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OZET

FARKLI PiSIRME KOSULLARININ SUCUKTA HETEROSIKLIiK AMIN
(HCA) OLUSUMU UZERINE ETKIiSi

ACAR, Burcu
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Ozgiil OZDESTAN OCAK
Ocak 2016, 69 sayfa

Insan sagligi agisindan yasami tehdit eden kanser, sebebi bilinen 6liim sebepleri
siralamasinda kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalara gore beslenme ve kanser arasinda ciddi bir iligki
bulunmaktadir. Gidalarin uygun sartlarda pisirilmemesi, saklanmamasi sonucunda insan
saglig1 icin zararh bilesikler olusabilmektedir. Ozellikle et ve et iiriinleri gibi proteinlerce
zengin gidalarin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi sonucunda mutajenik veya kanserojenik
yapida bilesikler olusabildigi yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir. Bu bilesiklerin basinda ise
heterosiklik aminlerin (HCA) geldigi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda yiiksek performans
stvi kromatografisi (HPLC) cihazi ile piyasada satilan 10 farkli fermente sucuk 6rneginin
tavada farkli pisirme sonucunda HCA c¢esit ve miktarlar1 belirlenmistir. Tez c¢aligmasinda
sucuk orneklerinde HCA ¢esit ve miktarlar1 belirlenirken HPLC analizi sonucunda elde edilen
piklerden faydalanilarak DAD dedektorde 1Q, MelQx ve 4,8-DiMelQx bilesikleri, fluoresans
dedektorde ise PhIP, norharman ve harman bilesikleri tespit edilmistir. Az-orta-¢ok pismis
sucuk Orneklerinde HCA ve ¢Oziiniir protein analizi yapilmistir. Ayrica ¢ig sucuk
orneklerinde nem, kiil, protein, yag ve pH analizleri yapilmistir. Yapilan analizlerin
sonucunda az pismis sucuk Orneklerinde toplam HCA miktart 0,65 ng/g ile 14,84 ng/g
arasinda, orta pismis sucuk oOrneklerinde toplam HCA miktart 1,52 ng/g ile 16,10 ng/g
arasinda, ¢ok pigmis sucuk drneklerinin toplam HCA miktar1 1,83 ng/g ile 17,89 ng/g arasinda
belirlenmistir. Cok pismis sucuk oOrneklerinin toplam HCA igerigi, az pismis Orneklerin
toplam HCA igeriginden fazla bulunmustur (P<0,05). Orneklerde en fazla bulunan
heterosiklik amin norharmandir. Sonuglar istatistiksel olarak da degerlendirilmistir. Tava da
pisirme yontemiyle pisirilen sucuk Orneklerinin higbirinde yiiksek miktarlarda HCA tespit
edilememistir.

Anahtar sozciikler: HPLC, heterosiklik amin (HCA), sucuk.
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ABSTRACT

EFFECTS OF DIFFERENT COOKING CONDITIONS ON THE FORMATION
OF HETEROCYCLIC AMINES IN SUCUK SAMPLES

ACAR, Burcu
MSc in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozgiil OZDESTAN OCAK
January 2016, 69 pages

Cancer threatens the health of people and it is the second most seen death reason after
cardiovascular diseases. According to epidiomigological and experimental studies, there is an
important relation between nutrition and cancer. Harmful compounds can be formed because
of undercooked and stored food. Mutagenic and cancerogenic compounds can be formed after
cooking of protein-riched foods such as meat and meat products. Heterocyclic amines (HCAS)
are one one of the most formed ones. In this thesis, HCA quality and quantity determined in
commercially available 10 fermented sucuk samples, which were pan cooked at different
cooking results. HCA was determined by high performance liquid chromatography (HPLC)
according to the peaks for 1Q, MelQx ve 4,8-DiMelQx at DAD detector and for PhIP,
norharman ve harman at fluorescence detector. HCA and soluble protein analyses were
performed in undercooked, middle cooked and well cooked sucuk samples. Moisture content,
ash content, protein content, lipid content and pH analyses were performed in raw sucuk
samples. According to the results of HCA analyses, total HCA content of undercooked sucuk
samples’ was between 0.65 ng/g and 14.84 ng/g, total HCA content of medium cooked sucuk
samples’ was between 1.52 ng/g and 16.10 ng/g, total HCA content of overcooked sucuk
samples’ was between 1.83 ng/g ile 17.89 ng/g. Total HCA content of overcooked sucuk
samples were higher than the undercooked sucuk samples (P<0.05). Norharman is the most
abundant HCA in sucuk samples. Results were evaluated statistically. HCA content of pan

fryed sucuk samples were not found on high levels.

Key words: heterocyclic amines (HCA), sucuk, HPLC.






xi
TESEKKUR

Yiiksek Lisans tez c¢alismam, bu arastirmanin planlanmasi ve ylriitilmesinde bilgi ve
tecriibesiyle bana yol gosteren degerli danisman hocam Saym Dog. Dr. Ozgiil OZDESTAN
OCAK ’a tesekkiirii borg bilirim.

Tezim boyunca moral destegini esirgemeyen Ve her zaman yanimda olan nisanlim Recep

Colakoglu’na tesekkiir ederim.

Yiiksek lisansim ve tiim egitim hayatim boyunca bana siirekli destek olup cesaret veren,
maddi manevi desteklerini esirgemeyen annem Sevilay ACAR, babam Aytekin ACAR ve
bana her zaman moral olan kardeslerim Behice ACAR ve Berna ACAR’a tesekkiir ederim.

Burcu ACAR



xii



xiii

ICINDEKILER

Sayfa
OZET ottt vii
ABSTRACT ettt ettt b e a e b e bt e e bt e et e e be e anbe e nreeanbeenree s IX
TESEKKUR ..ottt ettt ettt ettt s s ettt es s st s s e st s s e e, Xi
SEKILLER DIZINT ...ttt ettt XVi
CIZELGELER DIZINI....coititiiiiiceeeeee ettt ettt eaesenes XVii
KISALTMALAR DIZINT ..ottt en s XiX
LGIRIS .ottt ettt ettt s et sen ettt en et 1
2.ONCEKI CALISMALAR ..ottt ettt ettt ettt en sttt n sttt e 4
2.1. Sucuk ve Kimyasal BIlE€SIMI ......ccccovevuiiiiiiiiiiiciiiii e 4
2.2. HeteroSiKlik Aminlerin OTUSUIMNU .....oiveiieierieieeiesieseeie e sieeee e seeeseesseesseeeesseesseeseens 5
2.3. HCA’larin Kimyasal Yapilari........cccooooiiiiiiiiii e 7
2.3.1. HCA’larin SIntflandirtlmast.......ccoeeeiieiiiiiieiii e 7
2.3.2. HCA’larin olusum mekanizmalari...........cccveiiiieiiiiiiiiiis s 10
2.4. HCA’larin Olusumunu Etkileyen FaKtorler ... 11
2.4.1. PiSirme S1CAKIIZ1 V& STIEST ...vveruvieieiiiieiiieireesee et 12

P (G = 131 0 015 4 <4 PP OPR PPN PR 12



Xiv

ICINDEKILER (Devam)

Sayfa
B R T T Torc) o <« PSP UP R UPROPPRPRN 13
2.4.4. ANtIOKSIAAN TGETIZT .vvvvevieniiiiiiiieeiise ettt nne s 13
2.4.5. AMNINOASTE IGETIZT .. eeuviveeriesrieieesie ettt ettt b e e e ne e n e nne s 14
2.4.6. SU TGETIZT .veeuveueetietesteesteetestte st et st esbe et e st e bt et e skt e bt e s b e s bt e bt e st e s b e et e e neenbeebeeneesbe et e 14
2.4.7. PiSIrmMe MELOAU ...ccvvviiiiiiiiii ettt e e e e e e et e e e e st e e e s e ase e e e s e nreeeeesnneneeaas 15
2.4.8. G1da Katki MAdELETT . ..eeiivvreiiiiieeiiieeiiiiessiiee e siee et e e e e e e e e anbeeesnes 15
2.5.Heterosiklik Aminlerin Insan Sagligi Uzering EtKisi ........ccocevvieveiiieeisecreieeeseeeeseiees 15
2.6. Heterosiklik Aminleri TeSPit MEtOtlari..........cciveveiieeieeiiiie e 16
3. MATERYAL VE YONTEM ....cootiiiiniiiiiieinsiieisse it 18
B LIMIALEIYAL ...ttt bbbt 18
3.1.1. Kullantlan KIMYaSalIAr ...........ccooiiiiiiiiee e 18
3.1.2.Kullantlan CINAZIAT ..........ceuiiiiiieie e ettt tesneesreeaeeneenneeneeas 19
BL2.MBLOL ... e 19
3.2.1. DNEIME UESEINI ...ttt ettt r e 19
B.2.2HCA QNAHZE .o 20

4.BULGULAR VE TARTISMA ...t 26



XV

ICINDEKILER (Devam)

Sayfa
4.1. HPLC’de Heterosiklik Amin (HCA) Analiz Yonteminin Validasyonu...........ccccccevviveene 26
4.2.Sucuk Orneklerinin Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi............cccocccevvieieicreiiienennene, 35
4.2.1. Cig sucuk orneklerinin analiz sonuglarinin degerlendirilmesi ............cccovveeriiciiiiiennnn. 35
4.2.2. Pismis sucuk orneklerinde yapilan analiz sonuglarin degerlendirilmesi..............c.c....... 40
4.2.3. Pismis sucuk orneklerinin HCA miktarlarinin sonuglart...........coccovvveiiiieniiiniiinesinnnns 42
BT )1 [ SRR 56
KAYNAKLAR DIZINT....cooiiiiiicececeeecee ettt sttt en st en e, 60



XVi

SEKILLER DiZINI
Sekil Sayfa
2.1. Imidazokinokzalinler (IQx) ve imidazokinolinlerin (IQ) OlUSUMU.........cccocvrvrrrrrrrerennn. 5
2.2. Pigirilmis gidalarda bulundugu tespit edilen heterosiklik aromatik aminlerin yapilari ....... 7

2.3. HCA’lerin metabolize olmasi sonucu kanserin ortaya c¢ikmasinin sematik olarak

L0 TS (33 130§ PR TP TPRRPPRPPN 11
3.1. Protein analizinde kullanilan Dumas cihazi...........ccccoviiiiiiiiiiiiii, 24
4.1. 1Q bilesigine ait olan kalibrasyon grafifi..........c.cceevvivririeiiiiiiinieiicesee e 26
4.2. MelQx bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi .........c.cccooevviiiiiiiiiiiiiiie e 26
4.3. 4,8-DiMelQx bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi.........cccoccerieeniiiiiiniiiiiciccee e 27
4.4. PhIP bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi.........cccocoeiviiiiiiiiiiiienicee e 27
4.5. Harman bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi.........cccccvvviiiiiiiniiicecc e 28
4.6. Norharman bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi........ccccccovviiiiniiiicniceeec e 28
4.7. DAD dedektore ait 10 ppm’lik IQ bilesigi standardinin HPLC kromatogrami................. 29

4.8. DAD dedektore ait 10 ppm’lik MelQx bilesigi standardinin HPLC kromatogrami.......... 30



XVii

SEKILLER DiZINI (Devam)

Sekil Sayfa

4.9. DAD dedektore ait 10 ppm’lik 4,8-DiMelQx bilesigi standardinin HPLC kromatogrami30

4.10. Fluoresans dedektore ait 10 ppm’lik PhIP bilesigi standardinin HPLC kromatogrami .. 31
4.11. Fluoresans dedektore ait 10 ppm’lik Harman bilesigi standardinin HPLC kromatogrami31

4.12. Fluoresans dedektére ait 10 ppm’lik Norharman bilesigi standardinin HPLC

KromatO@Iamlart ........cooviiiiiiiiiice s 32
4.13. DAD dedektorde az pigsmis 6rnek 3’e ait HPLC kromatogrami..........c.cocoveviiiienieninnnne 32
4.14. DAD dedektorde orta pigmis 6rnek 3’e ait HPLC kromatogrami...........cccccvvverveiiennnnnn 33
4.15. DAD dedektorde cok pismis 6rnek 3’e ait HPLC kromatogrami ...........ccccooeviveiiennnene 33
4.16. Fluoresans dedektdrde az pismis 6rnek 3’e ait HPLC kromatogrami ............cccccvevvennne 34
4.17. Fluoresans dedektorde orta pismis 6rnek 10°a ait HPLC kromatogrami ..............c.c...... 34
4.18. Fluoresans dedektorde ¢cok pigsmis 6rnek 10’a ait HPLC kromatogrami............ccccueeueeee 34

4.19. Toplam HCA miktarinin 6rneklere gore dagilimi.........ccooviiiiiiiiiiiiiiiinc 52



XViii

CIZELGELER DiZINI
Cizelge Sayfa
2.1. Sucugun Kimyasal DIIESTMI .....ccuvviiiiiiiiiiie ettt e e 4
2.2. Amino-imidazo azaarenler ve aminokarbolinler grubunda bulunan HCA’lar..................... 9
3.1. DENEME AESENI ... 20
3.2. DAD dedektor dereceli eliiSyOn PrOZIAMI .......ccveerieieieerreeieesieeeiee e iee e 21
3.3. DAD dedektor dereceli eliiSyOn PrOZIAMI .......coveeiieieieerieaieesieeesiee et 22
3.4. Ekstraksiyon metodunun performans 6ZelliKIeri ..., 25
4.1. Az-orta-cok pismis sucuk orneklerinin merkez sicakliklart ..........ccoooovviiiiiiiniciiiennn 35
4.2. Cig sucuklarda yapilan analiz sonuglarinin ortalamast..........ccoceereiiiieiienieenie e 35
4.3. Pismis sucuklarda yapilan ¢6ziiniir protein analiz sonuglarinin ortalamast....................... 41
4.4. Pismis sucuk orneklerinin 1Q miktarlart (M/Kg) ......coovveririiiiiiieieie e, 42
4.5. Pismis sucuk orneklerinin norharman miktarlart (mg/Kg) .....ccccoovevviiiiiiiiiicnecee 45
4.6. Pigmis sucuk orneklerinin PhIP miktarlart (ng/g).......cccocevviiiiiiiiiiiiiiiiciicicen 47
4.7. Pigmis sucuk 6rneklerinin Norharman miktarlart (Ng/g) ......cccoceviiiiiiiiiiiiiiiiiciics 49
4.8. Pigmis sucuk 6rneklerinin toplam HCA miktarlart (ng/g) ......c.ccovvvviviiiiiiiiiiiiciiin 51



XiX

KISALTMALAR DIZINi
Kisaltmalar Aciklama
1,5,6-TMIP 2-amino-1,5,6-trimethylimidazo[4,5-b]- pyridine
3,5,6-TMIP 2-amino-3,5,6-trimethylimidazo[4,5-b]-pyridine
4,8-DiMelQx 2-amino-3,4,8-trimethyl-imidazo[4,5-f]-quinoxaline
8-MelQx 2-amino-3,8-dimethyl-imidazo[4,5-f]-quinoxaline
AlA Aminoimidazoazoaren
AoC 2-amino-9H-pyrido[2,3-b]indole
Cre-P-1 4-amino-1,6-dimethyl-2-methylamino-1H,6H-pyrrolo-

[3,4f]benzimidazole-5,7-dione

DAD Diode array dedektor

ECD Elektrokimyasal dedektorler

FD Fluoresans dedektor

GC Gaz kromatografisi

Glu-P-1 2-amino-6-methyldipyrido-[1,2-a:3_,2_-d]imidazole
Glu-P-2 2-aminodipyrido-[1,2-a:3_,2_-d]imidazole

GST Glutathione S-transferazlar

Harman 1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]indole



Kisaltmalar

HCA

HPLC

Lys-P-1

MeAoC

MelQ

MS

ng/g

Norharman

Orn-P-1

Phe-P-1

PhIP

PhIP

SPE

SPME

XX

KISALTMALAR DIiZiNi (Devam)

Aciklama

Heterosiklik amin

Yiiksek performans sivi kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography

2-amino-3-methyl-imidazo[4,5-f]-quinoline

3,4-cyclopenteno-pyrido[3,2-a]carbazole

2-amino-3-methyl-9H-pyrido[2,3-b]indole
2-amino-3,4-dimethyl-imidazo[4,5-f]- quinoline

Kiitle spektrometresi

Nanogram/gram
9H-pyrido[3,4-b]indole

4-amino-6-methyl-1H-2,5,10,10btetraazafluoranthene

2-amino-5-fenilpiridin (2-amino-5-phenylpyridine)
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b] piridin
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]-pyridine
Kat1 faz ekstraksiyonu

Kati faz mikro ekstraksiyon



Kisaltmalar

TDso
TriMelQx

Trp-P-1

Trp-P-2

UGTs

XXi

KISALTMALAR DIZIiNi (Devam)

Aciklama

Median toksik doz

2-amino-3,4,7,8-tetramethyl-imidazo[4,5-f]-quinoxaline

3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]-Indole

3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole

UDP-glucuronsyl transferazlar






1. GIRiS

Insanoglunun yasamindaki en énemli unsurlardan biri beslenmedir. Gidalar, esansiyel
iz elementler ve vitaminleri saglayan mikro bilesikler ve enerji saglayan makro bilesiklerin
kompleks bir karigimindan olusmaktadir. Gidalar mikrobiyal kontaminantlar, toksinler veya
istenmeyen c¢esitli kimyasal maddeler gibi birgok zararli bilesikleri igerebilmektedirler.
Dolayisiyla, bazi hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde olduk¢a Onemli rol oynayan
gidalar, ayn1 zamanda bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasindan da sorumlu olarak bilinmektedir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar, kanser hastaliklarmin artisinda beslenmenin 6nemli bir faktor
oldugunu gostermektedir. Son yillarda yapilan g¢alismalar ozellikle et ve et iriinleri gibi
proteince zengin gidalarin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi sirasinda, mutajenik ve
kanserojenik olan bazi bilesiklerin olustugunu goéstermektedir. Bu bilesiklerin en basinda
heterosiklik amin (HCA)’lar gelmektedir (Oz ve Kaya, 2006).

