumunda rol almasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.

Canli1 (2012), ¢oziiniir protein miktarin1 et koftelerinde 1,28-7,94 pmm
araliginda (ortalama 3,37 ppm), tavuk koftelerinde 2,95-4,95 ppm araliginda
(ortalama 4,16 ppm), et doner orneklerinde 2,85-8,33 araliginda (ortalama 4,30
ppm) ve tavuk doner orneklerinde 3,37-4,36 pmm aralifinda (ortalama 3,94 ppm)

olarak belirlemistir.

Acar (2016), yaptig1 bir ¢alismada sucuk Orneklerinde ¢oziiniir protein
igerigini az pismis ornek gruplarinda 19,00-57,60 mg/100 g araliginda, orta pismis
ornek gruplarinda 23,90-41,80 mg/100 g araliginda ve ¢ok pismis 6rnek gruplarinda
24,40-53,20 mg/100 g araliginda bulmusgtur.

Tuell et al. (2020), ¢ig tavuk koftesi orneklerinin toplam ¢dziiniir protein
igeriginin 167,5-189,1 mg/g araliginda oldugunu belirlemistir. Choi et al. (2010),
diisiik, orta ve yliksek protein igerigine sahip domuz etlerinde toplam ¢oziintir
protein igeriginin sirastyla 142,22 mg/g, 184,43 mg/g ve 204,92 mg/g oldugunu

tespit etmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, lilkemizde yaygin olarak tiiketilen et iirlinlerinin basinda
gelen koftenin dogal antioksidan ozellige sahip katkilarla zenginlestirilmesiyle
HCA olusumuna etkisi, farkli pisirme yontemleri ve pisirme sicakliklari
kullanilarak incelenmistir. Bu sayede kofte 6rneklerinde 1Q, MelQx, 4,8-DiMelQX,
PhIP, norharman ve harman bilesiklerinin olusumunun O&nemli diizeyde
azaltilabilecegi belirlenmistir. Ayn1 zamanda pisirilmemis ornek gruplarinda nem
analizi, yag analizi, protein analizi, kiil analizi, pH analizi ve pisirilmis 6rnek
gruplarinda toplam fenolik madde miktar1 analizi, antioksidan aktivite analizi,
TBARS analizi ve ¢Oziinliir protein analizi uygulanarak sonuglari

degerlendirilmistir.

Koftelerin nem, yag, kiil ve protein icerikleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamustir. Propolis ekstrakti ve keciboynuzu ekstrakti ilave
edilen orneklerin pH degerlerinin kontrol grubuna goére anlamli diizeyde diisiik
oldugu (P<0,05) ve ornekler arasinda en diisiik pH degerinin %2 propolis ekstrakti

iceren gruplarda goriildiigii belirlenmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 degerleri propolis ekstrakti i¢cin 7833,33 ug
GAE/g, ke¢iboynuzu ekstrakti i¢in 9683,33 ng GAE/g, kabak ¢ekirdegi yag: i¢in
4164,28 pg GAE/g ve kusburnu cekirdegi yagi icin 4366,66 ng GAE/g olarak
belirlenmistir. Ornekler arasinda en diisiik toplam fenolik madde miktar1 200°C°de
tavada pisirilen %2 kabak cekirdegi yag: ilave edilen gruplarda goriiliirken, en
yliksek toplam fenolik madde miktar1 250°C’de tavada pisirilen %2 propolis ilaveli

gruplarda belirlenmistir.

Antioksidan aktivite degerleri propolis ekstrakti i¢in %27,93, ke¢iboynuzu
ekstrakti i¢in %32,02, kabak ¢ekirdegi yagi i¢in %24,62 ve kusburnu ¢ekirdegi yagi
icin %22,76 olarak belirlenmistir. Kofte ornekleri arasinda en yiiksek antioksidan
aktivite degeri 200°C’de tavada pisirilen %2 kegiboynuzu ekstrakti ilaveli gruplarda
belirlenirken, en diisiik antioksidan aktivite degerinin ise 250°C’de firinda pisirilen
%1 propolis ekstrakt: ilaveli gruplarda bulundugu tespit edilmistir.

