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OZET

GIDALARDA HETEROSIKLIK AMINLERIN (HCA) ANALIZ
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

KACAR, Esra

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Ali UREN
Eyliil 2012, 83 sayfa

Bu calismada gidalarda bulunan HCA’larin tayini i¢in en sik kullanilan {i¢
analiz yontemi ¢esitli 6zellikleri bakimindan kiyaslanmistir. Calismada kullanilan
yontemlerin ekstraksiyon metotlar1 farklilik gostermektedir. HCA miktarlarinin
tespit edilmesi i¢in HPLC cihazi kullamlmustir. Calismada Uren ekstraksiyon
metodu, Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ve Santos ekstraksiyon
metodu ile c¢alisilmistir. Bu metotlar icin yontem kiyaslama, geri kazanim,
tekrarlanabilirlik ve tespit limiti analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizlerde 1Q,

MelQx, DiMelQx, PhIP, Norharman ve Harman bilesikleri ile ¢aligilmistir.

Calismada yontem kiyaslama, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik analizleri
i¢in firmda 225 °C’de 20 dakika boyunca pisirilen kofte érnekleri kullanilmustir.
Tespit limiti analizi icin ise haslanmis et &rnegi kullanilmustir. Orneklerin
homojenligini saglayabilmek i¢in Ornekler analize alinmadan Once pargalanmis,
dondurulmus ve sonrasinda freze-drier yardimiyla kurutulmustur. Ornekler

analize kadar -18 °C’de depolanmistr.

Yontem kiyaslama verileri incelendiginde Uren ve Messner & Murkovic
ekstraksiyon metotlarinin benzer sonuglar verdigi goriilmistiir. Floresans
dedektorde tespit edilen bilesikler igin ise Messner & Murkovic ekstraksiyon
metoduyla genellikle en yiiksek veriler elde edilmistir. Tekrarlanabilirlik analizleri
sonucunda elde edilen verilere bakildiginda DAD dedektorde tespit edilen
bilesiklerde Uren ve Messner & Murkovic ekstraksiyon metotlar1 benzer sonuglar

gostermistir. Floresans dedektdrde tespit edilen bilesikler igin ise Uren
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ekstraksiyon metodunun en yiiksek tekrarlanabilirlik degerine sahip oldugu
belirlenmistir. Tespit limiti analizi sonuglarina bakildiginda tiim bilesenler i¢in
genel olarak en diisiik tespit limiti verileri Uren ekstraksiyon metoduna aittir. Geri
kazanim orani i¢in yapilan analizlerin sonuglarina bakildiginda DAD dedektorde
tespit edilen bilesiklerde Uren ekstraksiyon metodu, floresans dedektorde tespit
edilen bilesiklerde de Santos ekstraksiyon metodu genel olarak daha yiiksek geri

kazanim oranina sahiptir.

Yapilan analizler sonucunda Uren ekstraksiyon metodunun tekrarlanabilirlik
ve tespit limiti degerlerinde genel olarak en iyi sonuglara ve geri kazanim
oraninda da diger metotlarla esit veya onlardan daha yiiksek geri kazanim

oranlarina sahip oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Soézciikler: HCA, yontem kiyaslama, tekrarlanabilirlik, tespit

limiti, geri kazanim.



vii

ABSTRACT

COMPARISON OF THE ANALYSIS METHODS OF HETEROCYCLIC
AMINES (HCA) IN FOODS

KACAR, Esra

MSc in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Ali UREN
September 2012, 83 pages

In this study the most frequently used three analysis methods for
determination of HCAs present in foods were compared due to several properties.
Extraction processes of the methods used in this study have differences. HCA
amounts of the samples were determined with HPLC. Uren extraction process,
Messner & Murkovic extraction process, Santos extraction process were the
methods used in the study. For these methods; method comparing, recovery,
repeatability and detection limit analyses were performed. In these analyses 1Q,

MelQx, DiMelQx, PhIP, Norharman and Harman compounds were investigated.

In the study meatball samples that had been cooked 20 minute at 225 °C
were used for method comparing, recovery and repeatability analyses. However
for detection limit analysis boiled meat sample was used. To homogenize samples
they had been smashed before analysis then frozen and dried by freeze-drier. The
samples had been stored at -18 °C until they were analised.

When the results of method comparing analysis investigated, it showed
Uren and Messner & Murkovic extraction processes had similar results. However
for the compounds that analised with flourescent detector, generally the highest
values were otained by Messner & Murkovic extraction process. Results of
repeatability analyses showed that Uren and Messner & Murkovic extraction
processes have similar results for the compounds detected with DAD detector.
Uren extraction process had also the higest repeatability values for the compounds

detected with flourescent detector. Uren extraction process has the lowest
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detection limit values for all the compounds. Results of recovery analyses show
that Uren extraction process has higher values for the compounds detected with

DAD detector.

As a result of all analyses Uren extraction process generally has the best
results for repeatability and detection limit analyses and also has equal or better

results for recovery analysis compared to the other extraction processes.

Key Words: HCA, method comparing, repeatability, detection limit,

recovery.
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1. GIRiS

Heterosiklik aminler (HCA) etin yiikksek sicakliklarda pisirilmesiyle,
Maillard Reaksiyonunun bir parcasi olarak olusurlar. Heterosiklik aminler insan
sindirim sistemi ve solunum yolu iizerinde mutajenik ve kanserojenik etkilere
sahiptir (Jakszyn et al., 2004).

HCA'’lar dayanikli ve ¢ok halkali aromatik yapiya sahiptirler. Heterosiklik
aminler, yapilarinda karbon, hidrojen ve azot atomlarmi bulundurmaktadirlar ve

halka yapida ¢ift doymamis bag icermektedirler (Chen and Chiu, 1998).

Yapilan c¢alismalar pigirilmis gidalarda 25’ten fazla mutajenik ve

kanserojenik heterosiklik amin ¢esidi oldugunu ortaya koymustur.

Heterosiklik aminler insan sindirim sistemi ve solunum yolu iizerinde
mutajenik ve kanserojenik etkilere sahip oldugundan gidalarda bulunmasi
istenmez. Yaklasik 20 yil 6nce heterosiklik aminlerin laboratuvar hayvanlari
tizerinde potansiyel mutajen ve kanserojen maddeler olduklar1 bulunmustur.
Heterosiklik aminlerle uzun siire beslenen kemirgenlerde siklikla tiimor, kolon ve
prostat kanseri goriilmiistiir. Ayrica sicaklik 300°C {izerine ¢iktiginda, amino
asitlerin pirolizine bagli olarak heterosiklik aminlerin mutajenik aktivitesinin

arttig1 belirlenmistir ( Sahar et al., 2010).

Diger gida mutajenleri ile karsilastirildiginda heterosiklik aminlerin
aflatoksin B;’den 100 kat, en yaygin bulunan ve diger polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin indikatorii olan benzo[a]pyrene’den ise 2000 kat daha mutajenik

olduklar1 belirlenmistir (Oz, 2006).

HCA analizlerinde, HCA’larin pismis gidalarda ng/g gibi c¢ok diisik
miktarlarda bulunmasi, gida matrisinin kompleks olmas1 ve analizde ekstraksiyon,

saflagtirma ve konsantrasyon gibi pek ¢ok izolasyon basamaginin gerekmesi



dogru tespiti zorlastirmaktadir (Meester, 1998). Bunlara ek olarak HCA analiz

yontemleri genel olarak zaman alici ve pahali analizlerdir (Sahar et al., 2010).

Heterosiklik aminler yapilarinda konjuge ¢ift bag igerdiklerinden florasans
ozellik gosterirler ve onlarin bu oOzellikleri HPLC analizlerinde tespit
edilmelerinde kullanilmaktadir. Heterosiklik aminlerin tayin edilmesinde en sik
kullanilan yontemler HPLC-UV ve florasans tespit yontemleridir. HPLC-florasans

yontemi daha yiiksek segicilik ve hassaslik saglamaktadir ( Sahar et al., 2010).

Ulkemizde et tiiketiminin yaygin olmas1 ve yiiksek 1s1 islem uygulanmasi
sebebiyle tiiketilen et ve et iiriinlerinde HCA bulunmasi beklenmektedir.
Tiiketilen HCA miktarinin belirlenebilmesi i¢in heterosiklik amin miktarinin
dogru olarak belirlenmesi gerekmektedir. Kompleks yapidaki gidalarda ng/g gibi
cok diisiik diizeylerde bulunan heterosiklik aminlerin tayininin dogru olarak
yapilmasi ¢ok onemlidir. Heterosiklik amin tayininde uygulanan ekstraksiyon,
saflagtirma ve toplama gibi islem basamaklar1 kaginilmaz olarak kayba sebep

olmaktadir.

HCA tayininde kullanilan analiz yontemlerinin ¢ogu pahali ve ¢ok zaman
alan yontemlerdir. Ayrica bu yontemler sonucu elde edilen sonuglar laboratuvarlar

arasinda farklilik gosterebilmektedir.

HCA tayinlerinde karsilagilan problemleri en aza indirebilmek ve dogru
sonuglar elde edebilmek icin farkli HCA tayin yontemleri gelistirilmistir.
Geligtirilen bu  yontemlerin  dogruluklari, maliyetleri ve  siirelerinin

karsilagtirilmasi en 1yi sonucu elde edebilmek i¢in faydali olacaktir.

HPLC ile yapilan analizler diger yontemlere gore daha hassas sonug
verdiginden ve dezavantaji1 diger analiz yontemlerine gore daha az oldugundan tez
caligmasinda degerlendirme basamaginda HPLC ile calisilmis, ekstraksiyon

basamaginda ise 3 farkli yontem kullanilmistir. Tezde uygulanan ekstraksiyon



yontemlerinin ilki Prof. Dr. Ali Uren ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Diger
yontemler ise Santos et al. (2004) tarafindan ve Messner & Murkovic (2004)
tarafindan gelistirilmistir. Tezde bu ydntemlerden siras1 ile Uren ekstraksiyon
yontemi, Santos ekstraksiyon yontemi ve Messner & Murkovic ekstraksiyon

yontemi olarak bahsedilecektir.

Tez ¢alismasinda bahsedilen yontemlerle ilgili olarak yontem kiyaslama,
tekrarlanabilirlik, tespit limiti ve geri kazanim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Tez
calismasinda HCA c¢esit ve miktarlar1 belirlenirken HPLC analizi sonucunda elde
edilen piklerden faydalanilmistir. Bunun i¢in IQ, MelQx ve DiMelQx bilesikleri
DAD dedektorde, PhIP, Norharman ve Harman bilesikleri ise floresans
dedektorde tespit edilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 HCA’larin Olusum Mekanizmasi ve Siniflandirilmasi

HCA’lar proteince zengin gidalarm 150 °C iizerindeki sicakliklarda
pisirilmesi esnasinda olusurlar. HCA’larin olusumunda Maillard Reaksiyonlari
onemli rol oynamaktadir. Cig ette bulunan kreatin/kreatinin, serbest amino asitler

ve heksozlar HCA olusumuna yol agan maddelerdir (Skog et al., 1998).

HCA’lar olusum mekanizmalarina gore iki ana kimyasal siifa ayrilirlar.
Bunlardan  birincisi  aminoimidazoazoarenler  (AIA) ve ikincisi ise

aminokarbolinlerdir.

Aminoimidazoazoarenler: Isil islem goérmis gidalarda en Onemli grubu

olusturmaktadirlar, 1Q tipi bilesikler veya termik HCAlar olarak da adlandirilir ve
gidalarin, normal ev tipi pisirme sicakliklarinda (150-300°C) pisirilmesi siiresince
serbest aminoasitler, kreatin/kreatinin ve heksozlar arasindaki reaksiyonlarla
olusmaktadirlar. Sekil 2.1.1°de termik HCA’larin olusumu sematize edilmistir. Bu

gruba giren baslica HCA’lar 1Q, MelQ, MelQx, DiMelQx, ve PhIP’dir.

Serbest .

Amino Asitler

Kreatinl‘ DEHIDRASYON Pi'°m

Kreatinin Piridin
Turevleri

Heksoz / \
MAILLARD REAKSIYONU Pirazirm TERMIK .

Piridinler ~ HCALAR

Sekil 1.1 Termik HCA’larin olusum mekanizmasi



Aminokarbolinler: 300°C’nin iizerindeki sicakliklarda proteinler ve aminoasitlerin

pirolizi sonucu olusmaktadir (Toribio et al., 2002). Bu yiizden pirolitik HCA’lar
olarak da adlandirilirlar. Sekil 2.2’de pirolitik HCA’larin olusum mekanizmalari
sematize edilmistir. 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.

o

AminoAsitler

>300°C (s PIROLITI
_~" PiroLiz Bilesenier HCA'LAR

i
Proteinler <

Sekil 2.2 Pirolitik HCA’larin olusum mekanizmasi

Bagka bir smiflandirma da HCA’larin kanserojen Ozelliklerine gore
yaptlmistir. Bu smiflandirmada uluslararasi kanser arastirmalari ajansi
heterosiklik aminlerin bir kismini1 kuvvetle muhtemel ( possible ) kanserojen ( 2B
smifi: MelQ, 8-MelQx, PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2 ) ve bir tanesini de
muhtemel ( probable ) kanserojen ( 2A simifi: 1Q ) olarak siniflandirmistir. Buna
ek olarak yapilan pek cok epidomiyolojik calisma, et tiiketimi ile kolon kanseri
arasinda bir iliski oldugunu gostermistir ve heterosiklik aminler bu iligkiden
sorumlu bilesik olarak goriilmektedir ( Sun et al., 2010 ). Sekil 2.3’te bazi
HCA’larin molekiil yapilar1 goriilmektedir.

NH2 .-'H“"
= C
N={ ( S
P N\HCH e -
ﬂ e L ’ | "}]: fr NHz
"\-\.N.-— -, "‘-\-..N.-'

1Q PhIP



NH, NH,
N={ N={
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HC | N«m “CH, HaGTNj:j/ TCH,
o
RN S\ NF “CH,
MelQx DiMelQx

Harman Norharman

Sekil 2.3 Baz1 HCA bilesiklerinin molekiiler yapilari

Yapilan caligmalar sonucunda tespit edilen heterosiklik aminler Cizelge

2.1°de yer almaktadir. (Oz, 2006).

Cizelge 2.1 Gidalarda tanimlanmis HCA’larm agik isimleri (Oz, 2006).

Kimyasal Ismi ve Siifi Kisaltmasi

Aminoimidazoazoarenler

2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin 1Q
2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinolin MelQ
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinokzalin 1Qx
2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-flkinokzalin MelQx
2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin 4,8-DiMelQx
2-amino-3,7,8-trimetilimidazo[4,5-f] kinokzalin 7,8-DiMelQx
2-amino-3,4,7,8-tetrametilimidazo[4,5-f]kinokzalin 4,7,8-TriMelQx
2-amino-4-hidroksimetil-3,8-dimetilimidazo [4,5- 4-CH20H-8-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 1,6-DMIP

2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b] piridin PhIP



2-amino-1-metil-6-(4-hidroksifenil)-imidazo[4,5- 41-OH-PhIP
b]piridin

2-amino-1,5,6 trimetilimidazo[4,5-b]piridin 1,5,6-TMIP
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]piridin IFP
Aminokarbolinler

2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol AaC
2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol MeAaC
1-metil-9H-pirido[4,3-b]indol Harman
9H-pirido[4,3-b]indol Norharman
3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-1
3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-2
2-amino-6-metildipirido[1,2-a:31,21-d]imidazol Glu-P-1
2-aminodipirido[1,2-a:31,21-d]imidazol Glu-P-2
3,4-cyclopentenopirido[3,2-a]karbazol Lys-P-1
2-amino-5-fenilpiridin Phe-P-1
4-amino-6-metil-1-H-2,5,10,10btetraazafluoranten Orn-P-1
4-amino-1,6-dimetil-2-metilamino-1H,6Hpirolo[3,4- Cre-P-1

flbenziimidazol-5,7-dion

2.2 HCA Olusumunu Etkileyen Faktorler

Gidalarda HCA konsantrasyonu Oncelikle etin yapisinda bulunan serbest
amino asit, kreatin, kreatinin ve sekerlerin miktarina baglidir. Bunlara ek olarak
pisirme sicakligi, pisirme siiresi, pisirmede kullanilan ekipman ve metot da HCA
konsantrasyonunu etkileyen faktorler arasindadir. Ayrica ortamda bulunan

lipidler, antioksidanlar ve su da pisirme sirsinda HCA olusumuna etki eden

faktorlerdendir (Lee et al., 2011).