Et ve et irilinlerinin birgogu 1zgara, rosto, yagda kizartma gibi ¢esitli yontemlerle
pisirildikten sonra tiiketilmektedir (Cicek ve Bulgan, 2013). Fermente et iiriinii olan sucuk;
kiyilmig et ve yagin, tuz, nitrat ve/veya nitrit, seker, cesitli baharat ve/veya starter kiiltiirler
katilarak karigtirilmasi ile elde edilen hamurun, dogal veya sentetik kiliflara doldurulduktan
sonra fermantasyona ve kurumaya maruz birakilarak iiretilmektedir (Hugas and Monfort,
1997; Soyer, 2002).

Heterosiklik aminler (HCA) 6zellikle protein bakimindan zengin gidalarin (et ve balik
gibi) yiiksek sicakliklarda (>150 °C) pisirilmesi ve saklanmasi sirasinda olusan, bazi

mutajenik ve karsinojenik etkilerinin oldugu bilinen bilesiklerdir (Murkovic, 2007; Giiven,
2009).

HCA’lar Ozellikle tavada kizartma ve mangal gibi evde pisirme yontemleri
kullanilarak pisirilmis et tiriinlerinin yani sira fast food ve restoranlarda pisirilmis etlerde de
belirlenmistir. Giinlimiizde bu yontemlerle pisirilmis gidalarda 20’den fazla mutajenik veya
kanserojenik HCA belirlenerek tanimlanmistir (Hwang and Ngadi, 2002; Skog, 2002).
HCA’lar genelde 200-300°C’de erime 6zelligine sahip dayanikl bilesiklerdir (Grivas, 2000).



Pigsmis et {rlinlerinde en g¢ok belirlenen HCA’lar 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-
flkinokzalin(MelQx), 2-amino-3,4,8- trimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin (4,8-DiMelQx) ve 2-
amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin (PhIP)’dir (Cicek ve Bulgan, 2013).

Gidalarda bulunan HCA’lar, halka yapilarinda bir veya daha fazla azot igeren c¢ok
halkali aromatik yapiya sahip bilesikler olarak bilinmektedir. Bu bilesikler ekzosiklik amino
grubu igermektedir. Bu bilesiklerden bazilar1 karakteristik UV absorpsiyonuna ve yiiksek
ekstinksiyon katsayisina, bazilar1 ise fluoresans ozellige sahip bilesiklerdir (Kataoka and
Kjima, 1997; Skog, 2004).

Heterosiklik aminler kompleks ornek matrikslerinde ve diisiik diizeylerde (ppb)
bulunduklarindan, bu bilesiklerin belirlenebilmesi i¢in etkin bir saflastirma islemine ve
duyarls, secici bir analitik yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozdestan et al. (2014) tarafindan
gelistirilen ekstraksiyon ve saflagtirma yonteminin mevcut diger yontemlere kiyasla daha
dogru sonug verdigi belirtilmistir. Heterosiklik aminlerin belirlenebilmesi i¢in genellikle zit-
faz yiiksek performans sivi kromatografisi farkli tipte dedektorler (DAD, fluoresans dedektor,
elektrokimyasal dedektor veya kiitle spektrometresi) ile birlikte kullanilabildigi belirtilmistir
(Oz and Kaya, 2011; Keskekoglu ve Uren, 2014; Ozdestan et al., 2014).

HCA analizlerinde, HCA’larin pismis gidalarda ng/g gibi ¢ok diisiik miktarlarda
bulunmasi, gida matrisinin kompleks olmasi ve analizde ekstraksiyon, saflagtirma ve
konsantrasyon gibi pek c¢ok izolasyon basamagma ihtiya¢ duyulmasi dogru tespiti
zorlagtirmaktadir. Bunlarin yanisira HCA analiz yontemleri genel olarak maliyeti yiiksek ve

uzun stiren analizlerdir (Meester, 1998; Sahar et al., 2010).

Heterosiklik aminler yapilarinda konjuge cift bag igerdiklerinden fluoresans 6zellik
gosteren bilesiklerdir. HCA’larin bu o6zellikleri HPLC analizlerinde tespit edilmelerinde
kullanilmaktadir. Heterosiklik aminlerin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri
HPLC-fluoresans tespit yontemleridir. HPLC-fluoresans yontemi daha yiiksek segicilik ve
hassaslik saglamaktadir (Sahar et al., 2010).



Literatiirler incelendiginde iilkemizde HCA ile ilgili calisma igerigi ve sayisi ¢ok
smirhidir. Ulkemizde farkli geleneksel et pisirme ydntemlerinin fazla olmasi ve yiiksek 1sil
islemin uygulandig1 diisiiniildiigiinde fazla oranda HCA olusumu beklenmektedir. Bu beklenti
g6z Oniine alindiginda toplumun yogun olarak kullandig et {irtinleri ve pisirme sartlarinda
olusan HCA igeriginin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Tiim diinyada arastirmacilar son
zamanlarda, heterosiklik aminlerin (HCA) olusumlari, farkli gida iiriinlerinde ortaya
¢ikmalari, maruz kalma seviyeleri, biyoyararliliklari, biyokullanilirliklar1 ve kanserojen
olmalar1 gibi ¢esitli yoOnleri tizerinde c¢alismakla mesguldiirler ve insanlarda kanser
gelisimindeki 6nemini saptamaya ¢alismaktadirlar. Tez ¢alismamizin amaci piyasada satilan
10 farkli sucuk Orneginin farkli pisirme kosullarinda HCA c¢esit ve miktarlarinin
belirlenmesidir. Tez ¢alismasinda sucuk 6rneklerinde HCA gesit ve miktarlar1 belirlenirken
HPLC analizi sonucunda elde edilen piklerden faydalanilmistir. Bunun i¢in IQ, MelQx ve
4,8-DiMelQx bilesikleri DAD dedektérde, PhIP, norharman ve harman bilesikleri ise
fluoresans dedektorde tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Sucuk ve Kimyasal Bilesimi

Biiyiikbas ve kiigliikbag hayvan etlerinin ve yaglarinin kiyilarak lezzet vericiler ile
karistirildiktan sonra dogal veya yapay kiliflara doldurularak belirli kosullarda fermentasyon
ve kurutma islemleri uygulanarak nem orani %40 ve altina diisiiriilmiis, kesit yiizeyi mozaik

goriiniimiinde olan 1s1l islem uygulanmamis fermente et iiriiniidiir (Anon., 2012).

Fermente bir et {iriinii olan sucuk; kiyilmis et ve yagin, tuz, nitrat ve/veya nitrit, seker,
cesitli baharat ve/veya starter kiiltlirler katilarak, karistirilmasi ile elde edilen hamurun, dogal
veya sentetik kiliflara doldurulmasi, daha sonra fermantasyona ve kurumaya maruz
birakilmasi ile tretilmektedir (Hugas and Monfort, 1997; Soyer, 2002). Cizelge 2.1’de

sucugun kimyasal bilesimi verilmektedir (Anon., 2002).

Cizelge 2.1. Sucugun kimyasal bilesimi (Anon., 2002)

Bilesenler Bilesim (%)
Nem miktart En ¢ok %40
Tuz miktar1 En ¢ok %5
Ph 4,7-5,4

Yag miktari En ¢ok %35

Protein miktari En az %22




2.2. Heterosiklik Aminlerin Olusumu

HCA’lar et ve balik gibi proteince zengin gidalarin yiiksek sicaklikta (>150 °C)
pisirilmesi esnasinda, kreatin, seker, aminoasitler ve diger kas dokusu bilesenleri arasindaki

reaksiyonlar sonucu ppb diizeyinde olusan bilesiklerdir (Keskekoglu ve Uren, 2014).

HCA’larin bazi onciil maddeleri, kreatin/kreatinin ve aminoasitler gibi bilesikler,
sekerler, peptidler ve proteinlerdir (Oz ve Kaya, 2007). Indirgen sekerler ile peptid, aminoasit
veya aminlerin birlikte bulunmasi halinde 6zellikle yiiksek sicakliklarda, olusan Maillard
reaksiyonu AIA (Aminoimidazoazoaren)’larin ve aminokarbolinlerin olusumu igin onemli
bilesiklerdir (Jagerstad et al.,, 1998). Sekil 2.1’de heterosiklik aminlerin olusumu

gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. imidazokinokzalinler (1Qx) ve imidazokinolinlerin (1Q) olusumu (Felton et al., 2000)



Glintimiize kadar 20’den fazla HCA tanimlanmistir ve pismis ette ve balikta en yaygin
bulunan bilesikler; PhIP (2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin) ve MelQx (2-amino-
3,8-dimetilimidazo [4,5- f]kinokzalin)’dir (Kataoka and Kijima 1997; Keating et al., 1999).

Felton et al. (1986)’nin yaptig1 bir ¢alismada 1s1l islem gormiis gidalarda en 6nemli
grubu olusturan AIA’lar, IQ (2- amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin) ve MelQ (2-amino-3,4-
dimetilimidazo[4,5- f]kinolin) da oldugu gibi ya bir kinolin veya MelQx ve 4,8-DiMelQx (2-
amino-3,4,8- trimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin)’de oldugu gibi kinokzalin ya da PhIP’de
oldugu gibi bir piridin halkasi ile birlesmis imidazo grubuna sahiptir. Ayrica bu bilesikler
imidazo halkasindaki azotlarin birinin iizerinde, bir metil grubuna ve imidazo halkasina bagh

bir veya daha fazla aromatik halkaya sahiptir.

IQ tipi bilesikler veya termik HCA’lar olarak adlandirilan AIA’lar gidalarin 150-
300°C gibi yiiksek sicakliklarda pisirilmesi sirasinda serbest aminoasitler, kreatin veya
kreatinin ve heksozlar arasindaki reaksiyonlardan dolayr olusmaktadir. Bu smifa ait
bilesiklerin sayist halen artis gostermektedir. Glu-P-1 (2-amino-6-metil dipirido[1,2-a:31,21-
d]imidazol), Glu-P-2 (2amino dipirido[1,2-a:31,21-d]imidazol), Phe-P-1 (2-amino-5-
fenilpiridin), Trp-P-1 (3- amino-1,4-dimetil-5Hpirido[4,3-b]indol), Trp-P-2 (3-amino-1-metil-
5H- pirido[4,3-b]indol), AaC (2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol) ve MeAaC (2-amino-3- metil-
9H pirido[2,3-b]indol) gibi aminokarbolinler ise 300°C’nin {izerindeki yiiksek sicakliklarda
olusmaktadir (Toribio et al., 2002; Kizil ve Besler, 2012). Sekil 2.2.’de pisirilmis gidalarda

bulundugu tespit edilen heterosiklik aminlerin yapilar1 gériilmektedir (Pais and Knize, 2000).
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Sekil 2.2. Pisirilmis gidalarda bulundugu tespit edilen HCA’larin yapilar1 (Pais and Knize, 2000)

Maillard reaksiyonu etlerin kizartilmasi ve rosto yapilmasi sirasinda istenilen yiizey
esmerlesmesini saglamast agisindan olduk¢a 6nemlidir. Pismis ette HCA igeriginin iki
indikatorii etin esmerlesme derecesi ve i¢ sicakligi olarak belirtilmistir. Bu hipotez model
sistemlerde incelenmistir ve bulunan sonuglar daha sonra et ile yapilan g¢alismalarda

dogrulanmistir (Canli, 2012).

2.3. HCA’larin Kimyasal Yapilar:

2.3.1. HCA’larin siiflandirilmasi

HCA’lar olusum mekanizmalarina gore iki ana kimyasal sinifa ayrilmaktadirlar.
Bunlardan birincisi aminoimidazoazoarenler (AlA) ve ikincisi ise aminokarbolinlerdir (Kizil
ve Besler, 2012).



2.3.1.1. Aminoimidazoazoarenler

Isil islem gormiis gidalarda en 6nemli grubu olusturmaktadirlar, IQ tipi bilesikler veya
termik HCA’lar olarak da adlandirilmaktadirlar ve gidalarin, normal ev tipi pisirme
sicakliklarinda (150-300°C) pisirilmesi sirasinda serbest aminoasitler, kreatin/kreatinin ve
heksozlar arasindaki reaksiyonlarla olusmaktadirlar. Bu gruba giren baglica HCA’lar 1Q,
MelQ, MelQx, 4,8-DiMelQx, ve PhIP bilesikleridir (Persson et al., 2003; Kizil ve Besler,
2012).

2.3.1.2. Aminokarbolinler

300°C’nin iizerindeki yiliksek sicakliklarda proteinler ve aminoasitlerin pirolizi sonucu
olusmaktadir (Toribio et al., 2002). Bu yiizden pirolitik HCA’lar olarak da bilinmektedir. Bu
gruba giren baslica HCA’lar ise Glu-P-1, Glu-P-2, Phe-P-1, Trp-P-1, Trp-P-2, AaC ve
MeAaC’dir. Baska bir smiflandirma ise HCA’larin  kanserojen Ozelliklerine gore
belirlenmistir. Bu siniflandirmada uluslararas1 kanser arastirmalar1 ajansi heterosiklik
aminlerin bir kismin1 kuvvetle muhtemel (possible) kanserojen (2B sinifi: MelQ, 8-MelQX,
PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2 ) ve bir tanesini de muhtemel (probable) kanserojen
(2A sinifi: IQ) olarak siniflandirmigtir. Bunun yanisira yapilan bir¢ok epidomiyolojik ¢aligma,
et tiiketimi ile kolon kanseri arasinda bir iligski oldugunu gdstermistir ve heterosiklik aminler

bu iliskiden sorumlu bilesik olarak goriilmektedir (Sun et al., 2010; Kizil ve Besler, 2012 ).