Kontrol gruplarmin 1Q, MelQx ve 4,8-DiMelQx igerikleri diger rneklerden
anlamli diizeyde yiiksektir (P<0,05). Toplam IQ miktarinin kontrol érneklerine
gore inhibisyonlar1 2KE; %68, 1KACY; %64, 1KE; %59, 1PE; %55, 2KACY;
%S355, 2PE; %51, IKUCY; %47, 2KUCY; %41 oraninda tespit edilmistir.
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Toplam MelQx miktarinin kontrol drneklerine gore inhibisyonlar1 2KACY;
%065, 2KE; %60, 1KE; %57, 1IKACY; %56, 2PE; %53, 1IKUCY; %47, 1PE; %46,
2KUCY; %43 oraninda tespit edilmistir. Kofte drneklerinde ilave edilen ekstrakt
ve yaglarin konsantrasyonlarindaki artisla beraber MelQx olusumunun azaldigi
goriilmektedir. Ekstrakt ve yag ilave edilen gruplar arasinda en diisiik ve en yiiksek
MelQx miktari, %2 propolis ekstrakti ilaveli 150°C’de firinda pisirilen ve %2
kusburnu ¢ekirdegi yagi ilaveli 200°C’de tavada pisirilen 6rneklerde goriilmiuistiir
ve kontrol grubuna gore inhibisyon oranlar sirasiyla %66 ve %38 olarak

belirlenmistir.

Toplam 4,8-DiMelQx miktarinin kontrol orneklerine gore inhibisyonlari
2KE; %84, 1KE; %80, 2KUCY; %77, 2PE; %76, 1PE; %73, 1IKUCY; %71,
IKACY; %70, 2KACY; %68 oraninda tespit edilmistir.

Kofte drnekleri arasinda 2KE grubunun PhIP igerigi, diger 6rnek gruplarina
Kiyasla anlamli olarak diisiiktiir (P<0,05) ve %2 keciboynuzu ilavesinin PhIP
olusumunu %100 inhibe edebilecegi belirlenmistir. Katk: ilaveli kofteler kontrol
ornekleriyle kiyaslandiginda, PhIP bilesigi izerindeki en yiiksek inhibisyonun %79
oraninda keciboynuzu ekstrakti, %63 oraninda propolis ekstrakti, %50 oraninda
kusburnu cekirdegi yagir ve %47 oraninda kabak gekirdegi yagi ile saglandigi

gOriilmiistir.

150°C’de firinda pisirilen %1 ve %2 propolis ekstrakti igeren 6rneklerde ve
150°C’de firinda ve tavada pisirilen %2 kegiboynuzu ekstrakti iceren drneklerde
norharman olusumunda %100 inhibisyon saglanmistir. Kontrol grubu 6rnekleri ve
2KE grubuna ait 6rneklerin harman igerikleri ile diger 6rneklerin harman igerikleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (P<0,05).

Kofte orneklerinin HCA igerikleri degerlendirildiginde, en fazla miktarda
olusan 4,8-DiMelQx bilesigi iken, en diisiik miktarda olusan HCA nin ise harman
oldugu tespit edilmistir. Kofte 6rneklerinde en yiiksek toplam HCA olusumu
250°C’de pisirilen kontrol grubuna ait 6rneklerde (26,94 ng/g) goriiliirken, en diisiik
olarak ise %2 keg¢iboynuzu ilaveli 150°C’de firinda pisirilen 6rneklerde (0,97 ng/g)

belirlenmistir.
Genel olarak, tavada pisirilen koftelerin toplam HCA igerigi firinda

pisirilenlere gore daha yiiksek bulunmustur. Pisirme kosullarina gore en diigiik
HCA olusumu 150°C’de firinda pisirilen 6rneklerde goriilmiistiir. Toplam HCA
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olusumu tizerinde en yiiksek inhibe edici etkiyi ke¢iboynuzu ekstrakti gosterirken
en diisiik inhibisyon kusburnu ¢ekirdegi yaginda gortilmustiir. Genel olarak ekstrakt

ve yag orani arttik¢a toplam HCA olusumunun azaldig1 goriilmektedir.