2.2.1 Sicaklik ve siire

Kondjoyan et al. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada kizgin buhar uygulanan
sigir etlerinde HCA olusumunu incelemislerdir. Calismada dilim halindeki sigir
etlerine 151 uygulanmustir. Is1 uygulamasi 170 ve 220°C arasinda, 1 ve 20 dakika
arasinda degisen siirelerde gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismada 1s1
uygulamasinda sicaklik ve stire arttikca HCA olusumunun arttig1 tespit edilmistir.
Bu artis kinetik olarak modelliginde ise birinci dereceden reaksiyon kinetigine

uydugu gorilmistiir.

Kanithaporn et al. (2012), yaptiklar1 bir ¢alismada pisirilen farkli et
orneklerinde HCA olusumunu incelemislerdir. Calismada 170 ve 230°C arasinda
farkl sicakliklarda pisirme islemi uygulanmistir. Ayrica farkli pisirme siirelerinin
de HCA olusumu iizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen veriler ¢izelge 2.2°de
gosterilmistir. Sonug olarak ¢ok pisirilmis et 6rneklerinde toplam HCA miktarinin

orta derecede pisirilmis et orneklerinden 3,5 kat fazla oldugu belirtilmistir.

Cizelge 2.2 Pisirilmemis, 30 s pisirilmis ve 60 s pisirilmis domuz pastirmasi (DP)
orneklerindeki HCA (IQ, 1Qx, MelQx, DiMelQx, PhIP ve toplam) miktarlar
(Kanithaporn et al., 2012).

Ornek HCA (ng/g)

1Q 1Qx MelQx DiMelQx PhIP Toplam
Pisirilmemis  0,33+0,07° 0,00+0,00° 0,09+0,06° te 0,10+0,02° 0,53+0,11°
DP
30 s 0,60£0,05° 0,04+0,03* 0,14+0,02° te 0,14+0,03*  0,91+0,06°
pisirilmig DP
60 s 0,52£0,03* 0,03£0,02% 0,36+0,15* te 0,18+0,00° 1,10+0,14%
pisirilmig DP

te = tespit edilemedi

Tiim degerler ortalamatstandart sapma (n=4) olarak gosterilmistir. Aynm1 kolonda farkli iist
simgeye sahip ortalamalar p<0,05 i¢in anlamli olarak birbirinden farklidir.



2.2.2 Pisirme ekipmam ve metodu

Pisirme sirasinda kullanilan farkli ekipmanlar HCA olusumu {izerine farkl
etkiler gosterebilmektedir. Ornegin firinda pisirme islemi tavada kizartma
islemine gore daha az miktarda HCA olusumu saglar. Bunun sebebi gidanin
dogrudan tava ile temas ettiginde gerceklesen 1s1 trensferinin, firinda hava ile
saglanan 1s1 transferinden yiiksek olmasidir. Ayrica firinda pisirmede eger
ortamda buhar bulunuyorsa, sadece konveksiyonel 1sitma saglayan firina gore

daha az mutajen madde olustugu belirtilmistir ( Skog et al. 1997 ).

Yapilan ¢alismalarda kizartma ile olusan yiiksek HCA miktarin1 6nlemek
icin gidaya kizartma isleminden 6nce mikrodalga 1sitma islemi uygulamasinin
etkili oldugu belirtilmistir. Mikrodalga 1sitma sirasinda et suyunun kaybiyla HCA
oncti maddelerinde gergeklesen azalma bu islemin etkinliginin temel prensibini

olusturmaktadir (Felton et al., 1994).

Puangsombat et al. (2012) yaptiklart ¢aligmada farkli pisirme
ekipmanlarinin HCA olusumu iizerine etkilerini incelemislerdir. Bu amagla sigir
eti ornekleri firinda 1zgara edilmis ve teflon tavada kizartilmistir. Elde edilen
bulgular ¢izelge 2.3°te gosterilmistir. Sonug olarak sigir eti 6rneklerindeki toplam

HCA miktar1 tavada kizartilan et 6rneklerinde daha yiiksek olarak bulunmustur.

Cizelge 2.3 Kizartilmig ve 1zgara edilmis sigir eti 6rneklerinin HCA (MelQx,
DiMelQx, PhIP ve toplam) igerigi (Puangsombat et al., 2012).

Pisirilen Ornekler HCA (ng/g)
MelQx DiMelQx PhIP Toplam
Kizartilmig si@ireti  Orta pismis 1,75+1,43° 0,04:+0,07° 0,94+0,70° 2,73+2.01¢
Tam pismis 3,3340,38° 0,33+0,38° 5,2740,81° 8,92+1,08°
Izgara edilmis sigir  Orta pismis 0,08+0,07° 0,06£0,04° 1,58+0,36° 1,72+0,43°
eti
Tam pismis 0,12+0,07° 0,11+0,02° 5,63+0,95° 6,04+0,97°

Tim degerler ortalamatstandart sapma (n=4) olarak gosterilmistir. Ayn1 kolonda farkli iist
simgeye sahip ortalamalar p<0,05 i¢in anlaml: olarak birbirinden farklidur.
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2.2.3 Ortamda bulunan 6ncii maddeler

HCA olusumu ortamda bulunan o©ncli maddelere bagli olarak
gerceklesmektedir. HCA olusumu igin ortamda kreatin veya kreatinin bulunmasi
gerekmektedir. Daha Once yapilan bir ¢alismada domuz eti piiresine eklenen
kreatininin HCA olusumunda az miktarda bir artirict etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Yine ayni calismada domuz eti piiresine bazi amino asitler
(glutamin, tirozin, treonin ve alanin) eklenmis ve bunlarin da HCA olusumunu

artirici etkisi oldugu gozlenmistir.( Lee et al., 1994 ).

Yapilan bir ¢alismada ortamda dogal sigir eti kombinasyonuyla ayni oranda
kreatin, amino asit ve seker bulunmasi durumunda, HCA olusumu i¢in optimum
kosullarin saglandigi goriilmiistiir. Fakat ortamda bulunan seker miktarinin

artmasiyla HCA artisginin azaldigi belirtilmistir (Skog and Jagerstad, 1991).

Shin et al. tarafindan 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada da sigir koftesine
bal eklenmis ve HCA olusumu iizerine etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda
balin HCA olusumunu Onleyerek toplam mutajeniteyi azalttigi goriilmiistiir. Bu
azalmanmn temel sebebi balda bulunan antioksidan maddeler olmakla birlikte

bunun yaninda balin icerdigi seker de katki saglamistir.

2.2.4 Lipidler

Ortamda bulunan lipidlerin HCA olusumu {zerine etkisi farkh
olabilmektedir. Ornegin yapilan bir calismada zeytin yaginda kizartilan sigir
koftelerinde HCA olusumu azalma gostermistir (Monti et al., 2001). Buna karsin
yapilan bir bagka calismada kreatin, glisin ve glikoz iceren model sisteme 10
dakika boyunca 1s1 uygulandiginda olusan MelQx miktarinin ortamda bulunan
yag asitleri veya lipitlerden etkilenmedigi belirtilmistir. Ayn1 model sisteme 30
dakika boyunca 1s1 uygulanmasi sonucunda ise misir yagi ve zeytin yagi eklenen

model sistemde MelQx olusumunun, hi¢ yag eklenmeyen model sistemdeki
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MelQx olusumunun yaklasik iki katina denk geldigi belirtilmistir (Johansson et
al., 1993).

2.2.5 Antioksidan maddeler

Ortamda ¢esitli antioksidan maddelerin bulunmasit sonucunda HCA
olusumunda azalma gorilmektedir. Vitaglione et al. 2002 yilinda yaptiklari
calismada domateste bulunan karotenoidlerin ve O6nemli bir flavanol olan
kuersetinin HCA olusumu iizerine etkileri incelemislerdir. Yapilan caligmalar
sonucunda 1000ppm karotenoid konsantrasyonun optimum azalmaya sebep
oldugu belirlenmistir. Sekil 2.4’te goriildiigli gibi bu konsantrasyonda karotenoid
eklenen kimyasal sistemde IQx bilesigi olusumu %36, MelQx bilesigi olusumu
%11 azalirken; et suyu sisteminde MelQx bilesigi olusumu %13 ve 4,8-DiMelQx
bilesigi olusumu ise %5 azalmistir. Buna ek olarak et suyu model sistemine 0,1-
100ppm saf kuersetin eklenmis ve MelQx bilesigi olusumunda %9 ila %57
azalma gozlenmistir. Sonu¢ olarak bu bilesenler domateste yer aldigi i¢in etin

domates ile pisirilmesi sonucu HCA olusumunda azalma gozlenecegi

belirtilmistir.

40% -
30% - =1Q

0, -
20% B MelQx

0, -
10% DiMelQx

0% r 1
Et suyu model Kimyasal model
sistemi sistem

Sekil 2.4 1000ppm karotenoid konsantrasyonunda et suyu model sisteminde ve kimyasal model
sistemde HCA inhibisyonu (Vitaglione et al., 2002).

Bagka bir calismada Balogh et al. (2000) sigir koftesine E vitamini ve
biberiye oleoresini eklemis ve bunlarin HCA olusumu iizerine etkilerini
incelemislerdir. Calismada sigir kofteleri 225°C°de 10 dakika siireyle kizartilmis

ve orneklere %1 ve %10 oranlarinda E vitamini ve biberiye oleoresini eklenmistir.
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Elde edilen bulgular cizelge 2.4’te verilmistir. Her iki bilesigin de toplam HCA

miktarinda azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 2.4 Dogrudan antioksidan eklenmis kizartilmis sigir koftelerinde HCA
konsantrasyonu(ng/g) ve yiizde olarak azalma miktar1 (Balogh et al., 2000).

HCA Kontrol E Vitamini E Vitamini Biberiye Biberiye
(%1) (9%10) Oleoresini(%1) Oleoresini(%10)

1Q

Konsantrsyon 53+3,5° 0,7+0,2 0,6+0,6 15+0,6° 15+1,3°

Inhibisyon(%) 0 85,7 88,1 72,4 71,9
MelQ

Konsantrsyon 35+35° 0,8 +0,4° 1,3+0,6° 07+0,7° 18+1,7°

inhibisyon(%) 0 78,6 64,3 87,0 47,9
MelQx

Konsantrsyon 57+1,7° 29+1,9° 41+0,8° 38+0,7° 51+0,3"

Inhibisyon(%) 0 48,0 26,0 30,1 12,1
DiMelQx

Konsantrsyon 47 +4.4° 1,0+0,3° 1,4 +0,2° 1,1+0,6° 1,4 +0,1°

inhibisyon(%) 0 79,2 70,5 77,0 68,3
PhIP

Konsantrsyon 31,3 +13,5° 9,6 +5,3° 8,6 +3,9° 17,4+2,9° 17,3+12,1°

Inhibisyon(%) 0 69,0 72,5 44,0 44,6

# Antioksidan konsantrasyonlar1 sigir koftelerinin yag ierigine(%15) baghdur.

® Her deger ii¢ tekrar sonucunda elde edilen degerlerin ortalama + standat sapma degerlerine
esittir.

‘Her dizideki farkli harfler kontrol grubundan istatistiki olarak farkli anlamna
gelmektedir(p<0,05) ve p<0,1’de MelQx igin anlamli olmalidir.

2008’de gergeklestirilen bir bagka caligmada ise bira ve kirmizi sarap
marinasyonlarinin tavada kizartilmis sigir etlerinde HCA olusumu iizerine etkileri
incelenmistir. Calisma sonucunda her iki marinasyon ortaminin da icerdikleri
antioksidan maddeler sebebiyle HCA olusumunda azalmaya sebep oldugu
belirlenmistir. Sekil 2.5’te de goriildiigii gibi bira ve sarap ile marinasyon sonunda
PhIP bilesiginde %88 ve 40 azalma saglanirken siirenin istatistiki olarak anlamli

bir farka sebep olmadig1 goriilmistiir.. MelQx bilesigi i¢in de ayn1 durum %44
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azalma i¢in s6z konusudur. 4,8-DiMelQx bilesigi i¢in sadece bira marinasyonu
icin anlamli bir azalma gostermistir ve bu azalma miktar1 %87 olarak

belirtilmistir. (Melo et al., 2008).

100% A
80% -
’ W PhIP
60% -
B MelQx
40%
DiMelQx
20%
0% T T

Bira Sarap

Sekil 2.5 HCA olusumu iizerine marinasyon ortaminin inhibisyon (%) etkisi.

Cheng et al. 2010 yilinda yaptiklari arastirmada sigir koftesi orneklerine 4
farkli meyve ekstrakti ekleyerek bunlarin HCA olusumu iizerine etkilerini
incelemiglerdir. Calismada kullanilan meyve ekstraktlar1 elma, miirver, iiziim
¢ekirdegi ve ananastir. Elde edilen bulgular gizelge 2.5’te verilmistir. Calismada
HCA olugmasini 6nleme acisindan en etkili 2 ekstrakt elma ve {liziim ¢ekirdegi
ekstrakti olarak belirtilmistir. Bu ekstraktlarin toplam HCA miktarin1 kontrol

grubuna gore %70 dolayinda azalttiklar1 belirlenmistir.

Cizelge 2.5 210°C’de 6dk kizartilan sigir koftesi orneklerine eklenen meyve
ekstraktlarina ait toplam fenolik miktar1 ve bu ekstraktlarin HCA olusumuna
etkileri (Cheng et al., 2010).

Toplam Fenolik HCAolusumu ve (ng/g sigir koftesi) ve inhibisyonu (%)

Uygulama Igerigi (g gallik a.

PhIP 4,8-DiMelQx MelQx Toplam HCA

/g ekstrakt)

Kontrol 10,10 + 0,86° 0,95+0,11° 2,96 + 0,49° 14,01
Uziim 0,88 + 0,04 2,80+£0,40°(72)  0,32+0,07°(66) 1,00+ 0,41°(67) 4,13 (71)
Cekirdegi
Elma 0,82 + 0,03 3,14+0,16°(69)  034+0,07°(63)  1,24+0,38"(59) 4,72 (66)
Miirver 0,24 £ 0,01 554+£049°(45) 0,76 +0,13* (19) 2,80+ 0,767 (6) 9,10 (35)
Ananas 0,10 £0,00 8,.85+0,11*(13)  0,77+0,06* (18) 2,23 +0,96 (27) 11,86 (15)

®0Ortalama = standart sapma; tiim uygulamalar i¢in N-3.
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Liao et al., 2008 yilinda yaptiklari ¢calismada domuz etine farkli sicaklik
uygulamislar, cesitli antioksidan maddeler eklemisler ve bunlarin HCA olusumu
iizerine etkilerini incelemislerdir. Sicaklik ve siire artisitnin HCA olusumunu
artirdig1 belirtilmistir. Antioksidan olarak farkli diizeylerde (% 0,01-0,05-0,1) E
ve C vitamini eklenmis, C vitamininin HCA olusumunda istatistiksel olarak
anlamli bir azalmaya sebep olmadigi, buna karsin E vitamininin Norharman,

PhIP, AaC ve MeAoC bilesiklerinde azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir.

