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OZET

Giizel, B. Reishi Mantar1 Ekstarktinin Koftede Heterosiklik Aromatik Aminlerin
Olusumu Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii Toplu
Beslenme Sistemleri Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. Heterosiklik
aromatik aminler (HAA), 6ncusil olan kreatin, kreatinin, amino asitler ve sekerlerin
Maillard tepkimesi yoluyla olusan pisirilmis kas etlerinde bulunan karsinojenik ve
mutajenik bilesiklerdir. Epidemiyolojik ¢alismalar, HAA'lara yliksek oranda maruz
kalmanin insanlarda kanser riskini artirabilecegini gostermistir. Yapilan calismalar
antioksidanlarin  HAA olusumu Uzerinde inhibe edici 6zelliklerinin oldugunu
gostermistir. Bu c¢alismada, reishi mantari ekstraktinin HAA olusumunu o6nleyici
etkisinin incelenmesi amaclanmaktadir. Farkli konsantrasyonlarda (%0, %0,25, %0,5
ve %1) reishi mantari ekstarktinin farkl yontemlerle (ylizeyine serpme ve icine
karistirma) koftelere eklenip, iki farkh pisirme sicakhginda (150°C ve 190°C), derin
yagda kizartma islemi uygulanarak HAA olusumunu azaltici etkisi incelenmistir.
Pismis kofte orneklerinde 2-amino-1-metilimidazo [4,5-f]-kinolin (IQ), 2-amino-3-
metilimidazo[4,5-f]-kinokzalin ~ (IQx),  2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]-kinolin
(MelQ), 2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]-kinokzalin (MelQx), 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-b]-piridin  (PhIP), 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),3-
amino-1-metil-5H-prido [4,3-b]-indol (Trp-P-2), 2-amino-9H-prido[2,3-b]indol (AaC),
2-amino-3-metil-9H-prido[2,3-b]indol (MeaC) ve 9H-prido[3,4-b]indol (Norharman)
olmak Uzere toplam 11 HAA analizi yapiimistir. Kéfte érneklerinde bulunan toplam
HAA miktar tespit edilebilir sinirin altinda ile 2,92 ng/g arasinda oldugu
belirlenmistir.  Ylzeyine serpme yontemi ile %0,25, %0,50 ve %1
konsantrasyonunda eklenen reishi mantari ekstraktinin toplam HAA olusumunu
%54,26-100 oraninda 6nledigi gérilmustar.

Anahtar kelimeler: Heterosiklik aromatik amin, resihi mantari ekstrakti, kofte
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ABSTRACT

Guzel, B., Effect of Reishi Mushroom Extract on the Formation of Heterocyclic
Aromatic Amines in Patties, Hacettepe University, Graduate School of Health
Sciences, Master of Sciences Thesis in Food Service Systems Programme, Ankara,
2019. Heterocyclic aromatic amines (HAA) are carcinogenic and mutagenic
compounds found in cooked muscle meats formed by Maillard reaction of
creatinine, creatinine, amino acids and sugars. Epidemiological studies have shown
that high exposure to HAAs may increase cancer risk in humans. Studies have shown
that antioxidants have inhibitory properties on HAA formation. In this study, it is
aimed to investigate the effect of reishi mushroom extract on HAA formation.
Different concentrations (0%, 0.25%, 0.5% and 1%) of the reishi mushroom extract
were added to the patties by different methods (spreading on the surface or
mixing) and the effect of reducing the HAA formation by deep frying at two
different cooking temperatures (150°C and 190°C) were investigated. In cooked
patties, a total of 11 HAA analyzes were performed including 2-amino-1-
methylimidazo [4,5-f] -quinoline (1Q), 2-amino-3-methylimidazo [4,5-f] -quinoxaline
(lax), 2-amino-3,4-dimethylimidazo  [4,5-f-quinolin]  (MelQ), 2-amino-3,4-
dimethylimidazo[4,5-f]-quinoxalin  (MelQx), 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo
[4,5-b] -pyridine (PhIP), 2-amino-3,4,8-trimethylimidazo [4,5-f] -quinoxaline (4,8-
DiMeigx), 2-amino-3,7,8-trimethylimidazo [4, 5-f]-quinoxaline (7,8-DiMelQx), 3-
amino-1-methyl-5H-pyrido [4,3-b]-indole (Trp-P-2), 2-amino-9H-prido [ 2,3-b] indole
(AaC), 2-amino-3-methyl-9H-pyrido [2,3-b] indole (MeaC) and 9H-prido [3,4-b]
indole (Norharman). It was determined that the total amount of HAA found in the
beef patty samples was below the detectable limit of 2.92 ng/g. Reishi mushroom
extract, added at a concentration of 25%, 50% and 1% by spreading on the surface
method was found to inhibit total HAA formation by 54.26-100%.