Gidalarda bulunan heterosiklik aminlerin hepsi bir ekzosiklik amino grubu igeren,
karakteristtk UV spektrumuna ve yliksek ekstinksiyon katsayisina, bazilar1 ise fluoresans
ozellige sahip bilesiklerdir (Oz ve Kaya, 2006). HCA’lar kimyasal 6zelliklerine gére bazen
polar (AIA’ler, Glu-P-1 ve Glu-P-2) ve apolar olarak da siniflandirilabilmektedir (Fay et al.,
1997).

Glinlimiize kadar 20°den fazla heterosiklik amin farkli gida gruplarinda tanimlanmis ve
kimyasal yapilar1 belirlenmistir (Toribio et al., 2002). Cizelge 2.2’de aminoimidazoazaarenler

ve aminokarbolinler grubunda bulunan HCAlar gésterilmistir (Oz ve Kaya, 2006).



Cizelge 2.2. Amino-imidazo azaarenler ve aminokarbolinler grubunda bulunan HCA’lar (Oz ve Kaya, 2006).

Aminokarbolinler

Kimyasal Ismi ve Smifi Kisaltmasi Molekiiler Molekiil
Formiilii Agirhg
2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol AaC C11HgN3 183
2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol MeAaC CioH11N3 197
1-metil-9H-pirido[4,3-b]indol Harman 182
9H-pirido[4,3-b]indo Norharman C1o2H11N3
3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-1 Ci3H13N3 211
3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-2 C12H11N3 197
2-amino-6-metildipirido[1,2-a:31,21-d]imidazol Glu-P-1 C11H10N4 198
2-aminodipirido[1,2-a:31,21-d]imidazol Glu-P-2 C1oHsN4 184
3,4-cyclopentenopirido[3,2-a]karbazol Lys-P-1 Ci1sH14N> 258
2-amino-5-fenilpiridin Phe-P-1 Ci1H1oN> 170
4-amino-6-metil-1-H-2,5,10,10b- Orn-P-1 CizH11N2 237
tetraazafluoranten
4-amino-1,6-dimetil-2-metilamino- Cre-P-1
1H,6Hpirolo[3,4-f]benziimidazol-5,7-dion
Aminoimidazazoarenler
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin [@) C11H10Ny 198
2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinolin Me 1Q CioH1oNy 212
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinokzalin Igx C1oH9Ns 199
2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin Me Igx C11H11Ns 213
2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin 4.8-DiMelQx C12H13Ns 227
2-amino-3,7,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin 7,8- DiMelQx C12H13Ns 227
2-amino-3,4,7,8-tetrametilimidazo[4,5-f]kinokzalin  4,7,8-TriMelQx Ci3H15Ns 241
2-amino-4-hidroksimetil-3,8-dimetilimidazo[4,5- MelQx
flkinokzalin
2-amino-1,7,9-trimetilimidazo[4,5-g]kinokzalin 7-9-DiMelgQx
2-amino-1,6-dimetil imidazo[4,5-b]piridin 1,6DMIP CgH1gN4 162
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b] piridin PhIP Ci3H12Ny 224
2-amino-1-metil-66-(4-hidroksifenil)- 41-OH-PhIP
imidazo[4,5b]piridin
2-amino-1,5,6 trimetilimidazo[4,5-b]piridin 1,5,6-TMIP CoH12Ny4 176
2-amino-3,5,6 trimetilimidazo[4,5-b]piridin 3,5,6-TMIP
2-amino-1,6-dimetilfuro[3,2-e]imidazo[4,5-b] IFP

piridin
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2.3.2. HCA’larn olusum mekanizmalari

HCA'larin olusumunda Maillard reaksiyonunun onemli bir rol oynadigi One
stiriilmektedir. Birgok polar HCA'lar ¢ig ette bulunan kreatin/kreatinin, serbest aminoasitler
ve karbonhidrat oncii maddelerinin 1s1 ile reaksiyonu sonucunda olusmaktadir. Kreatinin,
molekiiliin imidazol halkasini saglarken geri kalan kismini da heksozlar ve aminoasitler
arasinda gergeklesen Strecker degredasyon iiriinleri meydana getirmektedir. Aldol
kondensasyonunun bu iki pargayr Strecker aldehiti (veya Schiff bazi) araciligiyla biraraya
getirdigi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla ortamda kreatin/kreatinin bulunmadigi durumda IQ ve
IQx formunda HCA olusmast miimkiin degildir. Cogunlukla polar olmayan HCA'lar
300°C'nin tizerindeki yiiksek sicakliklarda, aminoasitlerin pirolizi sonucu olusmaktadir.
Ancak harman, norharman, ve Trp-P-1 disiik pisirme sicakliklarinda olusabilmektedir. Polar
HCA'larin (IQ, MelQ, MelQx, PhIP) evdeki pisirme islemlerinde, 100-225°C gibi normal

pisirme sicakliklarinda olustuklari gézlenmistir (Giiven, 2009).

Esmerlesme reaksiyonunun bazi asamalarinda, pirazinler, kinoksinler ve prido[3,4-d]
imidazoller olusmaktadir ve bunlar heterosiklik amin (HCA) olusumunda yer almaktadirlar
(Morita et al., 1990; Gi et al., 1994).

HCA olusum mekanizmasi su sekilde gerceklestirilmektedir; pisirme esnasinda HCA
onciil maddeleri et yilizeyine dogru ilerler ve et ylizeyinde kritik sicakliga yiikseldiginde et
dehidre olmaya baslar, daha sonra da ¢esitli kondensasyon reaksiyonlart sonucunda, HCA’lar
olusmaktadir. Bunlar arasinda da gidalarda en ¢ok 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-
flkuinoksalin (MelQx), 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b]pridin (PhIP), 2-amino-3,4,8-
trimetilimidazo[4,5-f]lkuinoksalin  (4,8-DiMelQx), 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kuinolin
(IQ) ve  2-amino-9H-prido[2,3-b]indol=2-amino-a-karbolin ~ (AaC)’in  bulundugu
belirlenmistir. Bunun yanisira MelQx, 4,8-DiMelQx ve PhIP’nin pisirilmis etlerde en ¢ok
rastlanan HCA’lar arasinda yer aldig1 belirtilmistir (Keating et al., 1999).

HCA’ler DNA’nin yapisin1 bozmadan dnce P 450 enzimi ile N-oksidasyona, ardindan
da N-asetiltransferaz-2 enzimi tarafindan O-esterifikasyona maruz birakilmakta ve aktivasyon
kazanarak kansere neden olmaktadir (Ekici vd., 2012). Etin pisirilmesi sirasinda ortaya ¢ikan
HCA’lerin viicutta ugradig: aktivasyon Sekil 2.3’de gosterilmistir (Wogan et al., 2004).
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Sekil 2.3. HCA’larin metabolize olmasi ile kanserin ortaya ¢ikmasinin sematik gosterimi (Wogan et
al., 2004)

2.4. HCA’larin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Yapilan ¢aligmalara gore; kas etlerinde dogal olarak bulunan kreatin, aminoasit, seker,
aldehitler heterosiklik aminlerin olusumunda 6nciil madde olarak yer almaktadirlar (Cheng et

al., 2006).

Etlerin yiiksek sicaklikta pisirilmesi sirasinda Maillard reaksiyonu ve serbest
radikallerin olusmasinin HCA’larin olusumunda 6nemli bir etken oldugu bilinmektedir.
HCA’larn ¢esitliligi ve konsantrasyonlarinin; etin bilesimi (pH, su aktivitesi, karbonhidratlar,
serbest aminoasitler, kreatin, 1s1 ve kiitle transferi, yaglar, yag oksidasyonu ve antioksidanlar)
yaninda uygulanan pisirme kosullarina (sicaklik, siire, pisme yogunlugu ve pisirme yontemi)

bagli oldugu belirtilmektedir (Oz ve Kaya, 2007; Keskekoglu and Uren, 2013).
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2.4.1. Pisirme sicakhg ve siiresi

Pisirme sicakligt ve siiresinin, HCA’larin olusumu ve miktarlar1 iizerine, gida
riinlerinin su igerigi veya kreatin, sekerler ve serbest aminoasitler gibi onciil bilesiklerin

varligindan daha 6nemli etkilerinin oldugu belirtilmektedir (Bordas et al., 2004).

Pigirme siiresinin AIA’larin olusumuna pisirme sicakligi kadar énemli bir etkisinin
olmadig belirtilmektedir. Pisirme sicakliginin en 6nemli parametre oldugu belirtilmektedir

(Lan et al., 2004).

Mutajen bilesiklerin et ve model sistemlerinde 150 °C ve iizerindeki sicakliklarda
olusmaya basladig1 belirlenmistir. AIA’larin konsantrasyonlarinin genellikle 1s1l islem
sicakligr ile arttigr tespit edilmistir. AIA’larin olugmalarindan 6nce bir lag fazina sahip
olduklar1 ve bu lag fazinin et ve et iiriinlerinin yiizeyinin 100-150 °C’ye ulagmasi i¢in gerekli
siire ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica 100 — 150 °C sicakliklarda uzun siiren 1s1l
isleme maruz kalmas1 sonrasinda sadece iz miktarlarda HCA olustugu belirlenmistir (Jackson

and Hargraves, 1995).

2.4.2. Kreatin icerigi

Sigir, domuz, tavuk ve balik etleri gibi proteince zengin gidalarin normal pisirme
sicakliklarinda mutajenik bilesikler olusturdugu fakat peynir, fasulye, karides ve sakatat gibi
proteince zengin diger gidalarin ihmal edilebilir seviyede mutajenik aktivite icerdigi
belitilmektedir. Mutajen olusumundaki bu farkin gidalarin kreatin iceriginden kaynaklandig
belirtilmektedir. Karaciger ve bobrek gibi sakatatlarin, ihmal edilebilecek kadar diisiik
seviyede kreatin igerdikleri i¢in kizartma sonrasinda Onemli derecede mutajen
olugturmadiklari belirtilmektedir. Bu nedenle pisirme oncesi kreatin ve suda eriyebilen 6nciil
bilesiklerin uzaklastirilmas1 mutajenik aktiviteyi azaltmak agisindan 6nem arz etmektedir

(Felton and Knize, 1991).

Felton et al. (1994)’iin yaptig1 bir ¢alismada kas dokusu igeren gidalarin, pisirme
boyunca serbest aminoasitler ve sekerler ile reaksiyona girebilen kreatin ve kreatinin igerdigi
belirtilmektedir. Kreatin, sadece omurgali hayvanlarda kreatin fosfat formunda

bulunmaktadir. Bu bilesik enerji metabolizmasi igin gerekli olup, hayvan kesimininden sonra
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24 saat icinde serbest kreatine doniismektedir. Genellikle, kaslar % 0,4 oraninda kreatin
icermektedirler. Etin mutajenik aktivitesinin temelinde kreatin bulunmaktadir. Isil iglem

boyunca kreatin, AlA’larin imidazo kismini olusturan kreatinine déniismektedir.

Yiiksek isleme sicakliklarinin kreatin miktarinda hizli bir sekilde azalisa, kreatinin
miktarinda ise hizli bir artisa neden oldugu belirlenmistir. Bu doniisiimiin biiyiik kisminin 1s1l

islemin ilk 40 dakikasindan itibaren olustugu belirtilmistir (Jackson and Hargraves, 1995).
2.4.3. Yag icerigi

Yaglar, et yiizeyinde yiiksek sicakliga neden olan etkili bir 1s1 transfer ajani olarak
bilinmektedir. Ayrica 1sinin et igerisinde daha etkili bir sekilde taginmasinda rol almaktadirlar.
Lipid peroksidasyonu ve termal degradasyon boyunca bir takim alkoller, aldehitler, ketonlar,
organik asitler ve hatta N-heterosiklikler olugabilmektedir. Ayrica serbest radikaller de lipid
peroksidasyonu siiresince olusmakta ve bazi Maillard reaksiyonu iriinlerinde artisa neden
olabilmektedir. Serbest radikallerin HCA’larin olusumuna neden oldugu bildirilmektedir
(Milic et al., 1993).

Johansson and Jégerstad (1993)’in yaptig1 bir calismada HCA’larin olusumu {izerine
demirin etkili oldugu belirlenmistir. Kreatin, glisin ve glukoz igeren model sisteme demir
(Fe?* ve Fe*") ilavesinin 1Qx, MelQx ve 4,8-DiMelQx olusumunu yaklasik iki kat artirdigini
belirlemislerdir. Demirin diisiik sicakliklarda yag oksidasyonunda iyi bir katalizér oldugu
bilinmektedir ve demirin neden oldugu MelQx olusumundaki artisin demir tarafindan katalize
olan yag oksidasyonu yoluyla olusan serbest radikaller nedeniyle gergeklesebilecegi
belirtilmistir. Ayrica yaglarin HCA’lar tizerine artirici etkilerinin 1sil islemin neden oldugu
yag oksidasyonu ile olusan serbest radikallere bagli olabilecegi belirtilmistir. Bununla birlikte,
serbest radikallerin etkilerinin arastirilmasi i¢in kurulmus bir model sistemde yag oksidasyon

derecesinin MelQx olusumunu etkilemedigi belirtilmistir (Diindar, 2011).
2.4.4. Antioksidan igerigi
Vitaglione and Foglian (2004)’iin yaptig1 bir ¢alismada gidalarin, mutajenik aktivite

ve HCA olusumunu artirict veya azaltict etki gosteren indoller, metaller, antioksidanlar ve

gida katkilart gibi farkl bilesikleri icerdigini belirtmislerdir. HCA’larin olusumunda radikal
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reaksiyonlarin onemli rol aldigi anlasildigindan beri, antioksidanlarin model sistemler,
kizartilmig et ve baliklardaki HCA’larin miktarini azaltmasi gerektigi diisiiniilmiistiir. Tek bir
antioksidanin veya antioksidanlarin kompleks karisimlarinin  HCA’lar1 inhibe ettigi
belirlenmistir. Bu etki, muhtemelen antioksidanlarin, HCA’larin olusumlarinin farkh

asamalarina dahil olmasi ile agiklanmaktadir.

Murkovic et al. (1998)’in yaptig1 bir ¢alismada antioksidan baharatin, kizartilmis
etteki HCA miktarimi azaltabilecegi belirtilmistir. Arastirmacilar sigir etine kizartmadan 6nce
toz halde muamele ettikleri ve 24 saat beklettikleri biberiye, kekik, adacayr ve sarimsagin
kontrol grubuna gore HCA igerigini %60 oraninda diistirdiigiinii belirtmislerdir. Kekigin, 1Q,
MelQ, 4,8-DiMelQx, MelQx ve PhIP bilesiklerinde %61-100, sarimsagin %32—78 biberiye
ve adagayinin ise sirasiyla %38-75 ve %40-100 azalma gosterdigini belirlemislerdir (Diindar,
2011).

2.4.5. Aminoasit icerigi

Et ve et iirlinlerinin pisirilmesi sirasinda toplam aminoasit miktar1 ylikselen sicaklikla
birlikte azalmaktadir. Bazi aminoasitlerin (glutamik asit, izoldsin, tirozin, treonin, serin,
fenilalanin) yikima ugramasi veya glukoz ile reaksiyona girmesi sonucunda HCA olusumuna

neden oldugu belirtilmistir (Liao et al., 2009).

Farkli aminoasitlerin kreatinin ve glukoz ile 130° C’de 2 saat boyunca 1s1l isleme tabi
tutulmasi ile farkli seviyelerde mutajenik aktivite olusturulmasi saglanmistir. Mutajenik
aktivitenin farkli aminoasitler i¢in farkli diizeylerde oldugu ve en yiiksek mutajenik

aktivitenin sirasiyla treonin, glisin ve lisinde oldugu belirlenmistir (Jagerstad et al., 1983).