Janoszka 2010’da yaptig1 bir ¢alismada tavada kizartilmis etlerde kullanilan
sosa sarimsak ve sogan ecklemis ve bunlarin HCA olusumu iizerine etkisi
incelemistir. Calismada domuz etinden elde edilen boyun, pirzola ve kiyma
ornekleri kullanilmistir. Sonug olarak HCA miktarinin sosa %30 sogan eklenince
%31-49 arasinda; %15 sarimsak eklenince ise %26-36 arasinda azaldigi
goriilmiistiir (Cizelge 2.6). Calismada sogan ve sarimsagin HCA olusumu {izerine

azaltici etkisi oldugu belirlenmekle birlikte bu ikisinin kiyaslamasi yapilmamastir.

Cizelge 2.6 Domuz etinde ve soslarda olusan HCA (ng.g™*) (Janoszka, 2010).

Bilesen Boyun Pirzola Kiyma
(HCA) Et Sos Et Sos Et
Katkisiz
MelQ ND 7,34 £ 0,63 9,28 £0,82 10,54 £ 0,70 6,28 = 1,55
8-MelQx 2,62+0,20 1,02+0,11 4,58 £0,02 1,40+ 0,11 3,71 +£0,49
4,8-DiMelQx ND ND 1,74 +£ 0,39 1,62 +0,26 ND
PhiP 4,59+0,72 1,87+0,18 ND 1,52+0,15 2,22 +£0,58
Sogan Ekli
MeIQd ND 6,23 +£ 0,66 4,49 + 1,11 6,97 +0,92 527+1,30
8-MelQx 0,50 = 0,07 0,64+ 0,10 1,74 +0,10 2,30+ 0,38 1,77 +£0,27
4,8-DiMelQx ND ND ND ND ND
PhiP 2,40 + 0,48 3,95+0,24 ND ND ND
Sarimsak Ekli
MelQ* ND 7,61 +0,94 6,38 = 1,59 10,45+ 1,11 6,10 +£0,72
8-MelQx 1,26 £ 0,20 2,22+0,42 2,63+0,27 332+0,19 2,95+0,44
4,8-DiMelQx ND ND ND ND ND

PhIP ND ND ND ND ND
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Ayrica Hirose et al., 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada HTHQ, BHA, BHT,
TBHQ ve PG antioksidanlarinin kanser onleyici etkilerini kiyaslamak ve farelerde
MelQx’in indiikledigi hepatokarsinojen olusumuna etkilerini incelemistir.
Calisma sonucunda HTHQ antioksidan bilesiginin MelQx tarafindan indiiklenen
hepatokarsinojene karsi en etkili bilesik oldugu gosterilmistir. Ayrica bu bilesin
antikanserojen etkisi de BHA, BHT, TBHQ ve PG bilesiklerinden yiiksek
bulunmustur. Ayrica HTHQ’nun bahsedilen diger antioksidan bilesiklere gore
diger 6nemli HCA bilesikleri olan Glu-P-1, Glu-P-2, Trp-P-1, Trp-P-2, 1Q, MelQ
ve PhIP’in neden oldugu mutajen ozelligi de daha fazla inhibe ettigi tespit
edilmistir. Bu calisma ortamda bulunan antioksidanlarin HCA olusumunu

onlemek disinda HCA’larin olumsuz etkilerini de azalttigin1 géstermektedir.

2.3 HCA’larin Insan Saghg Uzerine Etkileri

Yaklasik 20 y1l 6nce heterosiklik aminlerin laboratuvar hayvanlari {izerinde
potansiyel mutajen ve kanserojen maddeler olduklart bulunmustur. Heterosiklik
aminlerle uzun siire beslenen kemirgenlerde siklikla tiimor, kolon ve prostat
kanseri goriilmiistiir. Ayrica sicaklik 300°C iizerine ¢iktiginda, amino asitlerin
pirolizine bagli olarak heterosiklik aminlerin mutajenik aktivitesinin arttig1

belirlenmistir ( Sahar et al., 2010).

Heterosiklik aminler insan sindirim sistemi ve solunum yolu {izerinde
mutajenik ve kanserojenik etkilere sahiptir (Jakszyn et al., 2004). Bu yiizden
gidalarda bulunmasi istenmez. Diger gida mutajenleri ile karsilastirildiginda
heterosiklik aminlerin aflatoksin Bi’den 100 kat, en yaygmn bulunan ve diger
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin indikatoérii olan benzo[a]pyrene’den ise 2000

kat daha mutajenik olduklar1 belirlenmistir ( Oz, 2006).

Yapilan ¢aligmalar HCA’larin sadece bakteriler icin degil, ayn1 zamanda
memeliler i¢in de mutajenik oldugu goriilmiistiir. HCA’lar bazi kromozomal

sapmalara sebep olarak kardes kromatitlerde degisiklige sebep olurlar ve boylece
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bazi memelilerin hiicre sistemlerinde mutajenik etki gosterirler (Alaejos and

Afonso, 2011).

2.4 HCA Analizinde Kullamilan Bashca Yontemler

Heterosiklik aminlerin ilk olarak tespit edilmesi ve siniflandirilmasi biiytik
miktardaki pismis et Orneklerinden pek ¢ok kromatografik basamakla izole
edilmeleri ile yapilmaktaydi. Mutajenler Ames bakteriyel mutajenez yontemi ile
izlenmekte, NMR ve kiitle spektroskopisi yontemleri ile tanimlanmaktaydi.
Sonrasinda heterosiklik aminlerin ekstraksiyonu i¢in sirali kat1 faz( tandem solid
phase) yontemi ve tespiti i¢in de UV diyotlu HPLC yontemi kullanilmistir. Son
zamanlarda ise heterosiklik aminlerin tespit edilmesi ve heniliz kesfedilmemis
heterosiklik aminlerin tanimlanmas1 igin sivi  kromatografi-elektrosprey
iyonazisasyon/sirali kiitle spektrometrisi ( LC — ESI — MS/MS ) kullanilmaktadir (
Sahar et al., 2010).

Heterosiklik aminlerin bazilar1 yapilarinda konjuge ¢ift bag icerdiklerinden
florasans ozellik gosterirler ve onlarin bu 6zellikleri HPLC analizlerinde tespit
edilmelerinde kullanilmaktadir. Heterosiklik aminlerin tayin edilmesinde en sik
kullanilan yontemler HPLC-UV ve florasans tespit yontemleridir. Yapilan
calismalar HPLC-florasans yonteminin daha yiiksek segicilik ve hassaslik
sagladigin1 gostermektedir (Sahar et al., 2010).

Tezde uygulanan ekstraksiyon ydntemlerinin ilki Prof. Dr. Ali Uren ve ark.
tarafindan gelistirilmistir. Diger yontemler ise Santos et al. (2004) tarafindan ve
Messner & Murkovic (2004) tarafindan gelistirilmistir. Cizelge 2.7°de bu
yontemlerin ekstraksiyon basamaklari genel hatlariyla kiyaslanmistir. Tezde bu
yontemlerden sirasi ile Uren ekstraksiyon yontemi, Santos ekstraksiyon yontemi

ve Messner & Murkovic ekstraksiyon yontemi olarak bahsedilecektir.
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Cizelge 2.7 Uren, Santos ve Messner & Murkovic ekstraksiyon metotlarinin
kiyaslanmast

Uren Santos Messner
Ekstraksiyonda HCI NaOH NaOH
kullanilan Carrez I ve Carrez 11 Diatome Topragi Diatome Topragi
kimyasallar Etil asetat Etil asetat
Kartuglar Bond Elut C;5 SPE kartus PSR kartus OASIS MCX kartus
OASIS MCX kartus Cyg kartus
OASIS kartus
Cozgen Metanol/%25°lik NHz (19:1) Metanol- Metanol/ NH; (19:1)
Metanol NH3(%25)/H,0 (95/5) Metanol
Metanol

2.5 Messner & Murkovic Ekstraksiyon Metodu Kullanilarak Yapilan

Cahismalar

Damasius et al., 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada sigir eti 6rneklerine
feslegen, gliveyotu, mercankdsk, biberiye, geyik otu, sweetgrass, kekik ve kisnis
ekstraktlar1 eklemis ve bunlarin HCA olusumu iizerine etkilerini incelemislerdir.
Calismada ornekler dietilen glikol igerisinde 200°C’de 20 dakika boyunca
degistirilmiglerdir. Eklenen bu bilesikler antioksidan olarak fenolik bilesikler

icermektedir ve ¢izelge 2.8’de toplam fenolik icerikleri gosterilmektedir.

Cizelge 2.8 Calismada kullanilan baharatlarin fenolik igerikleri (Damasius et al.,

2011).

Materyal DPPH ICso (mg/ml) Fenolik Igerigi (mg/g gallik a.)
Giivey otu 0,41+0,01 136,0 = 0,82

Feslegen 1,30+ 0,01 75,5+ 1,15

Biberiye 0,25 +0,02 142,0 £ 3,58

Mercankosk 0,74 £ 0,03 104,0 £ 1,90

Kekik 0,75 +0,01 778 £1,71

Geyik otu 0,82 +0,01 68,2 +0,07

Sweetgrass 1,48 £0,01 87,9 +0,95

Kisnis 0,98 £ 0,02 97,1 +3,64

Calismada baharatlarin temelde PhIP, Trp-P-1 ve Trp-P-2 bilesenleri
tizerine etkileri incelenmistir. Sonug olarak ise baharat farkli baharat g¢esitlerinin,

farkli HCA bilesenleri iizerine etki ettikleri goriilmiistiir. Ornegin feslegen ve
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giiveyotu ilavesinin PhIP miktarinda artisa sebep oldugu goriiliirken, Trp-P-1’de
ise azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Eklenen tiim baharatlarin Trp-P-2’de
azalmaya sebep oldugu belirtilmistir. En etkili inhibisyon saglayan baharatlar
feslegen ve giivey otu olarak belirtilmis ve bunlarin etkileri Sekil 2.6’da
gosterilmigtir. Sigir eti Orneklerinde kontrol grubuna gore PhIP bilesiginde
feslegen %49’luk bir azalma saglarken giivey otu %67’lik bir azalma saglamistir.
Bunun yaninda feslegen ve gilivey otu baharatlar1 Trp-P-1 bileseninde sirasiyla

%31 ve %20 azalma saglarken Trp-P-2 bileseninde ise %39 ve %13 azalma

saglamigtir.
80%
60% M Trp-P-2
40%
W Trp-P-1
20% ‘l—‘ i
0% - T T PhIP
Feslegen eklenmis Giivey otu eklenmis
ornekler ornekler

Sekil 2.6 HCA olusumu iizerine feslegen ve giivey otu baharatlarinin inhibisyon (%) etkisi.

Diindar ve ark. yaptiklar1 ¢alismada pisirilmis koftelerde S5 farklh faktoriin
HCA olusumu iizerine etkilerini incelemistir. Secilen bu faktorler NaCl (%0-2),
yag (%10-30), askorbik asit (0-600 ppm), pisirme sicakhigr (150-230 °C) ve
pisirme siiresidir (5-15 dk). Incelenen HCA’lar ise 2-amino-3-methylimidazo[4,5-
f]- quinoline (1Q), 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]-quinoxaline (MelQx), 2-
amino-3,4-dimethylimidazo [4,5-f]-quinoline (MelQ), 2-amino-3,4,8-
trimethylimidazo[4,5-f]-quinoxaline (4,8-DiMelQx) and 2-amino- 1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-b]-pyridine (PhIP)’dir. Yapilan ¢alisma sonucunda ¢izelge
2.9°da goriildigi gibi yag, pisirme siiresi ve pisirme sicakligi artiginin s6z konusu
HCA’larin miktarinda artisa sebep olurken, askorbik asit miktarindaki artisin yine
s6z konusu olan HCA’larin miktarinda azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir.
NaCl’nin ise sadece MelQx bileseninde artisa sebep oldugu sonucuna ulasilmistir.
Calismada NaCl’nin koftelerde bulunan suyun uzaklagmasina engel olarak bu

etkiyi gdstermis olabilecegi belirtilmistir (Diindar ve ark., 2012).
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Cizelge 2.9 HCA bilesenlerine ait minimum ve maksimum degerler (Diindar ve
ark., 2012).

HCA Deney Faktorleri Minim  Maksimum
um

(ng/g)

NaCl  Askorbik Yag Pigirme Pigirme

(%) asit (%) (%) Sicakligi (%)  Siiresi (%)
1Q 0,69 572,4 18,1 168,1 5,0 0,086

2,0 0,0 30,0 230,0 15 21,8
MelQx 1,71 600 13,77 150,0 5,0 0,077

2,0 0,0 30,0 230,0 15,0 25,7
MelQ 0,3 520,0 23,6 155,3 8,2 0,0200

2,0 0,0 30,0 230,0 15,0 31,1
DiMel 0,47 328,3 19,4 155,3 8,6 0,0020
Qx

2,0 4245 10,2 230,0 15,0 4,06
PhIP 0,0 600,0 20,4 1779 10,0 0,0068

2,0 0,0 30,0 230,0 15,0 36,7

Wong et al. (2012), 11 tane suda ¢Oziinebilir vitaminin HCA olusumu
lizerine etkisini incelemistir. Arastirmada kullanilan vitaminler pridoksal(B6
vitamini), piridoksamin (B6 vitamini), pridoksin (B6 vitamini), nikotinik asit (B3
vitamini), biyotin (B7 vitamini), tiyamin (B1 vitamini), L-askorbik asit (C
vitamini), riboflavin (B2 vitamini), pantotenik asit (B5 vitamini), folik asit (B9
vitamini) ve B12 vitaminidir. S6z konusu vitaminlerin PhIP ve MelQx bilesenleri
lizerine etkileri incelenmistir. Ornek olarak model sistem ve sigir koftesi
kullanilmigtir. Elde edilen bulgular ¢izelge 2.10°da verilmistir. Arastirma
sonucunda piridoksamin, pridoksin, nikotinik asit, biyotin, tiyamin ve L-askorbik
asidin HCA olusumunda %40’tan fazla inhibisyon sagladigi goriilmiistiir. Bunlar
arasinda pridoksaminin en etkili bilesik oldugu belirlenmistir ve bu vitaminin
inhibisyon etkisinin konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 ve bu artisin da lineer
olmadig1 goriilmiistiir. Cizelge 2.9°da HCA olusumu {izerine en yiiksek inhibisyon
etkisine sahip olan askorbik asit, niasin ve pridoksamin bilesiklerinin etkileri

gosterilmistir.
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Cizelge 2.10 200°C’de 6 dk kizartilan sigir koftelerinde HCA olusumu iizerine
vitaminlerin (0,2 mmol) etkisi (Wong et al., 2012).