Kontrol ornekleriyle kiyaslandiginda en yiiksek inhibisyonun 1Q, MelQx,
4,8-DiMelQx, bilesikleri i¢in sirasiyla, 2KE (%68), 2KACY (%72), 2KE (%84) ve
PhIP, norharman ve harman bilesikleri i¢in sirastyla, 2KE (%92), 2KE (%87) ve
2KE (%80) olarak belirlenmistir. Her iki pisirme yonteminde de genel olarak,
uygulanan pisirme sicakliklar1 arttik¢a her bir HCA olusumunun ve sonug¢ olarak

toplam HCA miktarinin arttig1 agikca goriilmektedir.

Tavada 250°C’de pisirilen 6rnek gruplarinin TBARS degerlerinin, diger
pisirme sicakliklarina gére anlaml diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05).
Firinda 150°C’de pisirilen 6rneklerin TBARS degerlerinin, 250°C’de pisirilen
orneklere gore anlamli diizeyde diisiik oldugu (P<0,05) ve genel olarak firinda
pisirilen Orneklerde, sicaklik artisiyla beraber TBARS degerlerinin de artis

gosterdigi goriilmiistiir.

Tiim ornekler arasinda en diisiik ve en yiiksek ¢Oziiniir protein degerleri
sirastyla, 250°C’de tavada pisirilen %1 kusburnu ¢ekirdegi yagi ilaveli ve 150°C’de

firinda pisirilen %1 kegiboynuzu ekstrakti ilaveli 6rnek gruplarinda belirlenmistir.

Tez ¢alismamizda elde ettigimiz verilere dayanarak ve tiiketim tercihine bagl
olarak, HCA bilesiklerinin olusumunu 6nleme agisindan en iyi sonuglar1 veren
150°C’de pisirilen kegiboynuzu ekstrakti ilave edilen koftelerin tiiketilmesi
onerilmektedir. Et ve et {irtinlerinde HCA olusumunu miimkiin oldukga azaltmak

amaciyla asagidaki onerilerin de g6z oniinde bulundurulmasi tavsiye edilmektedir.

Etlere yiiksek sicakliklarda (>200°C) ve uzun siireli pisirme islemleri
uygulamak yerine diisiikk sicakliklarda (<200°C) ve kisa siireli islemler tercih
edilmedir. Tabiki bu pisirme kosullar1 belirlenirken etlerin mikrobiyolojik olarak

giivenli olmasi gerekliligi de géz onilinde bulundurulmalidir.
Etlerin direkt olarak sicak yilizeyle veya atesle temas ettigi yogun pisirme

islemleri tercih edilmemeli ve haslama, firinda pisirme, sous-vide yontemi gibi

yontemler uygulanmalidir.
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Et ve et iirtinlerini hazirlama asamasinda miimkiin oldukca fenolik madde
acisindan zengin ¢esitli ekstraktlar ilave edilmeli veya bu bilesenlerle marinasyon
tercih edilmelidir.

Giinliik et tiketimine dikkat edilmeli, HCA maruziyet smirinin altinda

kalabilmek a¢isindan fazla et tiikketminden ka¢inilmalidir.

Tercihlere bagli olarak az ve orta pigmis etler tercih edilmelidir ve miimkiin

oldukca ¢ok pismis et ve et iiriinlerinden uzak durulmalidir.
Bu konuyla ilgili bundan sonra yapilacak ¢alismalarda, fenolik maddelerce

zengin farkli ekstraktlarin et ve et iriinlerinde alternatif yontemlerle pisirme

sirasinda HCA olusumuna etkilerinin aragtirilmasi 6nerilmektedir.
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Ek 10. 250°C’de firinda pisirilen %2 kusburnu gekirdegi yagi iceren ornege ait
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