2.4.6. Su icerigi

Skog et al. (1998)’in yapmis oldugu bir ¢alismada etin yapisindaki suyun, suda
¢Oziinen Oncli maddelerin etin yiizeyine transferini saglamasi sebebiyle HCA olusumunda
etkisi oldugunu belirtmislerdir. Kiyilmis ette doku pargalandigi i¢in agiga ¢ikan su miktarinin
fazla oldugunu ve bu sebeple formiilasyona suyu baglayici maddeler (tuz, soya proteini,

kazein, nisasta) katilmasinin HCA olusumunu azaltici etki gosterdigini belirtmislerdir.
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Et ve/veya et irlinlerinin su igeriginin 1s1l islem sonucu olusabilecek HCA’larin
miktarini azaltabilecegi belirtilmistir. Bratwurst ad1 verilen yiiksek su igerigine sahip bir sosis
tiirlinde diger et tirlinlerine nazaran daha diisiik seviyede HCA olusumu tespit edilmis ve bu

durum iirliniin yliksek su igerigi ile agiklanmistir (Basira, 1998).
2.4.7. Pisirme metodu

Skog et al. (1997)’nin yaptig1 bir ¢alisma da HCA olusumunun pisirme sicakliginin
diisiik ve sabit tutulmasi ve aym1 zamanda kizartma sirasinda ani sicaklik yiikselmelerinden
kaginilmas1 durumunda HCA'’larin azaltilabilecegini belirtmislerdir. Izgara yapilmis etlerin
mutajenik aktivitesinin pisirme boyunca ulasilan yiizey sicakligi ile oldugu ve et dogrudan
ates lizerinde pisirildiginde tavada kizartmaya kiyasla ¢ok daha hizli bir sekilde mutajenler
olustugunu belirtmislerdir. Firinda rosto isleminin tavada kizartmadan daha az HCA

olusturdugunu bildirilmislerdir.
2.4.8. Gida katki maddeleri

Etin yapisindaki suyun, suda c¢oziinen Oncii maddelerin etin yiizeyine transferini
saglamas1 sebebiyle HCA olusumunda etkisi oldugu belirtilmektedir. Kiyilmis ette doku
parcalandig1 i¢in agiga c¢ikan su miktar1 fazladir. Bu sebeple formiilasyona suyu baglayici
maddeler (tuz, soya proteini, kazein, nisasta) katilmast HCA olusumunu azaltici etki
gostermektedir. Askorbik asit, bisiilfit, nitrit, vitamin E katilmasi kizartma sirasinda olusan
IQ, MelQx ve 4,8-DiMelQx olusumunu 6nlemektedir. Indirgen ajanlarin énleyici etkisinin

selat ajanlariin 6nleyici etkisinden daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Skog et al., 1998).
2.5. Heterosiklik Aminlerin insan Sagh@ Uzerine Etkisi

HCA’larin mutajenitelerinin belirlenmesinde 1975’1 yillarda tanimlanmig olan
Ames/Salmonella testi kullanilmaktadir. Pigsmis et 6rneklerindeki mutajenik yapilar ile HCA
aktiviteleri karsilastirildiginda birgok oOrnekteki mutejenik aktivitenin kaynagi tam olarak
aciklanamamistir. Ag¢ik alev ortaminda pisirilen etlerde olusan HCA’lar haricinde diger
bilesiklerin de arastirilmasi gerekmektedir. Bir¢ok epidemiyolojik ¢alismada giinliik et alimi
ile kanser arasinda bir iliski oldugu bildirilmis olmasina ragmen kanser olusumunun etlerle

alman HCA’larla baglanti kurmanin zor oldugu bildirilmistir. Isil islem gormiis et ve et
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iriinlerinde olusan nitrozamin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAHSs), akrilamid
bilesikleri ile kisinin yiliksek oranlarda yag ve tuz alimi, fiziksel aktivite ve diger biitlin

faktorlerin goz ontlinde bulundurulmasi gerekmektedir (Keskekoglu, 2012).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC) MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC,
Trp-P-1, Trp-P-2 ve Glu-P-1'yi grup “2B” yani insanda kanserojenik etki yapma olasiligi
bulunan bilesikler grubuna, 1Q'da grup “2A” daha diisiik olasilikli kanserojen riski grubuna
koyuldugunu bildirmistir. MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2 ve Glu-P-1
mutajen etki gosteren HCA bilesikleridir. Harman ve norharman ise ko-mutojendir ve Trp-P-
1, Trp-P-2'nin etkisini arttirmaktadir (Skog et al.,1998; Toribio et al., 2007).

Evde pisirilmis etlerde bulunan ve 2B grubunda yer alan PhIP ve MelQx’in mutajenik
etkisinin iriiniin toplam mutajenik etkisinin yaklasik %90’1 oraninda oldugu belirtilmektedir

(Pfau et al., 2006).

HCA'lar Salmonella typhimurium'da yiiksek mutajenik etki gostermektedir. Memeli
hiicreleri i¢in in-vivo ve in-vitro olarak mutajen 6zellik gostermektedir. HCA igeren bir
diyetle beslenen kemirgenlerde kolon, gogiis ve prostat kanseri belirtileri gozlenmistir.
Bugiine kadar tespit edilen HCA'larin 10 tanesinin kemirgenlerde kanserojen ozellikte etki
gosterildigi bildirilmistir (Murkovic, 2004).

Epidemiyolojik calismalarin yaklasik %70’inde kolon, gogiis ve mide kanserleri ile
HCA’lar arasinda 6nemli bir iliski oldugu belirlenmistir. Ancak epidemiyolojik ¢aligmalarin
sonuglart birbirini tam olarak dogrulayamamaktadir. Ancak HCA ile kanser iligkisi hala

sorgulanmaya devam etmektedir (Ekici vd., 2012).

2.6. Heterosiklik Aminleri Tespit Metotlari

Heterosiklik aminler kompleks ornek matrikslerinde ve diistik diizeylerde (ng/g)
diizeyinde bulunduklarindan, bu bilesiklerin belirlenebilmesi i¢in etkin bir saflagtirma
basamagina ve duyarli, secici bir analitik yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla c¢ok
sayida ekstraksiyon ve saflagtirma yontemi belirlenmistir. Sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE), kati
faz ekstraksiyonu (SPE), kati faz mikro ekstraksiyon (SPME) veya immunoaffinite

saflagtirma yontemlerinden biri 6rnek hazirlama asamasinda kullanilmaktadir. Heterosiklik
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aminlerin belirlenebilmesi i¢in genellikle zit-faz yiiksek performans sivi kromatografisi ile
beraber DAD, fluoresans dedektor, elektrokimyasal dedektdr veya kiitle spektrometresi
kullanilmaktadir (Oz ve Kaya, 2006).

S1v1 kromatografisi (LC), son yillarda ekstraksiyon, saflastirma ve uygun ¢ozgende
coziildiikten sonra HCA’larin belirlenmesinde kullanilan kromatografik bir yontemdir. Bazi
HCA’larin tanimlanmasinda LC ile birlikte DAD kullanilirken, bazilarinda (nonpolar HCAs
ve PhIP) ise daha hassas olan fluoresans dedektorler kullanilmaktadir. Bu dedektorler daha
basit kimyasal model sistemlerde dogru sonuglar vermektedir. Bu iki dedekt6r yanisira
kompleks 6rnek matrikslerinde daha segici ve duyarli olan elektrokimyasal dedektorler (ECD)

ve kiitle spektrometreleri (MS) de kullanilmaktadir (Cheng et al., 2006).

Sanz Alagjos et al. (2008)’in yaptigi bir ¢alismada HCA’larin kromatografik analizi
oncesindeki en Onemli islem basamaginin s6z konusu bilesenlerin etkin bir sekilde
ekstraksiyon agsamasi oldugunu belirtilmislerdir. Gidalarin kompleks yapisi, HCA’larin
genelde iz miktarda (ng/g seviyesinde) bulunmalar1 ve ayn1 zamanda kromotogramda benzer
alikonma siirelerinde HCA bilesiklerinin yanisira farkli bilesenlerin pikleri de elde edilmistir.

Bu nedenlerden dolay1 ekstraksiyon agamalarinin 6nemini arttirdigini belirtmiglerdir.

Panize and Knize (2000)’in yaptigi bir ¢alismada ise, 1sil islem goérmiis et ve et
tirtinlerinde olusan HCA’larin tespiti i¢in 1980’lerden giinlimiize kadar bir¢ok bilim adami
tarafindan, farkli kromatografik yontemler kullanildigi belirtilmistir. Gidalarin kompleks
yapisi, HCA’larin diisiik miktarlarda olusumu ve HCA’larin izolasyonunun zor olmasi
nedeniyle kromatografik agidan etkin ve verimli ekstraksiyon, saflastirma ve tespit
yontemlerinin gelistirildigini belirtmislerdir. Diinya genelinde HCA’larin tespiti konusunda

yapilan birgok literatiir caligmasinda ise siklikla, HPLC ve DAD kullanildigini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Denemelerde kullanilan drnekler piyasada bulunan 10 farkli firmaya ait dana etine ait
fermente sucuk ornekleridir. Denemeler ve paraleller arasinda uyum saglamak amaciyla sucuk
ornekleri analize alinincaya kadar -18 °C’de saklanmistir. Orneklerin hepsi raf émriiniin
basindadir. Sucuk 6rnekleri 3 mm olacak sekilde dilimlenmistir. Sucuk Ornekleri elektrikli
ocakta orta derecede, yagsiz tavada (tam orta 3 kosesinde, iki yiiziide) pisirme yontemi ile az
(90 saniye)-orta (180 saniye)-¢ok (300 saniye) pismis olacak sekilde pisirilmistir. Az-orta-gok

pismis sucuklarin merkez sicakliklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.1).

3.1.1. Kullamlan kimyasallar

Kullanilan biitiin kimyasallar ve solventler analitik saflikta veya HPLC safliktadir.
Ultra saf su (Human marka saf su ile elde edilen) kullanilmistir. Mobil faz hazirlanirken

kullanilan biitiin soliisyonlar kullanilmadan 6nce mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir.

Standart olarak kullanilan HCA’lar: 2-amino-3-methyl-3H-imidazo[4,5-f]quinoline
(1Q), 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline (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 b]indole (norharman) Sigma (Switzerland)
markalar1 kullanilmistir. Kat1 faz ekstraksiyonu i¢in Oasis MCX kartus (3 ml/60 mg, 30 pm)
Waters (Ireland) ve Bond Elute C;g kartus (3 ml/100 mg) Agilent (USA) galisilmistir.

Methanol HPLC saflikta, asetonitril, asetik asit, amonyak (25%, w/w), hidroklorik asit

(HCI) (%37, w/w), amonyum asetat Merck marka kullanilmustir.
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3.1.2.Kullanilan cihazlar

Kromatografik ayrim i¢in Agilent 1200 HPLC cihazi (Santa Clara, USA), kolon olarak
BDS HYPERSIL Cig (150 x 4,6 mm, 5 um, Thermo Scientific) kullanilmistir. Dedektor
olarak diode array dedektor (DAD) ve fluoresans dedektor kullanilmastir.

Mobil faz pH ayarlamasinda Hanna HI-221 pH metre kullanilmistir.

Coziiniir protein tayininde Cary 50 UV-visible (Varian) spektrofotometre

kullanilmuastir.
Protein tayininde LECO FP-528 Dumas protein cihazi kullanilmistir.
Tavada pisirme 15 cm orta boy tava kullanilarak gergeklestirilmistir.

Pisirme sirasinda Protek 506 Digital Multimeter ile sucuklarin merkez sicakligi

Olciilmiistiir.
HCA analizinde IEC CL31 - CL31R Multispeed modeli santrifiij cihazi kullanilmustir.
Nem analizi i¢in Niive ES500 etiiv cthaz1 kullanilmustir.

3.2.Metot
3.2.1. Deneme deseni

Analizler piyasada bulunan 10 farkli firmaya ait fermente sucuk (dana eti) 6rnekleri
temin edilerek yapilmistir. Sucuk 6rnekleri tavada pisirme yontemi ile az (90 saniye)-orta
(180 saniye)-¢ok (300 saniye) pismis olacak sekilde pisirilmistir ve Cizelge 3.1°deki gibi
deneme deseni olusturulmustur. Pisirme islemleri 2 tekrar, analizler 3 paralel olarak
gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. Deneme deseni

GERCEKLESTIRILEN ANALIZLER

* Pismis sucuk érnekleri *HCA analizi

*Coziinlr protein analizi

* Cig sucuk ornekleri *Nem icerigi ~ *Protein tayini
*Yag tayini *Kiil Analizi

*pH Analizi

3.2.2. HCA analizi

3.2.2.1. HCA standartlarimin hazirlanmasi

Oncelikle her bir HCA’dan 100 mg/L stok ¢ozeltiler metanolde hazirlanmistir. 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/L metanolde
standart cozeltiler hazirlanmis ve bunlara gore her bir HCA i¢in standart kalibrasyon

grafikleri olusturulmustur.

3.2.2.2.Sucuk orneklerinden HCA’larin ekstraksiyonu

Dort g sucuk 6rnegi 25 ml 0,2 M HCI ile homojenize edilip (Ika T25 Ultra-Turrax,
25000 devir/dk, Almanya) karisim 250 ml’lik erlene aktarilmistir. Erlene alinan karisimlar 1
saat slireyle ¢alkalama cihazinda (Daithan SHO-2D) c¢alkalandiktan sonra karistma 1 ml
Carrez 1 ilave edilip 2 dk c¢alkalanmis, ardindan 1 ml Carrez II ilave edilip 2 dk daha
calkalanmistir. Karistm Whatman (40) siizge¢ kdgidindan siiziildiikten sonra siiziintii iki esit
kisma ayrilmistir. Her iki porsiyon ayr1 ayri safsizliklardan kurtulmak i¢in Bond Elute Cig
SPE kartustan gecirilmistir. Bu amagla Cj;g kartuglar once 2 ml 0,1 M HCI ile
sartlandirilmistir. Cyg kartustan gecirilen ¢ozelti 2 ml 0,1 M HCI ile sartlandirilan OASIS
MCX kat1 faz ekstraksiyon kartusuna gonderilmistir. Bu kartusta tutulan HCA’lar 2 ml 0,1 M
HCI ve ardindan 2 ml metanol ile yitkanmis ve kartusta kalan ¢ozelti basingli hava ile

uzaklastirilmistir. Yikama sonrasinda kartusta tutulmus olan HCA’lar 3 ml metanol/NHs
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(%25) (19/1) gozeltisi ile tiiplere alinmistir. Tiiplerdeki ¢cozgen azot gazi altinda ugurulduktan
sonra kalint1 0,5 ml metanolde ¢oziilmiistiir. Cozelti 0,45 pm lik filtreden siiziildiikten sonra

HPLC cihazina enjekte edilmistir

3.2.2.3. Kromatografik kosullar

Dedektor olarak MelQx, 4,8-DiMelQx ve 1Q bilesikleri icin DAD dedektor, PhIP,
norharman ve harman igin ise fluoresans dedektoér kullanilmistir. Dalga boyu olarak MelQx
ve 4,8-DiMelQx 263 nm’de, 1Q ise 254 nm’de calisilmistir. Fluoresans dedektorde uyarma
dalga boyu 340 nm ve emisyon dalga boyu 370 nm olarak seg¢ilmistir. DAD dedektor ile
yapilan analizde hareketli faz olarak A: %25 lik NHjz ile pH’st 5,0’e ayarlanmis
metanol/asetonitril/su/asetik asit (8/14/76/2, v/v/v/v) ¢ozeltisi ve B: asetonitril kullanilmistir.
Uygulanan gradient programi Cizelge 3.2°de gosterildigi gibidir. Enjeksiyon miktar1 20 pl

olacak sekilde ayarlanmstir.

Cizelge 3.2. DAD dedektorde kullanmilan dereceli eliisyon programi

Zaman A Solventi (%) B solventi (%0) Akis hizi (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 Cizelge 3.3’deki gibi ayarlanmustir.