Uygulama HCA’lar (ng/g sig1r koftesi) ve inhibisyon (%)
PhIP DiMelQx MelQx Toplam HCA
744+1,12° 2,46 +0,32 7,39 +£0,84° 173
Askorbik asit ¢ 02 40,13 (19) 2,12 +0,04° (14) 6,13 +0,25° (17) 14,3 (17)
Niasin 6,03 £0,27° (19) 2,09+ 0,09° (15) 5,99 % 0,20° (19) 14,1 (18)
Pridoksamin 424+ 0,45° (43) 1,53 +£0,16° (38) 4,29 +0,49° (42) 10,0 (42)

& Degerler ortalama+Standart sapma (n=3) seklinde gdsterilmistir.
b parantez igindeki degerler kontrole kiyasla % inhibisyon degerini belirtmektedir.
° Ayni kolonda farklt harflerle isaretli ortalama degerleri anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Oz ve Kaya (2011) yaptiklar1 bir calismada karabiberin yiiksek yag igerikli
koftelerde HCA olusumu iizerine etkilerini incelemistirler. Calismada 175 °C, 200
°C ve 225 °C olmak iizere 3 farkli sicaklikta kizartma islemi yapilmistir.
Karabiberin 1Q, MelQ, MelQx, 4,8-DiMelQx ve PhIP bilesenleri iizerine etkileri
incelenmistir. Elde edilen bulgular ¢izelge 2.11°de verilmistir. Karabiber
icermeyen kontrol grubunda sicaklik artisiyla birlikte bahsedilen HCA’larin
miktarlarinda artis oldugu goriilmiistiir. Karabiber eklenen orneklerle yapilan
analizler sonucunda ise karabiberin PhIP bilesigi {lizerinde %100 etkili oldugu
belirlenmistir. Toplam HCA olusumunda karabiberin inhibisyon etkisi oldugu ve

bunun %12 ila %100 arasinda degiskenlik gosterdigi belirtilmistir. Caligmaya ait
bulgular gizelge 2.10°da gosterilmistir.

Cizelge 2.11 Ko6ftede bulunan HCA miktari (ng/g) (Oz ve Kaya, 2011).

Uygulama Sicaklik (°C) 1Q MelQ DiMelQx PhiP Toplam HCA
Kontrol 175 1,40 te te te 1,40
200 5,46 0,24 te te 5,70
225 te 2,66 3,35 31,80 37,81
Karabiber 175 0,93 te te te 0,93
(33,57) (33,57)
200 4,85 0,18 te te 5,03
(25,00) (11,75)
225 te te te te Te
(100) (100) (100) (100)

te: tespit edilemedi; parantez igindeki degerler kontrol grubuna dayanarak % inhibisyon oranidir.
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2.6 Santos Ekstraksiyon Metodu Kullanilarak Yapilan Calismalar

Smith et al. (2008), yaptiklart bir ¢alismada marinasyonda kullanilan
soslarin sigir bifteginde HCA olusumu iizerine etkilerini incelemislerdir.
Marinasyon soslar1 hazir olarak marketlerden temin edilmistir. Tiim marinasyon
soslart ve kontrol grubu su, sirtke ve soya yagi icermektedir. Bunun diginda
marinasyon  soslarinin  icerdikleri  farklt  bilesenler c¢izelge 2.12°de
gosterilmektedir. Sigir biftegi ornekleri bu soslarla 1 saat muamele edildikten

sonra 204 °C’de 1zgara edilerek pisirilmistir.

Cizelge 2.12 Marinasyon soslarinin bilesim ve baharat kompozisyonu (Smith et
al., 2008).

Uygulama Bilesim” Baharatlar

Kontrol (marine edilmemis ve yok yok

higbir sey eklenmemis)

Kor sosla marine edilmis su, soya yagi, sirke yok

Caribbean sosu + stv1 tuz (%5,4), seker, karamel renk yok

Caribbean marinasyonu tuz, seker, karamel renk kekik,  kirmizibiber,  karabiber,

yenibahar, biberiye, frenk sogani

Southwest sosu + s1vi tuz (%3,1), seker, maltodekstrin, silikon yok
dioksit
Southwest marinasyonu tuz, seker, maltodekstrin, silikon dioksit paprika, kirmizibiber, keklikotu,

kekik, karabiber, sarimsak, sogan

Herb sosu + sivi tuz (%2,2), seker, maltodekstrin, modifiye  yok
edilmis musir nigastasi, peynir alt1 suyu tozu,

soya proteini, bugday gluteni, kalsiyum

silikat

Herb marinasyonu tuz, seker, maltodekstrin, modifiye edilmis keklikotu, feslegen, sarimsak, sogan,
misir nisastasi, peynir alti suyu tozu, soya jalepeno biber, maydonoz,
proteini, bugday gluteni, kalsiyum silikat kirmizibiber

# Marinasyon soslariyla kullanilan s1vi ve marinasyonlar 60 ml su, 30 ml soya yag1 ve 30 ml sirke
igcermektedir

® Tuz degerleri iirlinlerin orijinal etiketinden alinmustir.

Uygulamanin MelQx, PhIP, harman ve norharman bilesenleri iizerine
etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular ¢izelge 2.13’te verilmistir. Caligma

sonunda her {i¢ marinasyon sosunun MelQx ve PhIP bilesenlerinde kontrol
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grubuna gore anlamli bir azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Caribbean sos
karigimi toplam HCA miktarinda %88 azalmaya sebep olarak en etkin azalmay1
saglayan sos olarak belirtilmistir. Bunu toplam HCA miktarinda %72 azalmaya
sebep olan Herb sos karisimi ve %57 azalmaya sebep olan Southwest sos karisimi
izlemistir. Sadece su, sirke ve soya sosu ile marine edilen kontrol grubu
orneklerinde de marinasyon uygulanmayan 6rneklere gore daha az miktarda HCA
olustugu belirtilmistir. Calismada Caribbean sosunun en yiiksek oranda
polifenolik antioksidan maddelere sahip oldugu belirtilmistir ve bu maddelerin
baslicalar1 karnosik asit, karnosol ve rosmarinik asit olarak tanimlanmistir.
Calisma sonucunda genel olarak temin edilebilen baharatli marinsayon soslarinin
pisirme sirasinda olusan HCA inhibisyonunu saglama ve kanserojen madde

olusumunu 6nlemede etkin olduklari saptanmistir (Smith et al., 2008)

Cizelge 2.13 204 °C’de 10 dk boyunca 1zgara edilen sigir eti orneklerinde
marinasyon soslarinin HCA konsantrasyonu (ng/g) lizerine etkisi (Smith et al.,
2008).

HCA (ng/g)
Uygulama MelQx PhIP Harman Norharman
Kontrol 30,2 (£ 4,17 17,4 (1 4,73 2,26 [1+0,35% 2,2 140,07
Kor sosla  marine 303 146,01 24,8 1+ 10,1° 2,86 [ 1= 0,55° 2,21 (1 0,69%
edilmis
Caribbean sosu+svi 144 11+ 0,61° 4,10 [+ 0,26 1,24 1+ 0,05b™ 1,41 0£0,1%
Southwest sosu +sivi 99 6 (147 5% 9,26 (14 1,75 12 (1%£0,1% 3,46 (14 0,35°
Herb sosu +siv1 12,8 [+ 0,41° 8,2 [+ 1,35% 1,1 (140,179 2,6 (10,17
Caribbean 3,10 [+0,62° 2,33 120,15 0,54 1+ 0,05° 0,52 [1+0,18°
marinasyonu
Southwest 15,8 (1420 5,03 [1+0,5% 0,8 (14 0,4% 1,63 140,85
marinasyonu
Herb marinasyonu 7,16 [+ 1,04° 3,0 [+ 0,32° 1,7 [+ 0,05%¢ 1,96 (14 1,10%

ADegerler 3 tekrardan ortalama + standart sapma bigiminde verilmistir.
8 Aym kolonda bulunan ortalamalardan farkli harfe sahip olanlar birbirinden anlamli olarak
farklidir (p<0,05).

Viegas et al. (2012), yaptiklar1 ¢alismada antioksidan maddelerce zengin
marinasyon soslarinin tavada kizartilan sigir etlerinde HCA olusumu {iizerine

etkilerini incelemislerdir. Caligmada marinasyon sosu olarak antioksidan
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bakimindan zengin olan sadece bira ve beyaz sarap (alkollii/alkolsiiz) igeren veya
bunun yaninda eti lezzetlendirmede genel olarak kullanilan baharatlar1 ( sarimsak,
zencefil, kekik, biberiye ve kirmizibiber) da igeren soslar kullanilmistir. Sekil
2.7°de farkli marinasyon ortamlarinin radikal eleme aktivitesi gosterilmistir.(Si8ir
eti Orneklerinin marinasyon oncesinde (T0) ve 4 saat marinasyon yapildiktan
sonra (T4) radikal eleme aktiviteleri DPPH serbest kok baglama metodu ile
belirlenmistir. TO durumunda en yiiksek radikal eleme aktivitesini %73.,5 ile
baharat karisimi ve saraptan olusan marinasyon sosu saglamis, bunu %72,5
azalma saglayan sadece sarap iceren sos, %53,4 ile dealkolize edilmis sarap ve
baharatlardan olusan sos, %41,7 ile bira ve baharatlardan olusan sos, %39,6 ile
dealkolize saraptan olusan sos ve %25,9 ile sadece biradan olusan sos izlemistir.
T4 durumunda ise tiim marinasyon soslar1 radikal eleme aktivitesini azaltmakla

birlikte birbirine benzer azaltma profili sergilemistir.

80,00% -

70,00% -

60,00%

50,00% -

40,00% -

30,00% - M Radikal Eleme Aktivitesi

20,00%

10,00% -

0,00% T T T 1
Sarap + Sarap Dealkolize  Bira +
Baharat sarap + Baharat
karigimi Baharat karisimi

karigimi

Sekil 2.7 TO durumunda farkli marinasyon ortamlarinin radikal eleme aktivitesi (%) (Viegas et al.,
2012).

Tiim marinasyon soslart toplam HCA miktarinda azalma saglamistir. Elde
edilen bulgular cizelge 2.14’te verilmistir. Bira i¢eren marinasyon soslari sarap
iceren marinasyon soslarindan daha etkin azalmaya sebep olurken, baharat
ilavesinin daha iistiin inhibisyon etkisi saglayarak HCA miktarinda %90’a kadar

azalmaya sebep oldugu belirtilmistir. Marinasyon soslarinin radikal eleme
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aktiviteleri ve toplam HCA olusumu fiizerine etkileri arasinda bir korelasyona
sahip olmadig1 ¢alismada belirtilmistir. Yapilan arastirmada s6z konusu baharatlar
PhIP olusumunda %30 civarinda inhibisyon saglarken, alkol PhIP olusumunu

artirmistir (Viegas et al., 2012).

Cizelge 2.14 Tavadal80°C’de kizartilmis, 4 saat marine edilmis sigir etlerinde
marinasyon sivilarinin HCA olusumu iizerine etkileri (Sonuglar ortalama+standart
sapma (n=3) biciminde gdsterilmistir, parantez iclerinde inhibisyon (%) oranlari
verilmistir.) (Viegas et al., 2012).

HCA (ng/g kizartilmis et) ve inhibisyon (%)

Et 6rnekleri PhIP IQ MelQx DiMelQx
Kontrol grubu 9,69+2,27° 6,45+ 0,35 ° 9,07 +0,6° 3,60+ 1,64°
Bira ile marine 484+093°(50)  TE®(>97) TE © (>99) TE® (>98)

Bira + Baharat Kanisimi— 08340,04°(91) ~ TE*®(>97) TN (>76) 1,30 + 0,62 ° (64)
ile marine

Sarap ile marine 9,82+2,19% (1) TE® (>97) TN ¢ (>76) 1,08 + 1,52 *(70)
Sarap  +  Baharat ¢61491420(32)  1,8240,11°(72)  6,09+327%°(33)  129+0,48" (64)

karigimi ile marine

Dealkolize sarap ile 38141030 (61)  TE®(>97) 438+0,79°(52)  TE®(>98)
marine

Dealkolize  sarap  + 2554 132°(77)  TE®(>97) 444+023°(51)  TE"(>98)
Baharat karigimi  ile

marine

® Aym kolonda bulunan ortalamalardan farkli harfe sahip olanlar birbirinden anlamh olarak
farklidir (p>0,05). TE ve TN kisaltmalari tespit edilemedi ve tanimlanamadi anlamina gelmektedir.
Parantez i¢indeki degerler kontrol grubuna kiyasla %inhibisyon oranini géstermektedir.

Puangsombat et al. (2011a), yaptiklari bir ¢alismada hazir gidalardaki HCA
miktarlarin1 arastirmistir. Arastirmada Orneklerdeki PhIP ve MelQx bilesenleri
incelenmistir. Yapilan calisma sonucunda hazir gidalarda HCA igerikleri artan
sirayla su sekilde bulunmustur: pepperoni (0.05 ng/g) < hot dog ve hazir pisirilmis
et Uriinleri (deli meat) (0.5 ng/g) < tam pigsmis domuz pastirmast (1.1 ng/g) <
tavuk g¢evirme et kismi (1.9 ng/g) < tavuk g¢evirme deri kismi (16.3 ng/g).
Sonuglar sekil 2.8’de gosterilmistir. Calismada pisirme kosullart ve hazir

yiyeceklerde bulunan bilesenlerin HCA miktar1 iizerinde etkilere sebep oldugu
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belirtilmistir. Ayrica aragtirmacilar hazir gida tiikketiminin ¢ok az miktarda HCA

alimina sebep oldugunu bildirmistir.

HCA (ng/g)

18 -
16 -
14 -
12

B HCA (ng/g

[EY
ONDPDOOOO
I

T a— -y -y -
Pepperoni Hot dog ve Tam pismis  Tavuk Tavuk

delimeat domuz cevirmeet cevirme
pastirmasi kismi deri kismi

Sekil 2.8 Hazir gidalarda bulunan HCA miktarlar1 (ng/g) (Puangsombat et al., 2011a).

Viegas et al. (2012), yaptiklar bir ¢alismada kullanilan mangal komiirii ve
1zgarada pisirme kosullarinin et {irtinlerinde HCA olusumu {izerine etkilerini
incelemistir. Arastirmada tam pigmis balik ve et 6rnekleri tizerinde galisilmistir.
Mangal kémiirii olarak odun ve Hindistan cevizi kabugu kdmiirleri kullanilmis ve
200°C’de pisirme islemi uygulanmigtir. Arastirma sonucunda ayni tip komiir
kullanilarak pisirilen et ve balik 6rneklerinde HCA miktarlarinin farkli oldugu ve
balik orneklerinin pisirme islemi sonucunda daha yiiksek HCA miktarina sahip
oldugu belirlenmistir. Farkli komiir tipleri et 6rneklerinde olusan HCA miktari
tizerinde etkiye sahip olmazken, balik 6rneklerinde Hindistan cevizi kabugu
komiirtiyle pisirilen 6rneklerin odun komiiriiyle pisirilen balik 6rneklerine gore
daha az HCA igerdigi sonucuna ulasilmistir. Ayrica i1zgarada pisirme islemi
boyunca Orneklerden damlayan yagin daha yiiksek miktarda HCA olusumuna
sebep oldugu belirtilmistir. Caligma sonunda mangalda pisirilen farkli tiplerdeki
etlerden termik HCA’larin (IQ, MelQ, MelQx, DiMelQx, ve PhIP) ve pirolitik
HCA’larin (Glu-P-1, Glu-P-2, Phe-P-1, Trp-P-1, Trp-P-2, AaC ve MeAoaC) alimi

da incelenmis ve sonug sekil 2.9°da gosterilmistir.
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M Pirolitik HCA'lar
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B Termik HCA'lar
0 Termik HCA'lar

i . Pirolitik HCA'lar
181Ir eti .
Tavuk eti Balik eti

Sekil 2.9 Termik ve pirolitik HCA’larin alimi (ng/100g 1zgara edilmis et 6rnegi)

Puangsombat et al. (2012), yaptiklar1 ¢alismada gesitli et {irinlerindeki
HCA miktarlarini arastirmistir. Arastirmada kullanilan et iirlinleri sigir eti, tavuk
eti, domuz eti ve balik etidir. Ayrica tavada kizartma, firinda 1zgara etme ve
firmda pisirme gibi farkl pisirme teknikleri 170 ve 200°C arasindaki sicakliklarda
uygulanmistir. Kullanilan o6rneklerde belirlenen baslica HCA’lar PhIP (1,49-
10,89 ng/g), MelQx (tespit edilemedi-4.0 ng/g) ve DiMelQx (tespit edilemedi-
3.57 ng/g) olarak belirtilmistir. Calismada 6rneklerde olusan HCA miktarlarinin
yiikksek oranda pisirme kosullarina bagli oldugu belirtilmistir ve buna iligkin
sonuclar Cizelge 2.15°te verilmistir. Tam pismis etteki toplam HCA miktarinin

orta derecede pismis etin HCA miktarindan 3,5 kat fazla oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 2.15 Kizartilmis ve 1zgara edilmis sigir eti drneklerinin HCA (MelQx,
DiMelQx, PhIP ve toplam) icerigi (Puangsombat et al., 2012).