Key words: Heterocyclic aromatic amine, reishi mushroom extract, beef patties
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1. GIRIS
1.1. Kuramsal Yaklagsimlar ve Kapsam

Heterosiklik aromatik aminler (HAA), diyette insan kanseri igin bir risk
faktort olarak ¢ok ilgi goren bir bilesik sinifidir (1). Bu bilesikler 1977 yilinda
Profesér Sugimura ve Japonya’daki meslektaslari tarafindan kesfedilmistir. Japon
bilim insanlari kavrulmus balik ve sigir etlerinden elde edilen kdmirlesmis pargalarin
ve dumanin Salmonella thyphimurium bazlh mutajenez testlerinde etkili bir faaliyet
gosterdigini ortaya koymuslardir (2). Heterosiklik aromatik aminler, 1zgara, rosto,
yagda kizartma gibi cesitli yontemlerle pisirme ile yiksek sicaklik nedenli
olusabilmektedir. Ginlmiizde bu yontemlerle pisirilmis gidalardan 25’ten fazla HAA
izole edilerek tanimlanmistir (3). Pismis et Grlnlerinde en ¢ok belirlenen HAA'lar 2-
amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin (MelQx), 2-amino-3,4,8-
trimetilimidazo[4,5-f] kinokzalin (4,8-DiMelQx) ve 2-amino-1-metil-6
fenilimidazo[4,5-b]piridin (PhIP)’dir (4).

Heterosiklik aromatik aminler, 2 biylk sinifa ayrilmaktadir. Bunlardan bir
tanesi pirolitik HAA’lardir. Amino-karbolinler veya IQ tipinde olmayan bilesikler
olarak da isimlendirilmektedir. Bu bilesikler bazi 6zel aminoasitlerin yiksek
sicakhkta(>300 °C) pirolizi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu aminoasitler triptofan,glutamik
asit, fenil alanin ve ornitindir. Birkag HAA'nin da soya globulini ve kazein gibi
proteinlerin prolizi ile olustugu bildirilmistir (5). Aminoimidazoarenler (AIA) ise, evde
pisirmede daha vyaygin olarak kullanilan daha dusiik sicakliklarda (150-300 °C)
pisirilen etlerde olusmakta ve 1Q tipi bilesikler veya termik HAA’lar olarak da
adlandiriimaktadir.  Molekdlin  N-metil-2-aminoimidazol bélimi  kreatinden
tiretilmekte ve AIA iskeletinin geri kalan kisimlari Maillard reaksiyonunda olusan
Strecker degradasyon (riinlerinden (6rnegin, piridinler veya pirazinler) ortaya ciktigi
kabul edilmektedir (6).

Birgok in vivo ve in vitro g¢alismada HAA’larin glgli bir mutajen oldugu,
karsinojen etkilerinden dolayi gesitli organlarda tiimoér olusumuna sebep oldugu

bildirilmistir (6). Epidemiyolojik ¢alismalar, HAA’lara maruz kalma ile insanlardaki



kolon, prostat, meme ve pankreas gibi cesitli organlarin kanseri arasinda glicli bir
iliski oldugunu da ortaya koymustur (7-12). Uluslararasi Kanser Arastirmalari
Kurumu (IARC) (1993), HAA'lari karsenojenite calismalarina gére 2 gruba
ayirmaktadir: MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2, Glu-P-1 ve Glu-P-2
muhtemel insan karsenojenleri (grup 2B) ve 1Q ise olasi insan karsenojenleri (grup
2A) (13).

Pisirme islemiyle et ve baliklarda olusan HAA konsantrasyonu ve tipi, pisirme
yontemi, pisirme slresi ve sicakligl, 6nci maddelerin konsantrasyonu ve ham
maddenin su ve yag icerigi gibi bircok faktore bagh olmaktadir (14).

Antioksidanlarin HAA’larin  olusumunun engellenmesinde roli oldugu
bildirilmistir. Bu etki, HAA olusumunun farkli evrelerini inhibe etmesiyle
aciklanmistir (15). EIma kabugu polifenol ekstrakti (16), Gzim cekirdegi ve biberiye
ekstrakti (17), yesil cay (18), ali¢ ekstrakti (19), kirmizi biber (20), enginar ekstrakti
(21), karabiber (22), nar cekirdegi ekstarkti (23) gibi cesitli antioksidanlarla yapilan
¢alismalarda HAA olusumunun farkh oranlada 6nlendigi gosterilmistir.