Enjeksiyon miktar1 15 pl olacak sekilde ayarlanmustir.
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Cizelge 3.3. Flouresans dedektorde kullanilan dereceli eliisyon programi

Zaman A Solventi (%) Akis hizi (ml/dk)
0-10 90-75 0,5
10-15 75-0 0,5
15-20 0 0,5
20-22 0-90 0,5
22-27 90 0,5

3.2.3. Diger analizler

3.2.3.1. Cozuniir protein analizi

Et {irlinlerinde Bradford (1976)’un gelistirdigi yonteme gore ¢dziiniir protein analizi
yapilmistir. Bu yontem Coomassie Brillant Blue G-250 boyar maddesinin proteinlere
baglanmas1 prensibine dayanir. Boyar madde, arjinin basta olmak ilizere daha ¢ok bazik ve
aromatik aminoasitlerle reaksiyona girmekte olup yontemin duyarligi asidik proteinler igin
daha disiiktiir. Protein standardi olarak kullanilan maddelerden bovine serum alblimin (BSA)
ortalama proteinlere gore ve immiinoglobin G (IgG — bovine y-globulin)’ye gore iki kat daha
biiyiik yanit vermektedir. Coomassie Brillant Blue G-250 asidik ¢6zeltilerde 465 nm’de
absorpsiyon yapmaktadir. Boyar maddenin proteine baglanmasi sonucunda mavi renkli bir
iriin olusmakta ve absorpsiyon dalga boyu 595 nm’ye kaymaktadir. 595 nm’deki absorpsiyon
artis1 saptanarak ortamdaki ¢oziiniir protein miktari tayin edilmektedir. Reaksiyon ¢ok hizli
olup boyar maddenin proteine baglanmasi 2 dk gibi kisa bir siire igerisinde gergeklesir.
Olusan mavi renkli bilesik kararli olup 1 saat kadar dayanir. Girisim yapan maddeler hemen
hemen yoktur ve reaksiyon sadece ortamda bulunabilecek deterjanlardan etkilenebilir. Bu
nedenle kullanilan kaplar saf su ile gayet iyi durulanmalidir. Spektrofotometrede 6l¢iim
yapilirken cam veya polistiren kiivetler kullanilabilir. Boyar madde kiivetleri boyadigindan
kullanilip atilabilir kiivetlerin kullanilmasi Onerilmektedir. Cam veya plastik kiivetler
iizerindeki boya kalintilar1 metanol veya deterjan ¢ozeltisi ile yikanmalidir. Kuvars kiivet

kullanilmamalidir.
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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. Ag¢ik kahve renkli ¢ozelti Whatman (40) siizgeg
kagidindan siiziildiikten sonra kullanilir. Olusabilecek mavi renkli ¢okeltiyi uzaklagtirmak 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 ¢6ziiliir ve
bu stok ¢ozelti 20 °C da saklanir. Protein standardinin (BSA) nem igerigi depolama sirasinda
degistiginden stok protein ¢ozeltisinin derisimi 280 nm’deki absorpsiyonu 6l¢iilerek kontrol
edilmelidir (bu dalga boyunda kuvars kiivet ile calisilmalidir). BSA stok c¢ozeltisinin
absorbansi 1 cm 1s1n yollu kiivette 0,66 olmalidir. Bu ¢dzeltiden 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 tist edilerek yavasega karistirilir. 5 dk bekledikten sonra ¢ozelti tekrar alt tist edilerek

karigtirilir ve 595 nm de absorbans degerleri dlgiilerek kalibrasyon grafigi olusturulur.

Orneklerde bulunan ¢oziiniir proteini ekstrakte etmek igin; 0,3 M NaCl, 0,02 M
KH2POy4, 0,02M K;HPO, ve 1 g/l EDTA igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi hazirlanir. 0,1 M NaOH

ile bu ¢ozeltinin pH’s1 7 ye ayarlanir.

Sucuk orneklerindeki protein miktarini belirlemek i¢in; 2 g 6rnek tartilip, tizerine 20
ml ekstraksiyon ¢ozeltisinden ilave edilerek blendirda 3 dk siireyle pargalanmistir, ardindan
manyetik Karistiricida 1 saat karistirilmistir. 10 000 devir/dk da 15 dk santrifiij edilmistir. Bu
¢ozeltiden 100 pl alinarak, tizerine 5 ml Bradford reaktifi eklenip karigtirilarak 5 dk sonra 595
nm’de Ornegin absorbansi okunmustur. Kalibrasyon egrisi yardimiyla orneklerin ¢oziintir
protein igerigi hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin ¢iziminde referans madde olarak BSA

kullanildigindan kalibrasyon egrisinden elde edilen sonuglar iki ile ¢arpilmistir.

3.2.3.2. Protein analizi (%, w/w)

Protein analizi, Dumas Yontemi ile Anon. (2000)’a gore yapilmistir. Sekil 3.1°de

protein analizinde kullanilan Dumas cihazi gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Protein analizinde kullanilan LECO FP-528 Dumas cihazi

3.2.3.3. Kiil analizi (%, w/w)

Kiil analizi, gravimetrik yontem ile AOAC (1990)’a gore yapilmistir.

3.2.3.4. Yag analizi (%, w/w)

Yag analizi kloroform-metanol (Gravimetrik yontem) yontemi ile Folch (1957)’a gore

yapilmuigtir.

3.2.3.5. Nem analizi (%, w/w)

Nem analizi, gravimetrik yontem (Etiiv) ile Anon. (2001)’e gore yapilmustir.

3.2.3.6. pH analizi

pH analizi, pHmetre ile Cemeroglu (2007)’a gore yapilmistir.

3.2.3.7. istatistiksel analiz

Sonuglarin degerlendirilmesinde bir istatistik paket programi kullanilmistir. Analizler
iki tekrar, li¢ paralel olarak gerceklestirilmistir. Varyans analizi (ANOVA), Duncan testi,
Pearson korelasyon testleri uygulanmistir (P<0,05).
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3.2.3.8. HPL.C’de heterosiklik amin (HCA) analiz yonteminin validasyonu

HCA analiz yonteminin validasyonu Ozdestan et al. (2014)’iin yaptif1 calisma

referans aliarak gergeklestirilmistir. Cizelge 3.4’de ekstraksiyon metodunun performans

ozellikleri gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Ekstraksiyon metodunun performans ézellikleri (Ozdestan et al., 2014)

HCA Tespit limiti (ng/g) Kantitasyon Geri kazanim

sinir1 (ng/g) degerleri (%)
1Q 0,27 0,80 73,9
MelQx 0,86 2,59 87,8
4,8-DiMel Qx 1,40 4,40 68,9
PhIP 0,04 0,13 76,3
Harman 0,65 1,96 85,0
Norharman 0,26 0,79 87,7
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kalibrasyon Grafiklerinin Olusturulmasi

Pismis sucuk 6rneklerinin HCA igeriklerinin hesaplanmasi igin 100 ppm’lik stok HCA
karisim ¢ozeltisi (1Q, MelQx, 4,8-DiMelQx, norharman, harman ve PhIP) hazirlanmistir. Bu
stok ¢ozeltiden 0,1 ppm, 0,2 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm’lik standart HCA
cozeltileri hazirlanmistir. Her bir HCA i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve sonuglar bu
kalibrasyon grafiklerine gore hesaplanmistir. Sekil 4.1; 4.2; 4.3; 4.4; 4.5 ve 4.6’de standart
HCA'’lara ait kalibrasyon grafikleri verilmistir.

y-=369,99x - 77,-:-:2/‘
R2=0 8

-

Pik Alam1
S
8

500
0 '/ T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
1Q konsantrasyonu (mg/kg)

Sekil 4.1. IQ bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi

y =252,75x +4,1905_4
R?=0

Pik Alam1
G
8

500
O _/I T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12

MelQx konsantrasyonu (mg/kg)

Sekil 4.2. MelQx bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.3. 4,8-DiMelQx bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.4. PhIP bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.5. Harman bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.6. Norharman bilesigine ait olan kalibrasyon grafigi
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Yapilan denemelerde HCA piklerinin alikonma dakikalar1 fluoresans dedektorde
okunan PhIP icin 18,42 dk, norharman i¢in 18,92 dk ve harman i¢in 19,09 dk olarak
belirlenmistir. DAD dedektorde calisilan 1Q i¢in 9,91 dk, MelQx i¢in 11,31 dk ve 4,8-
DiMelQx igin ise 17,31 dk olarak belirlenmistir.

Fluoresans dedektdrde uyarict 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.

DAD dedektorde, calisilan altit HCA’nin ayrimi gergeklestirilmistir. Ancak PhIP,
norharman ve harman i¢in fluoresans dedektorde daha giiglii sinyaller elde edildigi i¢in, DAD

dedektorde sadece 1Q, MelQx ve 4,8- DiMelQx degerlendirmeleri yapilmistir.

DAD dedektordeki caligmalarda dalga boyu olarak 254 ve 263 nm’ler se¢ilmis olup,
IQ icin 254 nm; MelQx ve 4,8-DiMelQx i¢in ise 263 nm’deki piklerin daha uygun oldugu
belirlenmistir. Sekil 4.7, 4.8, 4.9°da 1Q, MelQX ve 4,8-DiMelQX bilesiklerine ait
kromatogram goriiniimleri verilmistir. Sekil 4.10, 4.11, 4.12°de PhIP, harman ve norharmana

ait kromatogramlar verilmistir.

DADT A, Sig=264,4 Ref=off (HCAVS001401.0)

1Q

120
100 4
a0+
i o
40
204

o4

204

T T T T T
i 10 0 an 40 an mirf

Sekil 4.7. DAD dedektore ait 10 ppm’lik IQ bilesigi standardinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.8. DAD dedektore ait 10 ppm’lik MelQx bilesigi standardinin HPLC kromatogram
DADT B, Big=262,4 Ref=off (HUAVMG021402.0)
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Sekil 4.9. DAD dedektore ait 10 ppm’lik 4,8-DiMelQx bilesigi standardinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.10. Fluoresans dedektore ait 10 ppm’lik PhIP bilesigi standardimn HPLC kromatogram

FLD1 A, Ex=240, Em=3T70 (HCAM2001405.0)

Lu Harman

200 -

150 o

100 o

50 o

5 10 15 20 25 mi
FLDA B, Ex=307, Em=370 (HCAV 2001405.0)

Lu

Harman
7o+

&0
504
ao 4
20

204

mi

Sekil 4.11. Fluoresans dedektore ait 10 ppm’lik Harman bilesigi standardinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.12. Fluoresans dedektore ait 10 ppm’lik Norharman bilesigi standardinin HPLC kromatogramlari

Az-orta-¢ok pismis 6rnek 3’e ait kromatogram goriiniimleri asagida verilen Sekil 4.13,
4.14, 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.13. DAD dedektorde az pismis 6rnek 3’e ait HPLC kromatogram
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DAD1 &, 5ig=259.3 Ret=off (HCAWE121409.00

/} DiMelQx
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Sekil 4.14. DAD dedektérde orta pismis Ornek 3’e ait HPLC kromatogram
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Sekil 4.15. DAD dedektérde cok pismis Ornek 3’e ait HPLC kromatogram

Az pismis sucuk 6rneklerinde Fluoresans dedektorde sadece PhIP belirlenmistir. Sekil
4.16’da 6rnek 3’e ait kromatogram goriiniimleri verilmistir. Sekil 4.17 ve 4.18°de 6rnek 10

icin PhIP ve norharman kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.16. Fluoresans dedektorde az pismis 6rnek 3’e ait HPLC kromatogram
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Sekil 4.17. Fluoresans dedektorde orta pismis 6rnek 10’a ait HPLC kromatogram
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Sekil 4.18. Fluoresans dedektorde ¢ok pismis 6rnek 10’a ait HPLC kromatogrami
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4.2. Sucuk Orneklerinin Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Pisirme sirasinda Protek 506 Digital Multimeter ile sucuklarin merkez sicaklig
Ol¢iilmiistiir. Az-orta-gok pismis sucuk Ornekleri belirlenen saniye parametrelerinde
pisirilmistir. Bu siirelere 6n denemeler sonucunda karar verilmistir. Pisirilen sucuk

orneklerinin merkez sicaklig1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Az-orta-cok pismis sucuk érneklerinin merkez sicakliklari
Az pismis (90 saniye) Orta pismis (180 saniye) Cok pismis (300 saniye)

Merkez
(°C)

sicakhig 37 42 47

4.2.1. Cig sucuk orneklerinin analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Piyasada bulunan 10 farkli firmaya ait ¢ig sucuk (dana eti) 6rneklerinde pH analizi,
nem analizi, kiil analizi, yag tayini ve protein analizleri gergeklestirilmistir. Cig sucuk

orneklerinde yapilan analizlerin sonuglar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Cig sucuk orneklerinin kimyasal kompozisyonu ve pH degeri

Ornek pH analizi Nem analizi Kiil analizi Yag tayini Protein tayini
(%, wiw) (%, wiw) (%, w/w) (%, wiw)
Ornek 1 5,41°+0,00 33,10%+0,15 3,48%+0,04 44 56°+0,44 17,44° +0,13
Ornek2 5,29°+0,03 39,31°+0,84 3,22°+0,00 33,39'+0,11 21,17 +0,33
Ornek 3 5,47°+0,01 52,50%+0,56 2,92° £0,00 22,73"+0,02 17,54° +0,58
Ornek 4 5,01°0,01 42,87°+0,58  2,27+0,03 37,66%+0,35 17,71° 40,41
Ornek 5 5,30°+0,01 35,82"+0,96 3,28°+0,06 41,83"+0,20 16,44°+0,54
Ornek 6 5,11°+0,01 39,19°+0,52 2,24"£0,01 35,57°+0,35 15,17°+0,01
Ornek 7 5,45°+0,01 38,56°+0,13 3,24°+0,01 38,50°£0,67 19,80° +0,25
Ornek 8 5,01°+0,04 40,99 +0,21  2,65°+0,026 34,88%+0,18 16,54 +0,54
Ornek 9 4,87'+0,03 48,28"+0,39 2,69° +£0,04 32,13%0,00 15,98%+0,11
Ornek10 5,44% +0,04 40,55%+0,59 2,85 40,02 41,89°+0,01 20,15°+0,35

Pisirme islemleri 2 tekrar, analizler 3’er paralel olarak gergeklestirilmistir.

*Duncan testi sonucuna gore aym siitiindaki farkli harfler farkli gruplar ifade etmektedir

(P<0,05).
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4.2.1.1. pH analizi

Cig sucuk orneklerinde yapilan pH analiz sonucunda; sucuklarin pH degerleri 4,87 ile

5,47 arasinda degismektedir. Cig sucuk 6rneklerin ortalama pH degeri 5,23°dir.

Varyans analizi (ANOVA)’ne gore ¢ig sucuk Orneklerinin pH sonuglar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (P<0,05). Duncan testi sonucunda, 3 numarali
ornegin pH’s1 diger orneklerin pH degerine gore en biiyiikk, 9 numarali 6rnegin pH ise en

kiiciik olarak saptanmistir (P<0,05).

Sadece sucuklarin pH’s1 ile ¢ok pismis sucuk oOrneklerinin toplam HCA miktari
arasinda Pearson korelasyon testine gore %99 olasilikla korelasyon bulunmustur. Az-orta-cok
pismis sucuk Ornekleri ile ¢ig sucuk Orneklerinde yapilan kiil, nem, protein, yag, ¢oziiniir
protein sonuglari arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla koralasyon

bulunamamustir.