Pisirilmis Ornekler HCA (ng/g)

MelQx DiMelQx PhiP Toplam

Kizartilmis Sekler Orta pigmis 1.75%1.43° 0.040.07° 0.94%0.70° 2.7342.01°
Tam pismig 3.3340.38° 0.330.38° 5.27+0.81° 8.9241.08°
Izgara edilmis Srekler  Orta pismig 0.08+0.07" 0.06+0.04° 1.58+0.36" 1.72:0.43°

Tam pigmis 0.12+0.07° 0.11=0.02° 5.6340.95° 6.04+0.97

Degerler ortalamatstandart sapma (n=4) biciminde gostrilmistir. Ayni kolonda bulunan
ortalamalardan farkli harfe sahip olanlar birbirinden anlaml olarak farklidir (p<0,05).
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Ayrica HCA miktarlar kizartilmis domuz etinde (13,91 ng/g), kizartilmig
sigir etinden (8,92 ng/g) ve kizartilmig tavuk etinden (7,00 ng/g) fazla
bulunmustur. Kullanilan farkl et tiplerinin etkisine iliskin veriler Cizelge 2.16’da

verilmistir.

Cizelge 2.16 Kizartilmis et 6rneklerinin HCA (MelQx, DiMelQx,PhIP ve toplam)
icerigi (Puangsombat et al., 2012).

Et Tipleri I¢ Sicaklik (°C) HCA (ng/g)

(Kizartilmig) MelQx DiMelQx PhiP Toplam
Sigir eti 77 3,330,38 0,33+0,38 5,27+0,81 8.92+1.08
Domuz eti 71 2,39+0,50 2,334+0,52 9,20+1,20 13,91+1,81
Tavuk eti (derisiz) 74 0,46+0,34 0,54+0,19 6,06+0,10 7,06+0,56

Degerler ortalama=+standart sapma (n=4) biciminde gosterilmistir.

Calisma sonucunda toplam HCA miktarlar1 artan sirayla su sekilde
belirtilmistir; diisiik diizeyde HCA igeren ornekler (<5 ng/g): firnlanmis sigir eti,
kizartilmig derisiz tavuk eti, orta derecede pisirilmis biftek ve kizartilmis domuz
koftesi; orta diizeyde HCA igeren 6rnekler (5-10 ng/g): kizartilmis sigir koftesi,
kizartilmis derili tavuk eti, firnlanmisg balik ve tam pisirilmis biftek; yliksek
diizeyde HCA igeren 6rnekler (>10 ng/g): kizartilmis domuz eti, kizartilmis balik

eti ve kizartilmig domuz pastirmasi (Puangsombat et al., 2012).

Yapilan bir baska calismada Asya baharatlarinin pisirilmis sigir eti
koftelerindeki HCA olusumu iizerine etkileri incelenmistir. Calismada kullanilan
baharatlar havlican (Alpinia galangal), Cin zencefili (Boesenbergia pandurata),
zerdecal (Curcuma longa), kimyon (Cuminum cyminum) ve kisnis tohumudur
(Coriandrum sativum). Arastirmada pisirme islemi 204 °C’de 10 dakika boyunca
gerceklestirilmistir. Tiim baharatlar koftelere %0,2 oraninda pisirme isleminden
once eklenmistir. Orneklerde tespit edilen HCA’lar MelQx ve PhIP’dir ve
sonuglar Cizelge 2.17°de verilmistir. Kontrol grubu olarak belirtilen ve higbir
baharat igermeyen s1gir koftesi orneklerinin ortalama 7 ng/g MelQx ve 6,53 ng/g

PhIP igerdigi belirtilmistir (Puangsombat et al., 2011Db).
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Cizelge 2.17 400 °C’de 10 dk boyunca pisirilen sigir koftelerinde olusan HCA
miktar1 (ng/g) lizerine kullanilan baharatlarin etkisi ve baharatlarin inhibisyon
orani (%) (3 tekrara ait ortalama + standart sapma) (Puangsombat et al., 2011b).

HCA (ng/g)
Uygulama MelQx PhIP Toplam % Inhibisyon
Kontrol 7.00 + 0.62° 6.53+0.19° 13.53 +0.59°
Cumin 6.94 +0.33° 6.14 +0.23 13.08 £0.10° % 3.33
Kigni tohumu 6.78 +0.55% 6.15+0.23° 12.93 +0.32° % 4.46
Havlican 5.73 +0.48" 5314032 11.04 £ 0.62° % 18.43
Cin zencefili 4.86 4 0.44% 4.1340.13° 9.00+0.31° % 33.51
Biberiye 3.50+ 0.30° 415+0.16° 7.65+0.41° % 43.46
Zerdegal 4.14 +0.06% 4.08 +0.02° 8.22 +0.05% % 39.22

Ayni kolonda bulunan ortalamalardan farkli harfe sahip olanlar birbirinden anlamli olarak farklidir
(p<0,05).

Sekil 2.10°da goriildiigi gibi kontrol grubu ile kiyaslandiginda HCA
olusumunda eklenen baharatlardan zerdecal %39,2, Cin zencefili %35,5 ve
havlican %18,4 oraninda inhibisyon saglamistir. Bu baharatlardan sadece zerdecal
ve Cin zencefilinin HCA olusumunu o6nlemede biberiye kadar etkili oldugu
belirtilmistir. Calismada baharat igeren sigir koftelerindeki HCA inhibisyonunu
baharatlarda bulunan toplam fenolik icerigi ile dogrudan iliskili bulunmustur.
Sonug olarak Asya baharatlar1 ilavesinin kizartilmis et koftelerinde olusan HCA
miktarm1 azaltmada etkin bir faktor olarak kullanilabilecegi belirtilmistir

(Puangsombat et al., 2011b).
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Sekil 2.10 Zerdegal, Cin zencefili ve havlican i¢in inhibisyon oranlari (%)



29

3. MATERYAL

3.1 Kofte Ornekleri

Denemelerde kullanilan kofte oOrnekleri marketten hazir olarak temin
edilmistir. Kofteler yiiksek oranda HCA olusmast i¢in firmda 225°C’de 20 dakika
boyunca pisirilmistir (Balogh et al., 2000). Firinda pisirilen kofte ornekleri
yontem kiyaslama, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik analizlerinde kullanilmistir.
Ucg ekstraksiyon yontemini dogru bir sekilde kiyaslayabilmek igin ayn1 koftelerde
analiz yapmak gerektigi i¢in koftelerin homojenligini saglayabilmek icin kofte
ornekleri oncelikle parcalanmistir (Bkz. Sekil 3.1.a). Parcalanan 6rnekler -18
°C’de 24 saat bekletilerek dondurulmustur. Dondurulan ornekler toplamda 24
saatte freze-drier ile kurutulmustur (Bkz. Sekil 3.1.b) (Sun et al., 2002). Ornekler
sonrasinda -18 °C’de kilitli naylon posetlerde nem almayacak sekilde

depolanmastir.

a) b)
Sekil 3.1 a)Pargalanmis kofte 6rnegi b)Dondurularak kurutulmus kofte 6rnegi

3.2 Haslanmis Et Ornekleri

Denemelerde kullanilan haslanmis et 6rnekleri marketten temin edilmistir.

HCA olusumunu onlemek icin yagsiz dana eti alinarak haslama islemi
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uygulanmustir. Haslanmis et 6rnekleri geri kazanim analizinde kullanilmistir. Ug
ekstraksiyon yoOntemine ait geri kazanim degerlerini dogru bir sekilde
kiyaslayabilmek icin oncelikle kofte orneklerinin homojenligi saglanmistir. Bu
amagla oncelikle parcalanan haslanmis et 6rnekleri sonrasinda -18 °C’de 24 saat
bekletilerek dondurulmustur. Dondurulan 6rnekler toplamda 24 saatte freze-drier
ile kurutulmustur (Sun et al., 2002). Ornekler sonrasinda -18 °C’de kilitli naylon

posetlerde nem almayacak sekilde depolanmaistir.

3.3 Kimyasal Maddeler

Denemelerde kimyasal malzemeler ve ¢ozeltiler analitik veya HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) grade kalitesinde kullanilmistir. HPLC
analizi i¢in hazirlanan tim ¢ozeltiler mavi bant slizge¢ kagidindan (0,45 pum,
Millipore) stiziilmiistiir. Tez ¢aligmasinda asagida belirtilen kimyasal madde ve

cozeltiler kullanilmistr.

3.3.1 Uren ekstraksiyon metodunda kullanilan kimyasallar

1. 0,2 M HCI: 16,6 ml %37°1ik hidroklorik asit (Merck) alinarak saf su ile 1 L’ye
tamamlanmustir.

2. Carrez I: %15’lik (w/v) K4Fe(CN)g.3H,0 (Merck)

3. Carrez 11 : %23’lik (w/v) ZnSO4.7H,0 (Merck)

4. 0,AM HCI: 8,3 ml %37°1ik hidroklorik asit (Merck) alinarak saf su ile 1 L’ye
tamamlanmustir.

5. Metanol (CH3OH): Kartus yikama ve son ekstraksiyonda (Merck)
kullanilmustir.

6. %95 CH3OH: %5 NHgs: 19 birim metanol ve 1 birim %25’lik amonyagin
(Merck) karistirilmasi ile hazirlanmistir.

7. OASIS kartus (Waters).

8. C18 kartus (Agilent).
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3.3.2 Messner & Murkovic ekstraksiyon metodunda kullanilan

kimyasallar

1. 1 M NaOH: 40 g sodyum hidroksit (*), 1 litrelik 6l¢ii balonuna tartilip bir
miktar su ile ¢oziildiikten sonra litreye tamamlanmuistir.

2. Extrelut NT Paketleme Materyali: Cam kolona dolum esnasinda extrelut NT
paketleme materyali (Merck) kullanilmistir.

3. Etil asetat: Ekstraksiyon asamasinda etil asetat (*) kullanilmistir.

4. 0,1M HCI: 8,3 ml %37’lik hidroklorik asit (Merck) alinarak saf su ile 1 L’ye
tamamlanmastir.

5. Metanol (CH30H): Ekstraksiyonda (Merck) kullanilmustir.

6. %95 CH3OH: %5 NHs;: 19 birim metanol ve 1 birim %25’lik amonyagin
(Merck) karigtirilmasi ile hazirlanmastir.

7. OASIS kartus (Waters).

3.3.3 Santos ekstraksiyon metodunda kullamlan kimyasallar

1. 1 M NaOH: 40 g sodyum hidroksit (Merck), 1 litrelik 6l¢ii balonuna tartilip bir
miktar su ile ¢6ziildiikten sonra litreye tamamlanmustir.

2. Extrelut NT Paketleme Materyali: Cam kolona dolum esnasinda extrelut NT
paketleme materyali (Merck) kullanilmigtir.

3. Diklormetan: Ekstraksiyon agsamasinda diklormetan (Fluka) kullanilmistir.

4. %40 CH3OH: %60 H,O: 2 birim metanol(Merck) ve 3 birim saf suyun
karistirilmasi ile hazirlanmistir.

5. 0,5 M Amonyum asetat: 38,54 g amonyum asetat (Merck),l litrelik Olcii
balonuna tartilip bir miktar su ile ¢oziildiikten sonra litreye tamamlanmustir.
Sonrasinda %25°lik NH3 ile pH 8,5’e ayarlanmustir.

3. %90 CH30H: %10 NHj;: 9 birim metanol ve 1 birim %25’lik amonyagin
(Merck) karistirilmasi ile hazirlanmagtir.

4. PRS kartus (Varian).

5. C18 kartus (Agilent).
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3.3.4 HPLC’de kullamlan kimyasallar

1. DAD dedektor kullanilan HPLC cihazinda hareketli faz olarak A: %25 lik NH3
ile pH si 5’e ayarlanmis metanol/asetonitril/su/asetik asit (8/14/76/2, v/v/v/v)
cozeltisi ve B: asetonitril kullanilmigtir.

2. Floresans dedektor kullanilan HPLC cihazinda hareketli faz olarak A: 0,5 M
amonyum asetat ve B: metanol kullanilmistir.

3. HCA standard: olarak 1Q, MelQx, DiMelQx, PhIP, Harman (Toronto Reserch
Chemicals, Toronto, Kanada) ve Norharman (Sigma, Isvicre) standart maddeleri
kullanilmistir.

4. HPLC kolonlari: Her iki HPLC cihazinda da Thermo Scientific BDS
HYPERSIL C18 DIM. (mm) 150x4,6 kolon kullanilmistir.
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4. METOT

Tez c¢alismasinda yontemler 4 farkli 6zellik bakimindan kiyaslanmustir.
Bunlar yontem kiyaslama, geri kazanim, tekrarlanabilirlik ve tespit limiti
ozellikleridir. Bu kiyaslamalar {i¢ farkli ekstraksiyon yOntemi igin
gerceklestirilmistir. Uygulanan ekstraksiyon yontemlerinin ilki Prof. Dr. Ali Uren
ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Diger yontemler ise Santos et al., (2004)

tarafindan ve Messner & Murkovic (2004) tarafindan gelistirilmistir.

4.1 Uren Ekstraksiyon Yontemi

Bu ekstraksiyon yontemine gore tez calismasinda erlene 4 g drnek tartilmig
ve lizerine 25 ml 0,2 M HCI eklenerek 1 saat boyunca galkalayicida 100 rpm
devirde karistirilmistir. Bu siire sonunda erlene 2 ml Carrez | eklenerek 2dk daha
calkalanmis ve ardindan 2 ml de Carrez II ¢6zeltisi eklenmis ve tekrar 2 dk
calkalama iglemi yapilmistir. Karisim mavi bant slizge¢ kagidindan siiziilmiis ve
elde edilen siiziintii iki esit kisma ayrilmigtir. Her iki kisim ayrt ayr1 2 ml 0,1 M
HCI ile sartlanmis olan C18 kartustan gecirilerek alt faz bir deney tiipiinde
toplanmistir. Deney tiiptindeki siiziintii 2 ml 0,1 M HCI ile sartlanan OASIS
kartustan gegirilmistir. S6z konusu kartus oncelikle 2 ml 0,1 M HClI ile sonrasinda
da 2 ml metanol ile ytkanmistir. Son olarak kartus 3 ml metanol:amonyak ( 19:1)
ile yikanarak alt faz bir cam santrifiij tiiplinde toplanmistir. Cam tiip azot
diizenegine yerlestirilerek solventin azot gazi altinda uzaklagsmasi saglanmistir.
S6z konusu santrifiij tliplinlin ¢eperlerinde yer alan ve HCA bilesenlerini iceren
kalint1 0,5 ml metanol ile ¢oziiliip mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilerek 1,5

ml’lik viallerde toplanmuistir.