Yapilan bir calismaya gore farkli sicaklik ve siirelerde pisirilen koftelerde heterosiklik
aminlerin olusumunun sinirlandirilmasinda optimum tuz, askorbik asit ve yag kullanim
seviyeleri yanit yiizey yontemiyle belirlenmistir. Kofte 6rneklernin pH sonuglari 5,81 ile 6,11
arasinda bulunmustur. Kofte orneklerinin pH oOlgiimleri sonrasinda yapilan yanit yiizey
analizine gore; kofte orneklerine ilave edilen askorbik asit ve yag ile uygulanan 1s1l islem
stiresinin kofte 6rneklerinin pH degeri tizerindeki lineer etkisi 6nemli (P<0,01) bulunmustur.
Kofte orneklerine ilave edilen askorbik asit ve yag ile uygulanan 1s1l islem siiresinin etkisi
azalan yondedir. Kofte orneklerine ilave edilen tuz ve yagin interaksiyonel etkileri kofte
orneklerinin pH degeri agisindan 6nemli (P<0,01) bulunmustur. Kofte 6rneklerine ilave edilen
tuz ve yagin interaksiyonel etkisi artan yondedir. Ayni zamanda kofte 6rneklerine ilave edilen
askorbik asit ve sicakligin interaksiyonel etkileri de kofte 6rneklerinin pH degeri acisindan
onemli (P<0,05) bulunmustur. Koéfte 6rneklerine ilave edilen askorbik asit ve sicakligin
interaksiyonel etkisi ise azalan yondedir. Kofte drneklerine ilave edilen tuz, askorbik asit ve
yag ile uygulanan sicaklhi@in kuadratik etkileri kofte oOrneklerinin pH de8eri agisindan
onemlidir (P<0,01). Kofte 6rneklerine ilave edilen tuz, askorbik asit ve yag ile uygulanan

sicakligin kuadratik etkileri azalan yondedir (Diindar, 2011).
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Literatiirde sucuk Orneklerinin pH degerlerinin 4,87 ile 5,47 arasinda oldugu ve
orneklerin pH sonuglarinin bu sonuglar ile uyumlu oldugu goézlenmistir. Tiirk Gida Kodeksi
Et ve Et Uriinleri Tebligi’ne gore fermente sucukta en yiiksek pH 5,4 olmalidir, sonuglar

standart sapmalar1 da dikkate alindiginda teblige uygundur.

4.2.1.2. Nem analizi (%, w/w)

Cig sucuk oOrneklerinin nem igeriklerinin bulunabilmesi i¢in yapilan analiz
sonuglarinda; sucuklarin nem igerigi %33,10 ile %52,50 arasinda degismektedir. Cig sucuk
orneklerin ortalama nem miktar1 % 41,12°dir. Anon. (2002)’ye gére nem miktar1 5 6rnekte
uygun bulunmustur. Diger 5 oOrnekte yliksek bulunmustur. Bu farkliliginda sucugun

matriksinden ve kimyasal bilesiminden kaynaklandigini s6yleyebiliriz.

Bilge (2012)’nin yaptig1 bir calismada sucuk orneklerinde iiretim siiresince 20-
22°C’de nem miktarlar1 belirlenmistir. 20-22°C’de iiretilen sucuklarda kontrol grubunda nem
miktar1 %57,87, starterli gruplarda (S1, S2, S3) sirastyla %59,33, %58,51 ve %59,21 olarak
belirlenmigtir. Bu calisma ile kiyaslama yapilacak olursa sonuclarin uyumlu oldugunu

sOyleyebiliriz.

Varyans analizi (ANOVA)’ne gore ¢ig sucuk Orneklerinin nem sonuglari arasinda

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

Nem analizi yapilan sucuk oOrneklerinde Duncan testi de uygulanmistir. En yiiksek
nem icerigi 3 numarali 6rnekte bulunurken, en diisiik nem igerigi 1 numarali 6rnekte

bulunmaktadir.

4.2.1.3. Kiil analizi (%, w/w)

Cig sucuk orneklerinin kiil oraninin bulunabilmesi i¢in yapilan analiz sonuglarinda;
sucuklarin kil oranm1 %2,24 ile %3,48 arasinda degismektedir. Cig sucuk Orneklerinin

ortalama kil miktar1 %2,88’dur.

Bilge (2012)’nin yaptig1 bir calismada sucuk orneklerinde iiretim siiresince 20-
22°C’de kiil miktarlarinda meydana gelen degismeler belirlenmistir. 20-22°C’de iiretilen
sucuklarda kontrol grubunda kiil miktar1 %2,58, starterli gruplarda (S1, S2, S3) sirastyla
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%2,73, %2,37 ve %2,31 olarak belirlenmistir. Bu calismaya gore sucuk Orneklerinin kiil

iceriginin literatiir ile uyumlu oldugunu sdyleyebiliriz.

Anon. (2001)’e gore fermente sucuklarda kiil miktar1 %2 —%5 arasinda olmalidir.
Buna gore genel olarak bakildiginda 6rneklerin %2,24 ile %3,48 arasinda kiil i¢erdigi Cizelge
4.2.’de goriilmektedir.

Varyans analizi (ANOVA)’ne gore ¢ig sucuk Orneklerinin kiil igerikleri arasinda

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

Kiil analizi yapilan sucuk 6rneklerinde Duncan testi de uygulanmistir. En fazla kiil

iceren ornek 1 numarali 6rnek iken, en az kiil igeren 6rnek 6 numarali drnektir.

4.2.1.4. Yag tayini (%, w/w)

Cig sucuk orneklerinde yapilan yag analizi sonucunda; sucuklarin yag oranlar1 %22,73
ile %44,56 arasinda degismektedir. Sucuk 6rneklerinin yag miktarlarinin ortalamasi %36,31

olarak bulunmustur.

Varyans analizi (ANOVA) ne gore ¢ig sucuk orneklerinin yag sonuclar1 arasinda

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

Yag analizi yapilan sucuk 6rneklerinde Duncan testi de uygulanmustir.

20-22°C’de iiretilen sucuklarda iiretimin basinda yag miktar1 ortalama %22,26, 9.
giinde ise kontrol grubunda %34,38, starterli gruplarda (S1, S2, S3) sirastyla %33,22, %33,33
ve %33,33 olmustur. 24-26° C’de iiretilen sucuklarda 0. giinde ortalama %22.,63, 9. giinde
kontrol grubunda %35,50, starterli gruplarda (S1, S2, S3) sirasiyla %35,16, %35,75 ve
%33,88 olarak belirlenmistir.

Cizelge 2.1°de verilen sucugun kimyasal bilesimine gore sucugun yag miktar1 en ¢ok
%35 olarak saptanmistir. Bu calismada ise sucuk 6rneklerinin yag miktar1 en ¢ok %44,56

bulunmustur. Bu c¢alisma literatiir ile kiyaslandiginda 5 Ornegin yag miktarlar1 yiiksek
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bulunmustur. Diger 5 6rnek ise literatiir ile uyumludur. Bu farkliligin sebebi olarak da iiretici
firmalarin  kullandig1 yag oraninin standartlara uygun olmayan diizeyde oldugu

diistiniilmektedir.

4.2.1.5. Protein tayini (%, w/w)

Cig sucuk Orneklerinde yapilan protein analiz sonucunda; sucuklarin protein igerikleri
%15,17 ile %21,17 arasinda degismektedir. Sucuk Orneklerinin protein miktarlarinin
ortalamasi %17,79 olarak bulunmustur. Anon. (2002) sucuk standardina goére Lsimf
sucuklardaki protein orani en az % 22, II. sinif ve III. sinif sucuklardaki protein oranlari ise en
az % 20 olmalidir. Buna gore piyasadan toplanan sucuk orneklerinin %80’inin et kalitesinin

diisiik oldugunu soyleyebiliriz.

Varyans analizi (ANOVA)’ne gore ¢ig sucuk orneklerinin protein igerikleri arasinda

anlamli bir fark vardir (P<0,05).

Protein analizi yapilan sucuk orneklerinde Duncan testi de uygulanmistir. En fazla

protein igeren drnek 2 numarali 6rnek iken, en az protein iceren 6rnek 6 numarali 6rnektir.

Bilge (2012)’nin yaptign bir calismada 20-22°C’de iiretilen sucuklarda iiretimin
basinda belirlenen protein miktarlar1 ortalama %15,18; iiretimin sonunda starterli gruplarda
S1, S2 ve S3 gruplarinda sirastyla %20,59, %20,15, %21,08 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar
ile kiyaslanacak olursa sonuglarin protein miktarlarimin diisiik miktarlarda oldugu

sOylenebilir.

Cizelge 2.1°de verilen sucugun kimyasal bilesimine gore sucugun protein miktart en
az %22 verilmistir. Yapilan protein analiz sonuglarinda en ¢ok %21,17 bulunmustur. Bu
farkliligin sebebi de tretici firmalarin sucugu iiretirken olmasi gereken degerden daha az et

kullandig1 yoniinde agiklanabilir.
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4.2.2.Pismis sucuk orneklerinde vapilan analiz sonuclarin degerlendirilmesi

Piyasada bulunan 10 farkli firmaya ait pismis sucuk (dana eti) 6rneklerinde ¢oziiniir

protein analizi ve HCA analizleri gerceklestirilmistir.

4.2.2.1. Coziiniir protein analizi sonuclari

Cizelge 4.3’de verilen analiz sonuglarina gore; az pismis sucuk orneklerinde ¢oziiniir
protein icerigi 19,00 mg/100 g ile 57,60 mg/100 g arasinda degismektedir. Orta pismis sucuk
orneklerinde ¢oziiniir protein igerigi 23,90 mg/100 g ile 41,80 mg/100 g arasinda
degismektedir. Cok pismis sucuk Orneklerinde ¢oziiniir protein icerigi 24,40 mg/100 g ile
53,20 mg/100 g arasinda degismektedir.

Sucuk oOrneklerinde az pismis sucuk drneklerinin ¢oziinilir protein miktarlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05). En fazla ¢oziiniir protein igeren drnek 7

numarali 6rnek iken, en az ¢oziiniir protein igeren 6rnek 8 numarali 6rnektir.

Sucuk 6rneklerinde orta pismis sucuk orneklerinin ¢oziiniir protein miktarlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05). En fazla ¢6ziiniir protein igeren 6rnek 3

numaral1 6rnek iken, en az ¢dziiniir protein i¢eren 6rnek 8 numarali 6rnektir.

Sucuk orneklerinde ¢cok pismis sucuk drneklerinin ¢oziiniir protein miktarlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05). En fazla ¢6ziiniir protein igeren drnek

10 numaral1 6rnek iken, en az ¢ziiniir protein igeren 6rnek 9 numarali 6rnektir.

Az-orta-cok pismis sucuk Orneklerinin kendi i¢inde Duncan testi uygulanmistir.
Cizelge 4.3’de pismis sucuk orneklerinin ¢oziiniir protein miktarlari ve Duncan testi sonuglari

gosterilmistir.



Cizelge 4.3. Pismis sucuklarda yapilan coziiniir protein analiz sonuclarinin ortalamasi

(mg/100 g) ve standart sapmalari

Coziiniir protein analizi

(Mg/100 g) Az pismis Orta pismis Cok pismis
Ornek 1 33,90°+1,70 33,80 +1,50 37,00°+0,60
Ornek 2 53,61° +1,81 32,929 +1,33 40,31°+0,60
Ornek 3 24,60" £0,80 41,00% +1,90 33,10%+1,90
Ornek 4 31,63°+2,14 34,00° +2,10 37,12°+0,70
Ornek 5 53,10° +1,00 41,80% +1,50 26,60°'+0,60
Ornek 6 37,40°+0,60 24,50 +3,44 51,90°+3,30
Ornek 7 57,60% +1,40 38,30 +0,40 29,50%+0,80
Ornek 8 19,009 +1,30 23,90" +1,70 27,90°+0,90
Ornek 9 36,34% 3,92 29,00° +0,60 24,40 +2,50
Ornek 10 22,90" +1,50 36,40 +1,74 53,20°+1,13

*Duncan testi sonucuna gore aym siitiindaki farkli harfler farkli gruplan ifade etmektedir
(P<0,05).

Choi et al. (2010)’un yaptig1 bir ¢alismada kurutulmus domuz {iriinlerinde ¢6ziiniir
protein igerigi belirlenmistir. Az-orta-yiiksek protein igerikli kurutulmus domuz iiriinlerinde

sirasiyla 204,92 ppm, 184,43 ppm, 142,33 ppm olarak belirlenmistir.

Canl1 (2012)’nin yaptig1 bir ¢aligmada et kofte 6rneginin ¢oziiniir protein igerigi 1,28
ppm ile 7,94 pmm arasinda bulunmustur. Et doner drneginin protein igerigi 2,85 ppm ile 8,33
ppm arasinda bulunmustur. Tavuk koftesi 6rneginin protein igerigi 2,95 ppm ile 4,95 ppm
arasinda bulunmustur. Tavuk doner 6rneginin protein igerigi 3,37 ppm ile 4,36 ppm arasinda
bulunmustur. Bizim sonug¢larimiz literatiire goére daha yiiksek bulunmustur, bu da iirliniin

yapisinin Kurutulmus iiriin olmasindan kaynaklanmaktadir.

Varyans analizi (ANOVA)’ne gore az-orta-gok pismis sucuk Ornekleri arasinda

¢Oziiniir protein icerigi acisindan anlamli bir fark yoktur (P>0,05).
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Duncan testine gore ¢oziinlir protein igerigi az-orta-cok pismis sucuk Ornekleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P>0,05). Ancak sayisal degerlere

bakildiginda, az pigsmis sucuk 6rneginin ¢oziliniir protein icerigi en fazla bulunmustur.

[Duncan testi sonucu: 1% az pismis sucuk 6rnegi, 2% orta pismis sucuk érnegi, 3% ¢ok

pismis sucuk 6rnegi].

4.2.3. Pismis sucuk orneklerinin HCA sonuglari

4.2.3.1. Sucuk orneklerinin 1Q miktarlari

Pismis sucuk 6rneklerinin 1Q miktarlar1 Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Pismis sucuk érneklerinin 1Q miktarlar: (ng/g)

Ornek kodlar Az pismis Orta pismis Cok pismis
Ornek 1 B B B
Ornek 2 B B B
Ornek 3 1,77+0,23 0,84 +0,40 3,84 +0,59
Ornek 4 B B B
Ornek 5 B B B
Ornek 6 B B B
Ornek 7 B B B
Ornek 8 B B B
Ornek 9 B B B

Ornek 10 B B B

*B=Belirlenemedi.

Pismis sucuk Orneklerinde yapilan HCA analizinin sonucuna gore; az pismis sucuk

orneklerinde IQ miktar1 sadece 6rnek 3’te 1,77 ng/g olarak bulunmustur. Orta pismis drnek
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3’te 0,84 ng/g olarak bulunmustur. Cok pismis 6rnek 3’te ise 3,84 ng/g olarak bulunmustur.
Diger orneklerde IQ bilesigi belirlenememistir. Asagida verilen literatiir sonuclari, tez
calismamizda buldugumuz IQ miktarlar1 ile benzer sonuglar gostermektedir. Ayn1 zamanda
sucuk oOrneklerinin 9’unda 1Q belirlenememistir. Bu farkliligin sucugun matriksinden ve

kimyasal bilesiminden kaynaklandigin1 sdyleyebiliriz.

Sicaklik derecesi ile HCA olusumu arasindaki iliskinin incelendigi bir ¢aligmada
kreatin, glukoz ve aminoasitlerden olusan bir model sistemin 0-120 dk arasinda 150-225°C’ye

1sitilmastyla IQ bilesiginin olusmadig bildirilmistir (Skog et al., 1998).

Balogh et al. (2000) yaptig1 bir calismada, 175 °C’de 12 ve 20 dakika pisirdikleri kofte
orneklerinde sirasiyla 0,7 ve 1,3 ng/g IQ olusumu tespit ederken; 200 °C’de aym siirelerde
yapilan pisirme islemi sonucunda kofte 6rneklerinde ortaya ¢ikan 1Q miktar sirasiyla 1,7 ve

4,4 ng/g olarak belirlenmistir.

Britt et al. (1998) yaptig1 bir calismada %15 yagh hamburgerlerde 170 °C’de 1,1 ng/g,
200°C’de 5,46 ng/g 1Q belirlerken 225°C’de tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Oz and Kaya (2011) karabiber ilave ederek elektrikli 1zgarada pisirdikleri koftelerde
kontrol &rnegindeki 1Q miktarin1 175 °C’de 1,40 ng/g, 200 °C’de 5,46 ng/g bulurken
karabiber ilaveli 6rneklerde 0,93 ng/g ve 4,85 ng/g olarak tespit ettiklerini bildirmiglerdir.

Dogal 6ziitlerin HCA olusumuna etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir caligmada
dana etleri 200 °C/20 dk’da pisirilmistir. Kontrol drnegindeki 1Q miktar1 3,22 ng/g olarak
bulunurken %0,5 tiziim g¢ekirdegi 6ziitii ilaveli 6rnekte 1,60 ng/g, %1 iiziim ¢ekirdegi ilaveli

ornekte ise 1,15 ng/g bulunmustur (Ahn and Griin, 2005).

Bu ¢alismanin sonuglar1 genel olarak literatiirdeki sonuclar ile uyum gostermektedir,

literatiirde sucukta yapilan HCA ile ilgili bir calisma olmadigi i¢in kiyaslama yapilamamastir.



44

4.2.3.2. Sucuk orneklerinin MelQx miktarlar:

Pismis sucuk Orneklerinde yapilan HCA analizinin sonucuna gore; tiim sucuk

orneklerinde MelQx belirlenememistir.

Sicaklik derecesi ile HCA olusumu arasindaki iliskinin incelendigi bir calismada
kreatin, glukoz ve aminoasitlerden olusan bir model sistemin 0-120 dk arasinda 150-225°C’ye

1isitilmasiyla MelQx’in olusmadigi bildirilmistir (Skog et al., 1998).

Pisirme metotlarinin (tavada kizartma, firinda pisirme ve 1zgara/barbekii) HCA
olusumu Tizerine etkilerini belirlemek i¢in yapilan bir arastirmada, cok iyi derecede
1zgara/barbekii yapilan hamburgerlerde 4,6 ng/g MelQx, ¢ok iyi derecede tavada kizartilmig
biftekte 8,2 ng/g MelQx tespit edilmistir. Tavada kizartma ve 1zgara/barbekii metotlari
uygulanacak 6rneklerde fazla miktarda MelQx olusumu goriiliirken firinda pisirme metodu
uygulanan 6rneklerin muhtemelen ayni i¢ sicakliga daha uzun zamanda ulagsmasi nedeniyle bu

bilesiklerin daha az miktarda olustugu belirtilmistir (Sinha et al., 1998).

Johansson et al. (1995)’1n tarafindan yapilan bir ¢alismada 165-200 °C’de 8 dakika

pisirilen kofte 6rneklerinin tava kalintilarinda MeIQX tespit edilememistir.

Busquets et al. (2004) 175-200°C’de 11,2 dakika pisirdikleri hamburger 6rneklerinde
MelQ tespit edememislerdir.

Oz (2006)’nin yapt1g1 calismada 225 °C’de defne katkili 6rneklerde 0,07 ng/g MelQx

tespit etmistir.

Ahn and Griin (2005)’in yaptig1 bir ¢alismada 200 °C/20 dk’da pisirilen dana eti
koftelerinde kontrol grubunda 22,65 ng/g MelQx bulurken %0,5 tiziim ¢ekirdegi 6ziitii ilaveli
edilen 6rneklerde 8,62 ng/g, %1 tiziim ¢ekirdegi 6ziitli ilave edilen 6rneklerde ise 6,90 ng/g

tespit etmistir.

Zimmerli et al. (2001)’in yaptig1 bir calismada Isvigre’de toplam 86 farkli et ve balik
ornegini analiz etmisler ve bu iirlinlerde 200 °C’de 1yi derecede pisirilen biftegin, 1.69 ng/g

MelQx icerdigini tespit etmislerdir.
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Cheng et al. (2007)’nin yaptig1 bir ¢alismada % 0,1 oraninda {iziim ¢ekirdegi ilave
edilen koftelerin 210 °C/6 dk pisirilmesi neticesinde MeIQx miktarinda %67 oraninda azalma

oldugunu belirtmistir.

Bu ¢alismanin sonuglar1 genel olarak literatiirdeki sonuglar ile uyum gostermektedir,

literatlirde sucukta yapilan HCA ile ilgili bir ¢alisma olmadigi i¢in kiyaslama yapilamamustir.

4.2.3.3. Sucuk orneklerinin 4,8-DiMelQx miktarlar:

Pismis sucuk 6rneklerinin 4,8-DiMelQx miktarlar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Pismis sucuk orneklerinin 4,8-DiMelQx miktarlari (ng/g)

Ornek kodlar Az pismis Orta pismis Cok pismis
Ornek 1 B B B
Ornek 2 B B B
Ornek 3 3,57+0,56 5,98 +0,35 2,91 £0,76
Ornek 4 B B B
Ornek 5 B B B
Ornek 6 B B B
Ornek 7 B B B
Ornek 8 B B B
Ornek 9 B B B

Ornek 10 B B B

*B=Belirlenemedi.
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Pismis sucuk orneklerinde yapilan HCA analiz sonucuna gore; sadece Ornek 3’de
sirastyla az-orta-gok pismis sucuk Orneklerinde sirasiyla 3,57 5,98 ve 2,91 ng/g olarak
bulunmustur. Diger 9 6rnek de 4,8-DiMelQx belirlenememistir. Asagidaki ¢alismalara gore
degerlendirecek olursak 3 nolu sucuk 6rneginde bulunan 4,8-DiMelQx miktarinin fazla
oldugu goriilmektedir. Ancak bu farklilik ¢cok goze carpacak sekilde olmamasinin yanisira

diger 9 6rnekte ¢ikmamis olmasi da literatiir sonuglari ile uyumludur.

Turesky ve ark. (1988)’in yaptig1 bir ¢alismada ise 275 °C’de 5 ve 10 dakika
pisirdikleri kofte 6rneklerinde 4,8-DiMelQx olusumu tespit edememisken; pisirme siiresinin
15 dakikaya c¢ikmasiyla kofte orneklerinde olusan 4,8-DiMelQx miktarmi 3,9 ng/g olarak

belirlemislerdir.

Oz and Kaya (2011)’in yaptig1 bir baska calismada karabiber ilave edilerek elektrikli
1zgarada pisirilen kofte Ornekleri incelenmis ve kontrol drnegindeki 4,8-DiMelQx miktari
175°C ve 200 °C’de tespit edemezken 225 °C’de kontrolde 3,35 ng/g tespit edilmis, karabiber

ilave edilen 6rneklerde ise tiim sicaklik degerlerinde tespit edilmemistir.

Ahn and Griin (2005)’in yapti1 bir ¢alismada 200 °C/20 dk’da pisirilen dana eti
koftelerinde kontrol grubunda 1,74 ng/g 4,8-DiMelQx bulurken % 0,5 {iziim ¢ekirdegi 6ziitii

ilaveli 6rnekte 1,50 ng/g, %1 tliziim ¢ekirdegi Oziitii ilaveli Ornekte ise tespit edilememistir.

Wong et al. (2005)’in yaptig1 bir calismada tiikketime hazir 25 taze et {iriiniiniin 10
tanesinde (% 40) 4,8-DiMelQx bulmuslardir. Tavada kizartilan balik etinin 0,21 ng/g, tavuk
etinin 0,48 ng/g, derin yagda kizartilan tavuk etinin 0,23 ng/g, 1zgara/rosto yapilan domuz
etinin 0,33 ng/g, tavada kizartilan domuz etinin ise 0,28 ng/g 4,8-DiMelQx igerirken 6rdek ve
sigir etinde 4,8-DiMelQx tespit edememislerdir.

Zimmerli et al. (2001), Isvigre de toplam 86 farkli et ve balik &rnegini analiz etmisler
ve bu lriinlerde 200 °C’de iyi derecede pisirilen biftegin 0,58 ng/g 4,8-DiMelQx igerdigini

tespit etmislerdir.
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4.2.3.4. Sucuk orneklerinin PhIP miktarlari

Pismis sucuk 6rneklerinin PhIP miktarlar1 Cizelge 4.6’de verilmistir.

Cizelge 4.6. Pismis sucuk orneklerinin PhIP miktarlari (ng/g)

Ornek kodlar Az pismis Orta pismis Cok pismis
Ornek 1 B B B
Ornek 2 B B B
Ornek 3 B B B
Ornek 4 B 9,75+0,98 B
Ornek 5 B B B
Ornek 6 B B B
Ornek 7 B B B
Ornek 8 B B B
Ornek 9 B B B
Ornek 10 B 6,02 +0,71 8,53 +0,28

*B=Belirlenemedi.

Pismis sucuk orneklerinde yapilan HCA analizinin sonucuna gore; PhIP miktar1 orta
pismis ornek 4’te 9,75 ng/g ve sirasiyla orta pismis, ¢ok pismis drnek 10°da 6,02 ng/g, 8,53

ng/g olarak belirlenmistir. Diger sucuk 6rneklerinde PhIP miktar1 belirlenememistir.

Thiébaud et al. (1995)’in yaptig1 bir ¢alismada kizartilan etlerde 198 °C’de tespit
edilen PhIP miktarinin 4,9 ng/g oldugunu belirtmislerdir.
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Shin et al. (2003)’iin yaptig1 bir ¢alismada 225 °C’de 20 dakika pisirdikleri kofte
orneklerinde 16,817 ng/g PhIP tespit etmislerdir.

Sinha et al. (1998)’larin yaptig1 bir ¢alismada pisirme metotlarinin (tavada kizartma,
firinda pisirme ve 1zgara/barbekii) HCA olusumu tizerine etkilerini belirlemek i¢in yapilan bir
arastirmada, ¢ok iyi derecede 1zgara/barbekii yapilan hamburgerlerde 16,8 ng/g PhIP tespit
edilmistir. PhIP miktar1 1zgara/barbekii yapilmis biftekte maksimum 30,0 ng/g seviyesinde
bulunmustur. Tavada kizartma ve 1zgara/barbekii metotlar1 fazla miktarda PhIP iiretirken
firinda pisirme metodu muhtemelen ayni i¢ sicakliga daha uzun zamanda ulagsmasi nedeniyle

bu bilesiklerin her ikisinin de az miktarda olustugu belirtilmistir.

Zimmerli et al. (2001) Isvigre’de toplam 86 farkli et ve balik érnegini analiz etmisler
ve bu tirlinlerde farkli seviyelerde HCA 6zellikle PhIP bilesigi oldugunu belirlemislerdir. En
yiikksek miktar1 (13,1 ng/g PhIP) kizartilmis domuz bifteginde tespit etmislerdir. Izgara
edilmis kuzu bifteginde 9,7 ng/g, kizartilmis sigir yahnisinde 6 ng/g PhIP belirlemislerdir.
200°C’de iyi derecede pisirilen biftegin 1Q ve MelQx igermedigini, ancak 1,55 ng/g PhIP

icerdigini tespit etmislerdir.

Oz and Kaya (2011)’in yaptig1 bir calismada karabiber ilave ederek elektrikli 1zgarada
pisirdikleri koftelerde kontrol 6rnegindeki PhIP miktarmi 200 °C’de 31,8 ng/g olarak

bulurken karabiber ilaveli 6rnekte tespit edilememis ve %100 azalttig1 belirtilmistir.

Ahn and Griin (2005)’nin yaptig1 bir ¢aligmada 200 °C/20 dk’da pisirilen dana eti
koftelerinde kontrol grubunda 12,13 ng/g PhIP bulurken %0,5 iizim ¢ekirdegi 0ziitii ilavelide
5,93 ng/g, %1 ilavelide ise 4,40 ng/g tespit etmistir.

4.2.3.5. Sucuk 6rneklerinin Harman miktarlari

Pigmis sucuk orneklerinde yapilan HCA analizinin sonucuna gore; sucuk érneklerinin

hi¢birinde harman belirlenememistir.

Yapilan bir ¢alismada 200 °C/20 dk’da pisirilen dana eti koftelerinin kontrol grubunda
10,88 ng/g harman bulurken %0,5 iiziim ¢ekirdegi oziitii ilavelide 78,31 ng/g, %1 ilavelide ise

109,14 ng/g tespit etmistir. Genelde artan Oziit oran1 diger HCA’lar iizerinde 6nemli bir



49

azalisa neden olurken harmanda tersine artisa neden olmustur. Bunu da pik girisimi veya

ekstraksiyon hatasi olabilecegi seklinde agiklamistir (Ahn and Griin, 2005).

Yapilan bir ¢alismada yagda kizartilmis tavuk gogsiinde 0,5 ng/g oraninda harman ve
norharman bulunmustur. Tavada kizartilmis olan tavuk gdégsiinde 10 ng/g’in altinda harman
ve norharman saptanmistir. Tavada kizartilan tavuk cigerinde ise hic HCA’ya rastlanmamistir
(Solyakov and Skog, 2002).

4.2.3.6. Sucuk orneklerinin Norharman miktarlari

Pismis sucuk 6rneklerinin norharman miktarlar1 asagidaki Cizelge 4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Pismis sucuk érneklerinin Norharman miktarlar: (ng/g)

Ornek kodlar Az pismis Orta pismis Cok pismis
Ornek 1 9,01 +0,20 B 10,44+0,11
Ornek 2 B B 9,62 0,30
Ornek 3 9,44 +0,02 9,02 +3,02 10,02+0,00
Ornek 4 B B B
Ornek 5 B B B
Ornek 6 6,21 +0,31 6,01 +0,30 B
Ornek 7 B 6,11 +0,51 10,54+1,41
Ornek 8 B B B
Ornek 9 B B B

Ornek 10 B 9,31 +0,30 6,01 1,01

*B=Belirlenemedi.
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Pismis sucuk orneklerinde yapilan HCA analizin sonucuna gore; az pismis sucuk
orneklerinde Norharman igerigi 6,21 ile 9,44 ng/g arasinda degismektedir. Orta pismis sucuk
orneklerinde 6,01 ile 9,31 ng/g arasinda degismektedir. Cok pismis sucuk orneklerinde ise
6,01 ile 10,54 ng/g arasinda degismektedir. Ornek 4,5,8,9°da ise ii¢ kosulda da norharman
belirlenememistir. Sucukta bulunan norharman miktar1 genel olarak yapilan ¢aligmalara gore
yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni ise matriksinden kaynakli olabilmektedir. Ayni zamanda

diger tiim orneklerde belirlenemedigi icin yiiksek miktarlardan s6z edemeyiz.

Yapilan bir ¢alismada pisirme yontemine gore tavada, yagda, mangalda, firinda 6rdek
gogiis eti pisirilmistir. Norharman miktar1 tavada pisirilen 6rdek gogiis etlerinde 6,15 ng/g,
yagda pisirilen ordek gogsii etinde 3,77 ng/g, mangalda pisirilenlerde 4,95 ng/g, firinda
pisirilenlerde ise 6,12 ng/g olarak tespit edilmistir (Liao et al., 2010).

Ahn and Griin (2005)’nin yaptifn c¢alismada 200 °C/20 dk’da pisirilen dana
koftelerinde kontrol grubunda 5,55 ng/g norharman bulurken %0,5 tiziim ¢ekirdegi 6ziitii
ilave edilen 6rneklerde 5,38 ng/g, %1 iiziim ¢ekirdegi oziitii ilave edilen 6rneklerde 5,16 ng/g

tespit edilmistir.

Khan et al. (2009)’nin yaptiklari bir ¢alismada sigir karacigeri ve dili ile kuzu bobregi
gibi cesitli sakatatlarda HCA olusumu iizerine yaptiklar1 calismada; bu tarz iriinlerde
ozellikle harman, norharman olusumunun 2 ng/g tespit edilmistir. 200 °C’nin iizerinde
gerceklestirilen 1s1l islemler sonucunda belirtilen seviyelerde HCA olusumu; et tiirleri
icerisinde sakatatlarin HCA olusumu agisindan en az etkilenen gruplardan biri oldugunu

ortaya koymustur.