4.2 Messner & Murkovic Ekstraksiyon Yontemi

Bu ekstraksiyon yontemine gore tez ¢calismasinda erlene 1 g 6rnek tartilmis

ve lizerine 12 ml 1 M NaOH eklenerek 1 saat boyunca calkalayicida 150 rpm
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devirde karistirilmistir. Uzerine 13 g Extrelut NT paketleme materyali konularak
bir spatiil yardimiyla iyice karistirilmistir. Karigim daha sonra bir cam kolona
aktarilmistir. Kolon oncelikle 45 ml etil asetat ile dengelenmistir ve ardindan
muslugu agilarak 30 ml daha etil asetat eklenmistir. Kolon altina yerlestirilen bir
beherde kolondan gelen siiziintli toplanmuistir. Toplanan siiziintii 2 ml etil asetat ile
sartlanmig olan OASIS kartustan gegirilmis ve alt faz atilmistir. Daha sonra kartus
oncelikle 2 ml 0,1 M HCI ile sonrasinda da 2 ml metanol ile yikanmistir. Son
olarak kartus 2 ml metanol:amonyak ( 19:1) ile yikanarak alt faz bir cam santrifiij
tiipiinde toplanmistir. Cam tiip azot diizenegine yerlestirilerek solventin azot gazi
altinda uzaklagmasi saglanmistir. S6z konusu santrifiij tiipiiniin ¢eperlerinde yer
alan ve HCA bilesenlerini igeren kalint1 0,5 ml metanol ile ¢6ziiliip mavi bant

stizge¢ kagidindan siiziilerek 1,5 mI’lik viallerde toplanmistir.

4.3 Santos Ekstraksiyon Yontemi

Bu ekstraksiyon yontemine gore tez calismasinda erlene 1 g 6rnek tartilmis
ve lizerine 12 ml 1 M NaOH eklenerek 1 saat boyunca calkalayicida 150 rpm
devirde karistirilmustir. Uzerine 13 g Extrelut NT paketleme materyali konularak
bir spatiil yardimiyla iyice karigtirtlmistir. Karigim daha sonra bir cam kolona
aktarilmistir. Kolon 6ncelikle 45 ml diklormetan ile dengelenmistir ve ardindan
muslugu agilarak 30 ml daha diklormetan eklenmistir. Kolon altina yerlestirilen
bir beherde kolondan gelen siiziintii toplanmistir. Toplanan siiziintii ilk olarak 2
ml diklormetan ile sartlanmis olan PRS kartustan gecirilmis ve alt faz atilmistr.
Daha sonra bu kartus 6ncelikle 15 ml metanol:su ( 40:60 ) karigimui ile sonra da 2
ml saf su ile ytkanmistir. Ardindan s6z konusu kartustan 20 ml 0,5 M amonyum
asetat gecirilmis ve bu kez alt faz toplanmistir. Toplanan alt faz 2 ml 0,5 M
amonyum asetat ile sartlanan C18 kartustan gecirilmistir. Daha sonra bu C18
kartus 5 ml saf su ile yikanmistir. Son olarak kartus 0,8 ml metanol:amonyak ( 9:1
) ile yikanarak alt faz bir cam santrifiij tiipiinde toplanmigtir. Cam tiip azot
diizenegine yerlestirilerek solventin azot gazi altinda uzaklagsmasi saglanmistir.
S6z konusu santrifiij tlipliniin ¢eperlerinde yer alan ve HCA bilesenlerini igeren
kalint1 0,5 ml metanol ile ¢oziiliip mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilerek 1,5

ml’lik viallerde toplanmuistir.
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4.4 Yontem Kiyaslama

Tez c¢alismasinda yontem kiyaslama yapmak i¢in 10 ayr1 Ornek
kullanilmistir. Orneklerin analizinde Uren Ekstraksiyon Metodu, Messner &
Murkovic Ekstraksiyon Metodu ve Santos Ekstraksiyon Metodu kullanilmaistir.
Her bir 6rnek 3 ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilmistir. Elde edilen

ekstraktlar aynt HPLC metodu ile analiz edilmistir.

4.5 Tekrarlanabilirlik

Tez calismasinda tekrarlanabilirlik deneyi icin 3 ayr1 6rnek kullanilmistir.
Her bir 6rnekten Uren Ekstraksiyon Metodu, Messner & Murkovic Ekstraksiyon
Metodu ve Santos Ekstraksiyon Metodu ile ekstraksiyon yapilmistir. Her bir
ekstraksiyon metodu i¢in ayni drnekten 5 paralel ekstraksiyon yapilmistir. Elde

edilen ekstraktlar ayn1t HPLC metodu ile analiz edilmistir.

4.6 Tespit Limiti

Tez caligmasinda tespit limiti deneyi i¢in haglanmis et 6rnegi kullanilmistir.
Ornek Uren Ekstraksiyon Metodu, Messner & Murkovic Ekstraksiyon Metodu ve
Santos Ekstraksiyon Metodu ile ekstrakte edilmistir. Her bir ekstraksiyon yontemi
ile 5 kez ekstraksiyon islemi yapilmistir. Elde edilen ekstraktlar aynt HPLC

metodu ile analiz edilmistir.

4.7 Geri Kazanim

Tez calismasinda geri kazanim deneyi igin Uren Ekstraksiyon Metodu,
Messner & Murkovic Ekstraksiyon Metodu ve Santos Ekstraksiyon Metodu ile
dokuz ayr1 ornekten ekstraksiyon yapilmistir. Her bir ekstraksiyon metodu i¢in ii¢
ornek kullanilmistir. Bu Orneklerin  6ncelikle icerdikleri HCA miktarlar
belirlenmistir. Sonrasinda orneklere 1ppm konsantrasyonunda 1Q, MelQx,
DiMelQx, PhIP, Norharman ve Harman HCA standartlarini igeren standart

karisimi1 eklenmistir. Standart karistmi eklenen bu Orneklerden yine aymi
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yontemlerle ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen ekstraktlar aynt HPLC metodu

ile analiz edilmistir.

4.8 HPLC Analizi icin Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tez caligmasinda kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla farkli HCA
standartlarindan degisik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu amagla
1Q, DiMelQx, MelQX, PhIP, Norharman ve Harman bilesiklerinin 0,2 ppm, 1ppm
ve 5 ppm’lik ¢dzeltileri hazirlanmigtir. Bunlardan 1Q, MelQx ve DiMelQx
bilesenlerine ait standart ¢ozeltileri DAD detektore sahip HPLC cihazinda analiz
edilirken; PhIP, Norharman ve Harman bilesenlerine ait standart c¢ozeltileri
floresans detektore sahip HPLC cihazinda analiz edilmistir. Elde edilen verilerden

her bilesen i¢in ayr1 bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Tez c¢alismasinda geri kazanim analizlerinde kullanilmak iizere 1Q,
DiMelQx, MelQx, PhIP, Norharman ve Harman bilesenlerina ait standartlar1 1

ppm diizeyinde iceren bir standart karigim ¢ozeltisi de hazirlanmaigtir.

4.9 HPLC Analizi

Tez ¢alismasinda 1Q, MelQx, DiMelQx, PhIP, Norharman ve Harman HCA
bilesenleri i¢in analizler gerceklestirilmistir. Bunlardan PhIP, Norharman ve
Harman bilesikleri floresans ozellik gosterdigi i¢in floresans detektore sahip
HPLC cihazinda, IQ, MelQx ve DiMelQx bilesenleri ise DAD detektore sahip
HPLC cihazinda analiz edilmistir.

MelQx, DiMelQx ve IQ bilesiklerinin DAD dedektor ile yapilan
analizinde hareketli faz olarak A: %25 lik NH3 ile pH si 5,0 e ayarlanmis
metanol/asetonitril/su/asetik asit (8/14/76/2, v/v/v/v) ¢ozeltisi ve B: asetonitril
kullanilmis ve kolona 20 upl 6rnek enjekte edilmistir. Uygulanan gradient
programda zaman (dk), A ¢6zgeni yiizdesi ve debi (ml/dk) sirasiyla; 0 100 0,3; 12
100 0,3; 20 70 0,3; 29 700,3; 3400,3; 3501, 44 0 1; 49 100 0,3 ve 55 100 0,3
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seklinde gerceklestirilmistir. MelQx, DiMelQx ve 1Q bilesenleri ile 263 nm de
calisilmigtir.

PhIP, norharman ve harman analiz edilirken hareketli faz olarak A: 0,5 M
amonyum asetat ve B: metanol, 0,5 ml/dk akis hizinda kullanilmistir ve 15 ul
ornek enjekte edilmistir. Gradient program 0-10 dk aras1 %90-75 A, 10-15 dk
aras1 %75-0 A, 15-20 dk aras1 %0 A, 20-22 dk aras1 %0-90 A ve 22-27 dk arasi
%90 A hatt1 olacak sekilde ayarlanmistir. Floresans dedektdrde uyarma dalga

boyu 340 nm ve emisyon dalga boyu 370 nm olarak seg¢ilmistir.

4.10 istatiksel Analizler

Tez kapsaminda yapilan analizlerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 16.0
Windows paket programi (SPSS 16.0 for Windows) ile yapilmigtir. Ortalamalar
aras1 farklilik ANOVA (Analyses of Variance) ve Duncan ¢oklu karsilastirma
testi ile Independent Samples T Test ve Paired Samples T Test kullanilarak

degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR

5.1 Ekstraksiyon Yontemlerinin Kiyaslanmasi

Tez c¢aligmasinda kullanilan {i¢ ekstraksiyon yonteminin kiyaslanmasi i¢in

on adet firinda pisirilen kofte 6rnegine ait HCA miktarlar her {i¢ yontemle de

analiz edilmistir. Analiz sonuclar1 grafik iizerinde gosterilmistir.

0,1200 -~
0,1000 -

mUren E.M.
0,0800 -

m Messner &
0,0600 - Murkovic E.M.

Santos E.M.

0,0400 -
0,0200 -
0,0000 -

Kofte Kofte Kofte Kofte Kofte Kofte Kofte Kofte Kofte Kofte
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 5.1 Yontem kiyaslama analizinde 1Q bilesenine ait veriler (ppm).

Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen

kofte Orneklerinde bulunan IQ bilesenine ait veriler sekil 5.1°de verilmistir.

Grafikte de gortildigi gibi Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metotlari

ile bu bilesene ait konsantrasyon degerleri tespit edilemezken Uren ekstraksiyon

metodu ile bu bilesenin tespiti miimkiin olmustur.
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Sekil 5.2 Yontem kiyaslama analizinde MelQx bilesenine ait veriler (ppm).

Tez c¢alismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte orneklerinde bulunan MelQx bilesenine ait veriler sekil 5.2°de verilmistir.
Grafikte de goriildigii gibi Santos ekstraksiyon metotlar1 ile bu bilesene ait
konsantrasyon degerleri tespit edilememistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda ise Uren ekstraksiyon metodu ile Messner & Murkovic ekstraksiyon

metodu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).
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Sekil 5.3 Yontem kiyaslama analizinde DiMelQx bilesenine ait veriler (ppm).
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Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte orneklerinde bulunan DiMelQx bilesenine ait veriler sekil 5.3’te verilmistir.
Grafikte de goriildiigii gibi Santos ekstraksiyon metotlar1 ile bu bilesene ait
konsantrasyon degerleri tespit edilememistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda ise Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin
ortalamalar1 Uren ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin ortalamalarindan

yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 5.4 Yontem kiyaslama analizinde PhIP bilesenine ait veriler (ppm).

Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte orneklerinde bulunan PhIP bilesenine ait veriler sekil 5.4’te verilmistir.
Grafikte de goriildigii gibi her ii¢ ekstraksiyon metodu ile bu bilesene ait
konsantrasyon degerleri tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
ise Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin
ortalamalar1 Uren ekstraksiyon metodu ve Santos ekstraksiyon metodu ile elde
edilen verilerin ortalamalarindan yiiksek bulunmustur. Buna karsin Uren
ekstraksiyon metodu ve Santos ekstraksiyon metodu arasinda istatistiki olarak

anlamli bir fark bulunamamustir.
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m Uren E.M.
B Messner & Murkovic E.M.

W Santos E.M.

Sekil 5.5 Yontem kiyaslama analizinde Norharman bilesenine ait veriler (ppm).

Tez calismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen

kofte orneklerinde bulunan Norharman bilesenine ait veriler sekil 5.5°te

verilmigtir. Grafikte de goriildiigii gibi her {i¢ ekstraksiyon metodu ile bu bilesene

ait konsantrasyon degerleri tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler

sonucunda ii¢ ekstraksiyon metodu ile elde edilen sonuglarin ortalamasinin

istatistiki olarak anlamli bir sekilde birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. Buna

gore en yiiksek ortalamaya Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ile elde

edilen veriler sahipken bu metodu Santos ekstraksiyon metodu ile elde edilen

veriler takip etmis, en diisiik degerler ise Uren ekstraksiyon metodu ile elde edilen

veriler sonucunda bulunmustur.
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Sekil 5.6 Yontem kiyaslama analizinde Harman bilesenine ait veriler (ppm).
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Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte orneklerinde bulunan Harman bilesenine ait veriler sekil 5.6’da verilmistir.
Grafikte de gorildiigii gibi her ii¢ ekstraksiyon metodu ile bu bilesene ait
konsantrasyon degerleri tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin ve Santos
ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin ortalamalar1 birbirine esit ve Uren

ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin ortalamasindan yiiksek bulunmustur.
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Sekil 5.7 Yontem kiyaslama analizinde 1Q, MelQx, DiMelQx, PhIP, Norharman ve Harman
bilesenlerine ait ortalama veriler (ppm).

Tez kapsaminda gergeklestirilen yontem kiyaslama analizlerine ait veriler
sekil 5.7°de ozetlenmistir. Bu grafige gore 1Q bilesigi icin Messner & Murkovic
ve Santos ekstraksiyon metotlariyla sonug elde edilemezken, Uren ekstraksiyon
metoduyla sonu¢ elde edilmesi so6z konusu olmustur. MelQx ve DiMelQx
bilesenleri i¢in Santos ekstraksiyon metodu ile sonug¢ elde edilemezken MelQx
icin elde edilen verilerde Uren ekstraksiyon metodu ve Messner & Murkovic
ekstraksiyon metodu arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
DiMelQx bileseni ise Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ile daha yiiksek
degerde tespit edilmistir. PhIP bileseni i¢in Uren ve Santos ekstraksiyon metodlar
ayni degerleri verirken Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu bu iki metottan
daha yiiksek bir deger vermistir. Norharman bilesigi gz oniine alindiginda elde
edilen verilerin ortalamas1 yontemlere gore artan sirayla Uren, Santos ve Messner

& Murkovic ekstraksiyon metotlar1 olarak siralanmistir. Son olarak Harman
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bilesigine baktigimizda Santos ve Messner & Murkovic ekstraksiyon metotlar
birbirine es sonug verirken Uren ekstraksiyon metoduyla elde edilen veriler

bunlardan daha diisiik olarak belirlenmistir.