4.2.3.7. Sucuk orneklerinin toplam HCA miktarlari

Az pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktar1 0,65 ng/g ile 14,84 ng/g arasinda

degismektedir. Az pismis sucuk orneklerinin ortalamasi ise 3,69 ng/g’dir.

Orta pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktar1 1,52 ng/g ile 16,10 ng/g arasinda

degismektedir. Az pismis sucuk drneklerinin ortalamasi ise 5,66 ng/g’dir.
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Cok pismis sucuk drneklerinin toplam HCA miktart 1,83 ng/g ile 17,89 ng/g arasinda

degismektedir. Cok pismis sucuk drneklerinin ortalamasi ise 6,77 ng/g’dur.

Sucuk orneklerinde az pismis sucuk Orneklerinin toplam HCA miktarlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark var bulunmustur (P<0,05).

Sucuk Orneklerinde orta pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktarlar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark var bulunmustur (P<0,05).

Sucuk oOrneklerinde ¢ok pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktarlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark var bulunmustur (P<0,05).

Az-orta-cok pismis sucuk Orneklerinin kendi i¢inde Duncan testi uygulanmigtir.
Cizelge 4.6’da pismis sucuk Orneklerinin toplam HCA miktar1 ve Duncan testi sonuglari

gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktarlari (ng/g)

Ornek kodlar Az pismis Orta pismis Cok pismis
Ornek 1 9,74° +0,61 1,52%+0,34 12,23 +1,15
Ornek 2 B B 4,56 +0,27
Ornek 3 14,84 +0,78 16,10% +0,69 17,89%+0,46
Ornek 4 B 9,75°+0,98 1,83% +0,05
Ornek 5 3,41 +0,01 3,197" £0,167 3,63° £0,03
Ornek 6 6,21° +0,30 6,02° £0,26 B
Ornek 7 0,65" 0,01 7,47% +0,44 11,47°£0,90
Ornek 8 B B B
Ornek 9 2,08° 0,13 B 2,63" +0,07

Ornek 10 B 12,52° +1,73 17,71%+0,57

*B=Belirlenemedi.
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Keskekoglu (2012)’iin yaptig1 bir calismada dana eti koftelerinin yagda pisirilmesi
durumunda kontrol grubunda 154,63 ng/g toplam HCA tespit edilirken, {iziim ¢ekirdegi 6ziitii
ilaveli koftelerde %20 artis ile 182,65 ng/g, nar ¢ekirdegi oziitii ilaveli koftelerde ise %46
azaligla 83,23 ng/g toplam HCA tespit edilmistir. Firinda pisirilen tavuk eti koftelerinde ise
kontrol grubunda 88,36 ng/g, liziim ¢ekirdegi oziitli ilavelilerde 54,83 ng/g, nar ¢ekirdegi
oziti ilavelilerde ise 154 ng/g toplam HCA olustugu tespit edilmistir. Mangalda pisirilen
kontrol grubu dana eti koftelerinde 345,98 ng/g, liziim c¢ekirdegi oziitli ilaveli koftelerde
121,61 ng/g, nar cekirdegi Ozitii ilaveli koftelerde ise 209,57 ng/g toplam HCA tespit

edilmisgtir.

Yapilan bu caligmaya gore toplam HCA miktariin pismis sucuk orneklerinde diisiik
oldugunu gorebiliyoruz. Bunun nedeni ise pisirme yonteminin mangalda ve firinda pisirme
gibi ¢ok yiiksek sicakliklarda yapilmadigina baglayabiliriz. Ayn1 zamanda sucugun kimyasal
bilesiminin et ve tavuga gore farklt olmasi ve sucugun iiretiminde farkli bilesenlerin

kullaniltyor olmasina (baharat, katki maddeleri vb.) baglayabiliriz.

Ayrica Sekil 4.19°da toplam HCA igeriginin piyasadan toplanan 10 sucuk drneginde

az-orta-¢ok pismis olacak sekilde grafigi gosterilmistir.
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Varyans analizi (ANOVA)’ne gore az-orta-¢ok pismis sucuk ornekleri toplam HCA

icerigi acisindan aralarinda anlamli bir fark vardir (P<0,05).

Duncan testine gore ¢ok pismis 6rneklerin toplam HCA igerigi ile az pismis 6rneklerin
HCA igerigi arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Cok pismis 6rnegin toplam HCA igerigi
en fazladir (Duncan testi sonucu: *3% ¢ok pismis sucuk drnegi, 2%°: orta pismis sucuk érnegi,

1°: az pismis sucuk Ornegi).

Sucuklarin pH’s1 ile az pismis sucuk orneklerinin toplam HCA igerigi arasinda

Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin kiil miktart ile az pismis sucuk orneklerinin toplam HCA igerigi arasinda

Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin nem miktar1 ile az pismis sucuk 6rneklerinin toplam HCA igerigi arasinda

Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin protein miktar1 ile az pismis sucuk orneklerinin toplam HCA igerigi

arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin yag miktari ile az pigmis sucuk orneklerinin toplam HCA igerigi arasinda

Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Az pismis sucuk 6rneklerinin ¢oziiniir protein miktari ile az pismis sucuk orneklerinin
toplam HCA igerigi arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon

yoktur.

Sucuklarin kiil miktari ile orta pismis sucuk 6rneklerinin toplam HCA miktar1 arasinda

Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin nem miktar1 ile orta pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktar

arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin protein miktart ile orta pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktari

arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.
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Sucuklarin yag miktar1 ile orta pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktari

arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin pH miktari ile orta pismis sucuk 6rneklerinin toplam HCA miktar1 arasinda

Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Orta pismis sucuk Orneklerinin ¢oziinlir protein miktar1 ile orta pismis sucuk
orneklerinin toplam HCA miktar1 arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla

korelasyon yoktur.

Sucuklarin kiil miktar1 ile ¢ok pismis sucuk 6rneklerinin toplam HCA miktar1 arasinda

Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin nem miktar1 ile ¢ok pismis sucuk Orneklerinin toplam HCA miktar

arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin protein miktar1 ile ¢ok pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktar

arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin yag miktari ile gok pismis sucuk 6rneklerinin toplam HCA miktar1 arasinda

Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon yoktur.

Sucuklarin pH’s1 ile ¢ok pismis sucuk Orneklerinin toplam HCA miktar1 arasinda

Pearson korelasyon testine gore %99 olasilikla korelasyon vardir.

Cok pismis sucuk Orneklerinin ¢oziinlir protein miktar1 ile ¢ok pismis sucuk
orneklerinin toplam HCA miktar1 arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla

korelasyon yoktur.

Canli (2012)’nin yaptig1 bir ¢alismada HCA analizinin yani sira et kofte drneklerinde
nem ve ¢Oziiniir protein analizleri de yapilmis ve bu parametreler arasindaki korelasyonlar
Pearson korelasyon testi ile arastirilmistir. Izmir’> de {iretim yapan 10 farkli yerden alinan et
kofte numunelerinde % nem konsantrasyonu ile MelQx konsantrasyonu arasinda pozitif
yonde anlamli bir korelasyon bulmustur (P<0,01). % nem konsantrasyonu ile Norharman

konsantrasyonu arasinda da pozitif yonde anlamli bir korelasyon bulmustur (P<0,01). % nem
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konsantrasyonu ile PhIP konsantrasyonu arasinda da pozitif yonde anlamli bir korelasyon
bulmustur. (P<0,01). Coziiniir protein konsantrasyonu ile MelQx konsantrasyonu arasinda
anlamli bir korelasyon bulamamistir (P>0,05). Coziiniir protein konsantrasyonu ile
Norharman konsantrasyonu arasinda anlamli bir korelasyon bulamamistir (P>0,05). Coziiniir
protein konsantrasyonu ile PhIP konsantrasyonu arasinda da pozitif yonde anlamli bir

korelasyon bulamamistir (P<0,01).
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5.SONUC

Calismada az-orta-cok pismis sucuk Orneklerinde gidalarda en fazla olusan
HCA’lardan olan IQ, MelQx, 4,8-DiMelQx, PhIP, norharman ve harman analizleri
yapilmuistir.

Bu tez ¢alismasinda HPLC cihazi ile DAD ve Fluoresans dedektorler kullanilmistir. 10
farkli firmaya ait fermente sucuk Ornekleri satin alinarak sucuk pisirme siiresinin HCA
olusumuna etkisi ilk kez ortaya konulmus ve piyasadan temin edilen sucuk orneklerinin HCA
icerigi ilk kez belirlenmistir. Bu amagla giivenilir, tekrarlanabilir, geri kazanimi yiiksek bir

analiz yontemi kullanilmistir.

Bu calismada sucuk oOrneklerinde ¢ig ve pismis Orneklerde yapilan analizlerin
sonuclar1 arasinda istatistiksel olarak bir korelasyon olup olmadig1 ve yine elde edilen tiim
sonuglarin arasinda anlamli bir fark olup olmadigi varyans analizi ve Duncan testi ile

istatistiksel olarak ortaya konulmustur.

Sadece sucuklarin pH’s1 ile ¢ok pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktart
arasinda Pearson korelasyon testine gore %99 olasilikla korelasyon bulunmustur. Az-orta-¢ok
pismis sucuk ornekleri ile ¢ig sucuk Orneklerinde yapilan kiil, nem, protein, yag, ¢oziiniir
protein sonuglar1 arasinda Pearson korelasyon testine gore %95 olasilikla korelasyon

bulunamamastir.

Analiz edilen sucuk Orneklerinin higbirinde MelQx ve harman tespit edilmezken,
orneklerin sadece birinde 1Q ve DiMelQx tespit edilmistir. Orneklerin sadece ikisinde PhIP
tespit edilmistir. Orneklerde en fazla bulunan HCA norharmandir. Az pismis sucuk
orneklerinin toplam HCA miktar1 0,65 ng/g ile 14,84 ng/g arasinda degismektedir. Az pismis
sucuk orneklerinin ortalamasi ise 3,69 ng/g’dir. Orta pismis sucuk drneklerinin toplam HCA
miktar1 3,19 ng/g ile 16,10 ng/g arasinda degismektedir. Az pismis sucuk Orneklerinin
ortalamasi ise 5,66 ng/g’dir. Cok pismis sucuk 6rneklerinin toplam HCA miktar1 1,83 ng/g ile
17,89 ng/g arasinda degismektedir. Cok pismis sucuk Orneklerinin ortalamasi ise 6,77

ng/g’dir.
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Varyans analizi (ANOVA)’ne gore az-orta-cok pismis sucuk Orneklerinin HCA
icerikleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05). Cok pismis sucuk Orneklerinin
toplam HCA igerigi, az pismis Orneklerin toplam HCA igeriginden fazla bulunmustur. Bu

sonug literatiir ile uyum gostermektedir.

Sucuk orneklerinde az pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktarlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05).

Sucuk orneklerinde orta pismis sucuk orneklerinin toplam HCA miktarlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05).

Sucuk oOrneklerinde ¢ok pismis sucuk Orneklerinin toplam HCA miktarlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<0,05).

Varyans analizi (ANOVA)’ne gore az-orta-cok pismis sucuk oOrneklerinin ¢oziiniir

protein icerigi arasinda anlamli bir fark yoktur (P>0,05).

Duncan testine gore ¢Oziinlir protein igerigi az-orta-¢ok pismis sucuk Ornekleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P>0,05).

Sayisal deger olarak bakildiginda az pigmis sucuk drneginin ¢dziiniir protein igerigi en

fazla bulunmustur.

Varyans analizi (ANOVA)’ne gore ¢ig sucuk 6rneklerinin protein, kiil, nem, yag, pH

miktarlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05).

Yapilan ¢aligmalarda, yliksek oranda antioksidan iceren baharatlarin, kizartilmis etteki
birgok HCA miktarmi azaltabilecegi belirtilmistir (Murkovic et al.,, 1998). Mutajenik
aktivitenin azaltilmasina yonelik olarak gidalara antioksidan, baharat, soya, triptofan, katki
maddeleri, lahana, sogan, seker ve nisasta katilarak, indirgeme iizerine bir¢ok arastirma
yapilmistir. Cesitli calismalarda Vitamin E, kiraz dokusu, ¢ay polifenolik bilesikleri, sarimsak
stilfiir bilesikleri ve oligosakkaritler ile inulin gibi baz1 gida katkilarinin, gidalardaki HCA
miktarinin diizeyini azalttig: belirtilmektedir (Oz ve Kaya, 2007; Keskekoglu, 2012).
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Yapilan ¢aligmalara bakildiginda baharat, antioksidan, sarimsak, seker gibi gida katk1
maddelerinin HCA miktarin1 azaltilabilecegi belirtilmistir. Bu ¢alismada kullanilan fermente
sucuk oOrnekleri i¢inde bulunan baharat, antioksidan, sarimsak, seker gibi gida Kkatki
maddelerinin, HCA  miktarmin  diisik olmasin1  etkileyen etkenler olabilecegi

diistiiniilmektedir.

Insanlarin  giinlik HCA alim miktarlar1 yaklasik 2-25 ng/kg/giin  olarak
belirtilmektedir. Giinliik HCA alim miktar1 ile TDsg degerleri karsilagtirildiginda, giinliik alim
miktarinin uzun dénemde timoér olusumu i¢in oldukca diisiik degerlerde oldugu kabul
edilebilmektedir (Keating and Bogen, 2004; Turesky and Marchand, 2011). Almanya’da
yapilan calismada ise Alman halkinin giinlik HCA aliminin ortalama 103 ng oldugu
belirtilmektedir. Singapur halkinin giinliik HCA alimi1 49,95 ng olarak belirtilmektedir
(Rohrmann et al., 2007).

Avrupa’nin 10 iilkesinde 1992 yilinda EPIC (European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition) tarafindan baglatilan ve 10 yillik bir arastirma plani gergevesinde
beslenme ve kanser iligkisi ortaya konmaya calisilmistir. Bu amagcla yapilan caligma
sonuglarindan bir tanesi de toplumun beslenme aliskanliklarina goére giinlik HCA aliminin
hesaplanmasi olmustur. Isve¢ halkinin giinlik HCA alimu ile ilgili Malmé Diyet ve Kanser
Toplulugunun 8599 kadin ve 6575 erkek iizerinde yaptig1 ¢aligmaya gore glinlik HCA alimi
kadinlarda 583 ng, erkeklerde ise 821 ng bulunmustur. En yiiksek HCA alan gruplar geng
yastakiler, fazla kilolular, hareketsiz yagam tarzina sahip olanlar ve sigara kullananlar olarak

belirtilmistir (Ericson et al., 2007).

Bircok epidemiyolojik calismada giinliik et alim ile kanser arasinda bir iliski oldugu
belirtilmis olmasina ragmen kanser olusumunda etlerle alinan HCA’larla baglanti kurmanin

zor oldugu belirtilmektedir (Sinha et al., 1998).

Yukarida yapilan arastirmalara gore bu tezde bulunan degerler gilinliik alim

diizeylerinin altinda goriilmektedir.

Genel olarak sucuktaki toplam HCA miktariin diger et iiriinlerine nazaran daha diisiik
oldugunu soéyleyebiliriz. Ayn1 zamanda pisirme yonteminin de toplam HCA olusumunu
etkiledigini ve karsilastirilan galigmalara gore daha diisiik seviyelerde HCA igerigine sahip

oldugunu da bu ¢alismada gérmekteyiz.
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Bu tez ¢alismasi; sucuk Orneklerinin ilk defa HCA igeriginin belirlenmesi, 3 farkli
pisirme kosullarinda hangi miktarlar da HCA olustugunun ortaya konmasi, literatiirdeki farkli
et gruplarinin HCA igerikleri ile bu ¢alismanin sonuglariin karsilagtirilmasi agisindan énem
tasimaktadir. Bundan sonraki c¢aligmalarda sucugun iiretim basamaklarinin, {retimde
kullanilan hammaddenin ve depolamanin sucukta HCA olusumuna etkisinin arastirilmast

Onerilebilir.
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