5.2 Tekrarlanabilirlik

Tez calismasinda kullanilan ii¢ ekstraksiyon yonteminin
tekrarlanabilirliklerinin kiyaslanmasi igin ti¢ farkli firinda pisirilen kofte 6rnegine
ait HCA miktarlar1 her ti¢ yontemle de analiz edilmistir. Yapilan analiz sonuglari

cizelgelerde gosterilmistir.

Cizelge 5.1 Tekrarlanabilirlik analizinde IQ bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 0,1214 0,0614 -
Kofte 2 0,0779 0,0627 -
Kofte 3 0,0823 0,0629 -
Kofte 4 0,0770 0,0567 -
Kofte 5 0,0827 0,0670 -

Tez c¢alismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte orneklerinde bulunan IQ bilesenine ait veriler ¢izelge 5.1°de verilmistir.
Cizelgede de goriildiigii gibi Santos ekstraksiyon metodu ile bu bilesene ait
konsantrasyon degerleri tespit edilememistir. Uren ve Messner & Murkovic
ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin standart sapmalar1 hesaplanmis ve
sirastyla 0,1227 ve 0,2431 olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizler sonucu
bu iki yonteme ait tekrarlanabilirlik degerleri karsilastirilmis ve yontemlerin

tekrarlanabilirlik degerlerinin birbirinden farkli olmadiklar1 goriilmiistiir (p>0,05).
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Cizelge 5.2 Tekrarlanabilirlik analizinde MelQx bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 3,0029 0,4324 -
Kofte 2 1,6799 0,4203 -
Kofte 3 1,0374 0,4919 -
Kofte 4 2,2326 0,4496 -
Kofte 5 0,9315 0,4887 -

Tez calismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte orneklerinde bulunan MelQx bilesenine ait veriler ¢izelge 5.2°de verilmistir.
Cizelgede de gorildiigii gibi Santos ekstraksiyon metodu ile bu bilesene ait
konsantrasyon degerleri tespit edilememistir. Uren ve Messner & Murkovic
ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin standart sapmalar1 hesaplanmis ve
sirastyla 0,0325 ve 0,86338 olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizler
sonucu bu iki yonteme ait tekrarlanabilirlik degerleri karsilastirilmis ve Messner
& Murkovic ekstraksiyon metoduna ait tekrarlanabilirlik degeri Uren ekstraksiyon

metoduna ait tekrarlanabilirlik degerinden daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan analizler sonucunda DiMelQx bilesenine
ait  tekrarlanabilirlik  analizi  yeterli  veri elde  edilemediginden

gerceklestirilememistir.

Cizelge 5.3 Tekrarlanabilirlik analizinde PhIP bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 0,0531 0,1642 0,0780
Kofte 2 0,0564 0,1609 0,0796
Kofte 3 0,0557 0,1658 0,0693
Kofte 4 0,0568 0,0148 0,0901

Kofte 5 0,0582 0,1552 0,2627
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Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte drneklerinde bulunan PhIP bilesenine ait veriler ¢izelge 5.3’te verilmistir.
Uren, Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metodu ile elde edilen
verilerin standart sapmalar1 hesaplanmis ve sirasiyla 0,01879, 0,06574 ve 0,08237
olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizler sonucu bu iic yonteme ait
tekrarlanabilirlik degerleri karsilastirilmis ve Messner & Murkovic ile Santos
ekstraksiyon metoduna ait tekrarlanabilirlik degerleri birbirine esit Uren

ekstraksiyon metoduna ait tekrarlanabilirlik degerinden daha diisiik bulunmustur.

Cizelge 5.4 Tekrarlanabilirlik analizinde Norharman bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 0,0533 0,1248 0,1226
Kofte 2 0,0531 0,1256 0,1129
Kofte 3 0,0531 0,1240 0,1190
Kofte 4 0,0529 0,0000 0,1190
Kofte 5 0,0529 0,1253 0,1229

Tez galismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte oOrneklerinde bulunan Norharman bilesenine ait veriler cizelge 5.4’te
verilmistir. Uren, Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metodu ile elde
edilen verilerin standart sapmalar1 hesaplanmis ve sirasiyla 0,0001673, 0,05587 ve
0,004031 olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizler sonucu bu ii¢ yonteme
ait tekrarlanabilirlik degerleri karsilastirilmis, Uren ile Santos ekstraksiyon
metoduna ait tekrarlanabilirlik degerleri birbirine esit ve Messner & Murkovic

ekstraksiyon metoduna ait tekrarlanabilirlik degerinden daha yiiksek bulunmustur.



46

Cizelge 5.5 Tekrarlanabilirlik analizinde Harman bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 0,0378 0,0735 0,1131
Kofte 2 0,0376 0,0719 0,0791
Kofte 3 0,0375 0,0733 0,1006
Kofte 4 0,0382 0,0000 0,0995
Kofte 5 0,0398 0,0875 0,1108

Tez caligmasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
kofte 6rneklerinde bulunan Harman bilesenine ait veriler ¢izelge 5.5’te verilmistir.
Uren, Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metodu ile elde edilen
verilerin standart sapmalari hesaplanmis ve sirasiyla 0,0009445, 0,03482 ve
0,01345 olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizler sonucu bu ii¢ yonteme ait
tekrarlanabilirlik degerleri karsilastirilmis, Messner & Murkovic ile Santos
ekstraksiyon metoduna ait tekrarlanabilirlik degerleri birbirine esit ve Uren

ekstraksiyon metoduna ait tekrarlanabilirlik degerinden daha diisiik bulunmustur.
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Sekil 5.8 Tekrarlanabilirlik analizinde 1Q, MelQx, PhIP, Norharman ve Harman bilesenlerine ait
standart sapmalar

Tez kapsaminda gerceklestirilen tekrarlanabilirlik analizlerine ait standart
sapmalar sekil 5.8’de oOzetlenmistir. Bu grafige gore IQ bilesigi icin Santos

ekstraksiyon metoduyla sonug elde edilemezken, Uren ve Messner & Murkovic
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ekstraksiyon metoduyla elde edilen sonuglara bakildiginda bu iki yoOntemin
tekrarlanabilirliklerinin ayni oldugu goriilmiistiir. MelQx bileseni i¢in Santos
ekstraksiyon metodu ile sonu¢ elde edilemezken MelQx igin elde edilen
verilerden Uren ekstraksiyon metoduna ait tekrarlanabilirliginin Messner &
Murkovic ekstraksiyon metodunun tekrarlanabilirliginden daha diisiik oldugu
belirlenmistir. PhIP ve Harman bilesikleri icin Messner & Murkovic ve Santos
ekstraksiyon metodunun tekrarlanabilirlikleri birbirine esit ve Uren ekstraksiyon
metodunun tekrarlanabilirliginden diisiik olarak bulunmustur. Norharman bilesigi
gdz Oniine alindiginda ise Uren ve Santos ekstraksiyon metodunun
tekrarlanabilirlikleri birbirine ve Messner & Murkovic ekstraksiyon metodunun

tekrarlanabilirliginden yiiksek olarak hesaplanmustir.

5.3 Tespit Limiti

Tez calismasinda kullanilan ii¢ ekstraksiyon yoOntemine ait tespit limiti
kiyaslanmast i¢in haslanmis et drnekleri ile ¢alisilmistir. Analiz sonuglari elde
edildikten sonra yontemlere ait standart sapmalar hesaplanmis ve bunlarin 3 kati

alinarak tespit limiti belirlenmistir.

Tez ¢alismasinda yapilan analizler sonucunda 1Q ve DiMelQx bilesenine ait

tespit limiti analizi yeterli veri elde edilemediginden gerceklestirilememistir.

Cizelge 5.6 Tespit limiti analizinde MelQx bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 0,0161 0,0143 -
Kofte 2 0,0103 0,0000 -
Kofte 3 0,0102 0,0000 -
Kofte 4 0,0131 0,0229 -
Kofte 5 0,0131 0,0000 -
Standart sapma 0,002189 0,01063 -

Tespit Limiti 0,006567 0,03189 -
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Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
haglanmig et orneklerinde bulunan MelQx bilesenine ait veriler cizelge 5.6’de
verilmistir. Cizelgede de goriildiigli gibi Santos ekstraksiyon metodu ile bu
bilesene ait konsantrasyon degerleri tespit edilememistir. Uren ve Messner &
Murkovic ekstraksiyon metodu ile elde edilen verilerin tespit limitleri
hesaplanmis ve sirasiyla 0,006567 ve 0,03189 ppm olarak bulunmustur. Yapilan
istatistik analizler sonucu bu iki yonteme ait tespit limiti degerleri karsilagtirilmis
ve Uren ekstraksiyon metoduna ait tespit limiti degeri, Messner & Murkovic

ekstraksiyon metoduna ait tespit limiti degerinden diisiik bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 5.7 Tespit limiti analizinde PhIP bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 0,0242 0,0801 0,7527
Kofte 2 0,0266 0,0784 0,2722
Kofte 3 0,4231 0,1657 0,1051
Kofte 4 0,1499 0,0542 0,8584
Kofte 5 0,0495 0,0458 0,3424
Standart sapma 0,013117 0,017246 0,292292
Tespit Limiti 0,0394 0,0517 0,8769

Tez ¢alismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
haslanmis et Orneklerinde bulunan PhIP bilesenine ait veriler cizelge 5.7°de
verilmistir. Uren, Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metodu ile elde
edilen verilerden tespit limitleri hesaplanmig ve sirasiyla 0,0394, 0,0517 ve 0,8769
olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizler sonucunda bu {i¢ yonteme ait
tespit limiti degerleri karsilastiriimis, Uren ile Messner & Murkovic ekstraksiyon
metoduna ait tespit limiti degerleri birbirine esit ve Santos ekstraksiyon metoduna

ait tekrarlanabilirlik degerinden daha diisiik bulunmustur.
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Cizelge 5.8 Tespit limiti analizinde Norharman bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 0,0000 0,1027 0,1266
Kofte 2 0,0000 0,0000 0,1143
Kofte 3 0,0616 0,1037 0,1025
Kofte 4 0,0538 0,0000 0,1216
Kofte 5 0,0000 0,0000 0,1089
Standart sapma 0,02989 0,05652 0,009641
Tespit Limiti 0,0897 0,1696 0,0289

Tez calismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
haslanmig et 6rneklerinde bulunan Norharman bilesenine ait veriler ¢izelge 5.8’de
verilmistir. Uren, Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metodu ile elde
edilen verilerden tespit limitleri hesaplanmis ve sirasiyla 0,0897, 0,1696 ve 0,0289
olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda ii¢ yontemin tespit
limiti degerlerinin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. En yiiksek tespit limiti
degerine Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu sahipken bunu Uren ve

Santos ekstraksiyon metotlar1 takip etmistir.

Cizelge 5.9 Tespit limiti analizinde Harman bilesenine ait veriler (ppm).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 0,0298 0,0676 0,1461
Kofte 2 0,0297 0,0653 0,0983
Kofte 3 0,0646 0,0751 0,0700
Kofte 4 0,0421 0,0604 0,1271
Kofte 5 0,0305 0,0605 0,0901
Standart sapma 0,01397 0,06067 0,03025

Tespit Limiti 0,0419 0,0182 0,0908
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Tez calismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
haslanmig et Orneklerinde bulunan Harman bilesenine ait veriler ¢izelge 5.9’da
verilmistir. Uren, Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metodu ile elde
edilen verilerden tespit limitleri hesaplanmis ve sirasiyla 0,0419, 0,0182 ve 0,0908
olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda bu ii¢ yonteme ait
tespit limiti degerleri karsilastiriimis, Uren ile Messner & Murkovic ekstraksiyon
metoduna ait tespit limiti degerleri birbirine esit ve Santos ekstraksiyon metoduna

ait tekrarlanabilirlik degerinden daha diisiik bulunmustur.
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m Uren E.M.

B Messner & Murkovic E.M.

0,2 A
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MelQx PhIP Norharman Harman

Sekil 5.9 MelQx, PhIP, Norharman ve Harman bilegenlerine ait tespit limiti degerleri (ppm).

Tez kapsaminda gercgeklestirilen tespit limiti analizlerine ait veriler sekil
5.9’da Ozetlenmistir. Bu grafige gore MelQx bilesigi i¢in Santos ekstraksiyon
metoduyla sonug elde edilemezken, Uren ve Messner & Murkovic ekstraksiyon
metoduyla elde edilen sonuglara bakildiginda bu iki yontemin tespit limitlerinin
istatistiki agidan ayni oldugu goriilmiistir. PhIP bilesigi i¢in Messner &
Murkovic ve Uren ekstraksiyon metotlarinin tespit limiti degerleri birbirine esit ve
Santos ekstraksiyon metodunun tespit limiti degerinden diisik olarak
bulunmustur. Norharman bilesigi géz Oniline alindiginda ii¢ ekstraksiyon
metodunun farkli degerlerde tespit limitine sahip oldugu goriilmiistiir. En yiiksek
tespit limiti degerine Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu sahipken onu
Uren ve Santos ekstraksiyon metotlarmin tespit limiti degerleri takip etmistir.
Harman bilesigi icin ise Uren ve Messner & Murkovic ekstraksiyon metotlarinin
tespit limiti degerleri birbirine esit ve Santos ekstraksiyon metodunun tespit limiti

degerinden diisiik olarak bulunmustur.
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5.4 Geri Kazanim

Tez calismasinda kullanilan ii¢ ekstraksiyon yontemine ait geri kazanim
oranlarinin kiyaslanmasi icin firinda pisirilen kofte 6rnekleri kullanilmistir. Kofte
ornekleri analiz edilip igerdikleri HCA miktarlari her ¢ yontemle de
belirlenmistir. Daha sonra ayni kofte 6rneklerine son konsantrasyon 1 ppm olacak
sekilde 1Q, MelQx, DiMelQx, PhIP, Norharman ve Harman standartlarini i¢eren
¢ozeltiden eklenmistir ve tekrar ii¢ yontemle de HCA miktarlar1 belirlenmistir. Bu

iki konsantrasyon farkindan 6rneklerin geri kazanim oranlar1 hesaplanmustir.

Cizelge 5.10 Geri kazanim orani belirleme analizinde IQ bilesenine ait veriler
(%).

Ornekler Uren EM. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 65,92 29,44 :
Kofte 3 27 56 34,01 -

Tez caligmasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
firinda pisirilmis kofte Orneklerinde bulunan IQ bilesenine ait veriler ¢izelge
5.10’da  verilmistir. Santos ekstraksiyon metodu ile yeterli veri elde
edilemediginden bu bilesene ait geri kazanim orani tespit edilememistir. Uren ve
Messner & Murkovic ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim oranlarinin
ortalamalar1 siras1 ile % 40,95 ve % 31,72 olarak hesaplanmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda bu iki yontemin geri kazanim oranlar1 birbirinden

farkli bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 5.11 Geri kazanim orani belirleme analizinde MelQx bilesenine ait veriler
(%).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 478 413 :

Kofte 2 453 5,18 i

Kofte 3

4,56 6,23 -
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Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
firinda pisirilmis kofte 6rneklerinde bulunan MelQx bilesenine ait veriler ¢izelge
5.11’de verilmistir. Santos ekstraksiyon metodu ile yeterli veri elde
edilemediginden bu bilesene ait geri kazanim oram tespit edilememistir. Uren ve
Messner & Murkovic ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim oranlarinin
ortalamalar1 sirasi ile % 4,62 ve % 5,18 olarak hesaplanmistir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda bu iki yontemin geri kazanim oranlari birbirinden farkli

bulunmamaistir (p>0,05).

Cizelge 5.12 Geri kazanim orami belirleme analizinde DiMelQx bilesenine ait
veriler (%).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 74,12 70,07 :
Kofte 2 77,45 61,77 :
Kofte 3 75,00 69,33 ;

Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
firinda pisirilmis kofte orneklerinde bulunan DiMelQx bilesenine ait veriler
cizelge 5.12°de verilmistir. Santos ekstraksiyon metodu ile yeterli veri elde
edilemediginden bu bilesene ait geri kazanim orani tespit edilememistir. Uren ve
Messner & Murkovic ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim oranlarinin
ortalamalar1 siwras1 ile % 75,52 ve % 67,06 olarak hesaplanmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda Uren ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim
orani Messner & Murkovic ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim oranindan

yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 5.13 Geri kazanim orani belirleme analizinde PhIP bilesenine ait veriler

(%).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 89,18 - 90,95
Kdfte 2 107,24 ; 91,90

Kofte 3

92,46 - 97,77
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Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
firinda pisirilmis kofte orneklerinde bulunan PhIP bilesenine ait veriler cizelge
5.13’te verilmistir. Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ile anlamli veriler
elde edilemediginden bu bilesene ait geri kazanim orani tespit edilememistir. Uren
ve Santos ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim oranlarinin ortalamalart sirasi
ile % 96.30 ve % 93,54 olarak hesaplanmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda bu iki yontemin geri kazanim oranlar1 birbirinden farkli bulunmamustir

(p>0,05).

Cizelge 5.14 Geri kazanim orani belirleme analizinde Norharman bilesenine ait
veriler (%).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 11,57 12,50 18,93
Kéfte 2 12,06 13,82 20.79
Kofte 3 11,45 17,31 18,33

Tez calismasinda bahsedilen ii¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
firinda pisirilmis kofte 6rneklerinde bulunan Norharman bilesenine ait veriler
cizelge 5.14’te verilmistir. Uren, Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon
metodu ile elde edilen verilerden geri kazanim oranlar1 hesaplanmis ve sirasiyla %
11,69, % 14,54 ve % 19,35 olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizler
sonucunda bu ii¢ ydnteme ait tespit limiti degerleri karsilastiriimis, Uren ile
Messner & Murkovic ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim oranlar1 birbirine
esit ve Santos ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim oranindan daha distik

bulunmustur.

Cizelge 5.15 Geri kazanim orani belirleme analizinde Harman bilesenine ait
veriler (%).

Ornekler Uren E.M. Messner & Murkovic E.M. Santos E.M.
Kofte 1 5,95 42,54 42,49
Kofte 2 5,96 4327 55,97

Kofte 3

6,02 37,73 52,56
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Tez ¢alismasinda bahsedilen {i¢ ekstraksiyon yontemiyle de analiz edilen
firinda pisirilmis kofte 6rneklerinde bulunan Harman bilesenine ait veriler ¢izelge
5.15’te verilmistir. Uren, Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metodu ile
elde edilen verilerden geri kazanim oranlar1 hesaplanmis ve sirasiyla % 5,98, %
41,18 ve % 50,34 olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda ii¢
yontemin tespit limiti degerlerinin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. En
yiiksek geri kazanim oranina Santos ekstraksiyon metodu sahipken bunu Messner

& Murkovic ve Uren ekstraksiyon metotlar1 takip etmistir.
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Sekil 5.10 1Q, MelQx, DiMelQx, PhIP, Norharman ve Harman bilesenlerine ait tespit limiti
degerleri (ppm).

Tez kapsaminda gergeklestirilen geri kazanim analizlerine ait veriler sekil
5.10’da Ozetlenmistir. Bu grafige gore 1Q ve MelQx bilesigi i¢in Santos
ekstraksiyon metoduyla sonug elde edilemezken, Uren ve Messner & Murkovic
ekstraksiyon metoduyla elde edilen sonuglara bakildiginda bu iki yontemin geri
kazanim oranlarinin istatistiki acidan ayni oldugu gortilmiistiir. DiMelQx bilesigi
icin yine Santos ekstraksiyon metoduyla sonug elde edilemezken, Uren
ekstraksiyon metodunun geri kazanim oran1 Messner & Murkovic ekstraksiyon
metodunun geri kazanim oranindan yiliksek bulunmustur. PhIP bilesigi icin
Messner & Murkovic ekstraksiyon metoduyla elde edilen veriler anlamli olmadigi
icin geri kazanmim oram1 hesaplanamamistir. Uren ve Santos ekstraksiyon
metotlarmin geri kazanim oranlar1 birbirine esit olarak bulunmustur. Norharman

bilesigi goz Oniine alindiginda Uren ve Messner & Murkovic ekstraksiyon
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metotlarinin  geri kazanim oranlari birbirine esit ve Santos ekstraksiyon
metodunun geri kazanim oranindan diisiik olarak bulunmustur. Harman bilesigi
icin ise li¢ ekstraksiyon metodunun farkli degerlerde geri kazanim oranlarina
sahip oldugu goriilmiistiir. En yiiksek geri kazanim oranma Santos ekstraksiyon
metodu sahipken onu Messner & Murkovic ve Uren ekstraksiyon metotlarinin

geri kazanim oranlar takip etmistir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez calismast kapsaminda {i¢ farkli ekstraksiyon yontemi kullanilarak
yapilan HCA analizlerine ait yontem kiyaslama, geri kazanim, tekrarlanabilirlik
ve tespit limiti degerleri analiz edilmistir. Calismada Uren ekstraksiyon metodu,
Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ve Santos ekstraksiyon metodu ile
calisiimistir. Tez kapsaminda incelenen HCA bilesikleri 1Q, MelQx, DiMelQx,

PhIP, Norharman ve Harman’dir.

Yontem kiyaslama analizinde firinda pisirilmis  kofte  Grnekleri
kullanilmistir. On adet kofte ornegi her ii¢ ekstraksiyon metodu ile de analiz
edilmistir. Analiz sonucunda IQ bileseni sadece Uren ekstraksiyon metodu ile
tespit edilebilmistir. MelQx bilesigi ise Uren ve Messner & Murkovic
ekstraksiyon metodu ile tespit edilebilmis ve bu yontemler arasinda bir farklilik
bulunamamistir. DiMelQx bileseni de Uren ve Messner & Murkovic ekstraksiyon
metodu ile tespit edilebilmis, Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ile elde
edilen sonuglarin daha yiiksek oldugu goriilmistiir. PhIP, Norharman ve Harman
bilesenleri her {i¢ yontemle de tespit edilmistir. Bu ii¢ bilesik i¢in en yiiksek
sonuclar Messner & Murkovic ekstraksiyon metodu ile elde edilmistir. PhIP
bileseni igin Uren ve Santos ekstraksiyon ydntemleri aymi sonucu verirken,
Norharman ve Harman bilesenleri icin Uren ekstraksiyon metodu en diisiik
sonuglart vermistir. Harman bilesigi i¢in yapilan analizlerde Santos ve Messner &

Murkovic ekstraksiyon metotlarinin ayni sonucu verdigi goriilmiistiir.

Tekrarlanabilirlik analizlerinde de firinda pisirilmis kofte Grnekleri
kullanilmig ve 5 paralelle ¢alisilmistir. Yapilan analizler sonucunda 1Q, MelQx ve
DiMelQx bilesenleri Santos ekstraksiyon metoduyla tespit edilememistir. Uren ve
Messner & Murkovic ekstraksiyon metotlar IQ bilesigi i¢cin ayni1 tekrarlanabilirlik
degerine sahipken, MelQx bilesigi icin Messner & Murkovic ekstraksiyon
metodunun tekrarlanabilirlik degeri daha yiliksek bulunmustur. DiMelQx bileseni
ise bu iki yontemle de tespit edilememistir. Uren ekstraksiyon metodunun PhIP,
Norharman ve Harman bilesikleri i¢in en yliksek tekrarlanabilirlik degerine sahip

oldugu goriilmiistiir. PhIP ve Harman bilesikleri i¢in Santos ve Messner &
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Murkovic ekstraksiyon metotlarinin ayni1 tekrarlanabilirlik degerlerine sahip
oldugu belirlenmistir. Norharman bilesigi icin ise Messner & Murkovic
ekstraksiyon metodu en diisiik tekrarlanabilirlik degerine sahipken Santos
ekstraksiyon metodunun, Uren ekstraksiyon metodu ile aynmi tekrarlanabilirlik

degerinde oldugu goriilmiistiir.

Tespit limiti analizinde haglanmis et 6rnegi kullanilmistir. 1Q ve DiMelQx
bilesenleri i¢in yeterli veri saglanamadigindan tespit limitleri belirlenememistir.
Uren ekstraksiyon metodunun MelQx, PhIP ve Harman bilesenleri i¢in en diisiik
tespit limiti degerine sahip oldugu belirlenmistir. MelQx bileseni Santos
ekstraksiyon metodu ile tespit edilemediginden tespit limiti degeri
hesaplanamamustir. PhIP bilesigi i¢in Santos ekstraksiyon metodunun Uren
ekstraksiyon metodu ile ayni tespit limiti degerine, Messner & Murkovic
ekstraksiyon metodunun ise bunlardan daha yiiksek bir tespit limiti degerine sahip
oldugu goriilmiistiir. Harman bilesigi i¢in Messner & Murkovic ekstraksiyon
metodunun Uren ekstraksiyon metodu ile ayni tespit limiti degerine sahip oldugu
goriiliirken Santos ekstraksiyon metodunun bunlardan daha yiiksek bir tespit limiti
degerine sahip oldugu belirlenmistir. Harman bilesigine bakildiginda ise {i¢
ekstraksiyon yonteminin de farkli tespit limiti degerlerine sahip oldugu
goriilmistiir. Bu bilesik i¢in en diigiik tespit limiti degerine Messner & Murkovic
ekstraksiyon metodu sahipken bu metodu Uren ve Santos ekstraksiyon

metotlarinin takip ettigi gorilmiistiir.

Geri kazanim analizlerinde de firinda pisirilmis kofte Ornekleri
kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda yeterli veri elde edilemedigi i¢in IQ,
MelQx ve DiMelQx bilesenleri i¢in Santos ekstraksiyon metoduna ait geri
kazanim orani hesaplanamamistir. IQ ve MelQx bilesenleri icin Uren ve Messner
& Murkovic ekstraksiyon metotlarmin geri kazanim oranlar1 esit bulunurken,
DiMelQx bileseni igin Uren ekstraksiyon metoduna ait geri kazamm orani
Messner & Murkovic ekstraksiyon metoduna ait geri kazanim oranindan yiiksek
olarak bulunmustur. Messner & Murkovic ekstraksiyon metoduyla PhIP bileseni
icin elde edilen veriler anlamsiz oldugu i¢in geri kazanim orani hesaplanamazken,

yine bu bilesen igin Uren ve Santos ekstraksiyon metotlarmin geri kazanim
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oranlarinin birbirine esit oldugu gorilmiistir. Norharman bilesigine ait geri
kazanim oranlarina bakildiginda en yiiksek geri kazanim oranina Santos
ekstraksiyon metodunun sahip oldugu ve Messner & Murkovic ekstraksiyon
metotlarinin esit geri kazanim oranlarina sahip oldugu belirlenmistir. Son olarak
Harman bilesigine bakildiginda ise {i¢ ekstraksiyon metodunun da farkli geri
kazanim oranlarina sahip oldugu goriilmiistiir. Bu bilesik icin en yiiksek geri
kazanim oranini Santos ekstraksiyon metodu gosterirken bu metodu Messner &

Murkovic ve Uren ekstraksiyon metotlar1 takip etmistir.

Yapilan tiim analizler g6z oniine alindiginda DAD dedektorde tespit edilen
bilesiklerde Santos ekstraksiyon metodu ile tespit gergeklestirilememistir. Bu
yiizden IQ, MelQx ve DiMelQx bilesenleri i¢in gerceklestirilecek analizlerde
Santos ekstraksiyon metodu tercih edilmemelidir. Yontem kiyaslama analizlerine
bakildiginda DAD dedektdr kullanilarak gergeklestirilen analizlerde Uren ve
Messner & Murkovic ekstraksiyon metotlart benzer sonuglar verirken, floresans
dedektorde tespit edilen bilesikler icin ise Messner & Murkovic ekstraksiyon
metodu ile genel olarak en yiiksek diizeyde veriler elde edildigi belirlenmistir.
Tekrarlanabilirlik analizi i¢in DAD dedektorde tespit edilen bilesiklere
bakildiginda Uren ve Messner & Murkovic ekstraksiyon metotlar1 benzer
sonuclar1 gosterirken, floresans dedektdrde tespit edilen bilesikler icin ise Uren
ekstraksiyon metodunun en yiiksek tekrarlanabilirlik degerine sahip oldugu
belirlenmistir. Tespit limiti degerlerine bakildiginda 1Q ve DiMelQx bilesenleri
icin yeterli veri elde edilemediginden hesaplama yapilamamistir. Tiim bilesenler
icin genel olarak en diisiik tespit limiti verileri Uren ekstraksiyon metoduna aittir.
Geri kazanim oranlari incelendiginde ise DAD dedektorde tespit edilen bilesikler
i¢in Uren ekstraksiyon metodunun genel olarak daha yiiksek geri kazanim oranina
sahip oldugu goriiliirken, floresans dedektorde tespit edilen bilesikler i¢in Santos
ekstraksiyon metodunun genel olarak en yliksek geri kazanim oranma sahip

oldugu belirlenmistir.

HCA’lar kompleks yapidaki gidalarda ve diisiik miktarda bulunduklarindan
belirlenebilmeleri icin etkin bir saflastirma basamag1 ve duyarli, segici bir analitik

yontemle c¢alisilmast gerekmektedir. Bu amagla pek c¢ok ekstraksiyon ve
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saflagtirma yontemi belirlenmistir. Genel olarak kullanilan yontemler ¢ok
zahmetli ve zaman alic1 yontemlerdir. Ciinkii bu yontemlerde ¢ogunlukla diatome
topragi ile kolonlar doldurulmakta, ekstraksiyon yapilmakta ve sonrasinda
kolonlar temizlenerek tekrar kullanilmaktadir. Bu da kisa zamanda birden ¢ok
ornek ile ¢aligmay1 neredeyse imkansiz hale getirmektedir. Ayrica bu yontemlerde
cok miktarda organik solvent kullanilmaktadir. Tez ¢alismasinda kullanilan
Messner & Murkovic ve Santos ekstraksiyon metotlar1 da bu gruba girmektedir.
Yeni gelistirilmis olan Uren ekstraksiyon metodu ise bu ydntemlere gore daha
pratiktir ve aym1 anda c¢ok sayida Ornekle c¢aligmayr mimkiin kilar. Tez
kapsaminda yapilan analizlere bakildiginda Uren ekstraksiyon metodunun
tekrarlanabilirlik ve tespit limiti degerlerinde genel olarak en iyi sonuclara ve geri
kazanim oraninda da diger metotlarla esit veya onlardan daha yiiksek geri
kazanim oranlarina sahip oldugu goriilmiistir. Tim bu bilgiler 1s18iInda HCA
analizi i¢in Uren ekstraksiyon metodunun en uygun ydntem olduguna karar
verilmistir. Yine de yontem secimi yapilirken tespit edilecek HCA bileseni i¢in en

dogru sonuglar1 veren yontemin secilmesine dikkat edilmelidir.
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