Cin'de 'Lingzhi' olarak anilan ve Aphyllophorales'in Ganodermataceae'sine ait
olan Ganoderma lucidum, gesitli hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisi icin geleneksel
Cin tibbinda yaygin olarak kullanilan bir mantar turiadir (24). G. lucidum'un yararli
saglk ozellikleri, meyve cisimcikleri, miselyum ve sporlarda bulunan gok cesitli
biyoaktif bilesiklerden kaynaklanmaktadir (25). G.lucidum'un belli bash kimyasal
bilesenlerinden bazilari polisakaritler, polisakarit-peptid kompleksi, B-glukanlar,
lektinler, organik germanyum (Ge), adenosin, triterpenler, steroller ve
niikleositlerdir (26). Temel olarak, antioksidan, antitimor, anti-inflamatuar,
antihipertansif, antilipidemik etki gostermesine ek olarak bronsit, artrit, kronik
hepatit, mide Ulseri, imminolojik bozukluklar ve skleroderma gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (27). Antioksidan o6zellik gostermesinden dolayi reishi

mantarinin HAA olusumu (izerine etkisi olabilecegi distinilmektedir.

1.2. Amag ve Varsayim

Bu calismada koftelere farkh konsantrasyonlarda reishi mantari ekstrakti

eklemenin HAA olusumu Uzerine etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir. Calismada



pisirme sicakligi(150°C ve 190°C), ekstrakt ylzdesi (%0, %0,25, %0,50 ve %1) ve
ekstrakti ekleme yontemi (ylizeyine serpme ve igine karistirma) ile olusan HAA
miktari arasindaki iliski incelenmektedir. Bu galismanin HAA olsumunu azaltmak igin
reishi mantari ekstrakti ve diger antioksidan igerikli ekstraktlarin kofte yapiminda

kullanimina 6nciliuk edebilecegi duslintilmektedir.

Hipotez 1: Reishi mantari ekstrakti ekleme koftede HAA olusumunu azaltir.

Hipotez 2: Farkli konsantrasyonlarda reishi mantari ekstrakti ekleme HAA
olusumunu farkh diizeyde etkiler.

Hipotez 3: Ekstrakti ekleme yontemi HAA olusumunu etkiler.

Hipotez 4: Pisirme sicakhigi arttikgca HAA olusumu artar.



2. GENEL BILGILER
2.1. Heterosiklik Aromatik Aminlerin Siniflandirilmasi ve Olusumu

HAA’lar, 6zellikle et gibi protein igerigi yliksek besinlerin yiiksek sicakliklarda
pisirilmesi sonucu olusan mutajenik ve karsinojenik bilesiklerdir (28). Bu bilesikler ilk
olarak 1977 yilinda Profesor Sugimura tarafindan normal ev tipi pisirme islemlerinin
sonucunda tanimlanmistir (29). Proteinli besinlerde 25’ten fazla HAA tespit
edilmistir. Bu HAA’lar 2 farkli gruba ayrilmistir: Amino karbolinler veya pirolitik
HAA’lar ve amino-imidazo-azaarenler (AlA) (30). Bu HAA'larin kimyasal isimleri ve

kisaltmalari Tablo 2.1'de verilmistir.

Tablo 2.1. Heterosiklik Aromatik Aminlerin Kimyasal isimleri ve Kisaltmalari (31).

Heterosiklik Aromatik Aminler

Amino karboniller

a-amino-karbolinler AaC 2-amino-9H-dipirido [2,3-b] indol
MeAaC 2-amino-3-metil-9H-dipirido [2,3-b] indol
B-amino-karbolinler Norharman 9H-pirido [3,4-b] indol
Harman 1-metil-9H-pirido [3,4-b] indol
Trp-P-1 3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido [4,3-b] indol
Trp-P-2 3-amino-1-metil-5H-pirido [4,3-b] indol
Glu-P-1 2-amino-6-metil-dipirido [1,2-a: 3', 2'-d] imidazol
Glu-P-2 2-amino-dipirido [1,2-a: 3', 2'-d] imidazol
Amino-imidazo-azaarenler
Kinolinler 1Q 2-amino-3-metilimidazo [4,5-f] kinolin
MelQ 2-amino-3,4-dimetilimidazo [4,5-f] kinolin
Kinoksalinler 1Qx 2-amino-3-metilimidazo [4,5-f] kinoksalin
MelQx 2-amino-3,8-dimetilimidazo [4,5-f] kinoksalin
4,8-DiMelQx 2-amino-3,4,8-trimetil imidazol [4,5-f] kinoksalin
7,8-DiMelQx 2-amino-3,7,8-trimetilimidazo [4,5-f] kinoksalin

4,7,8-TriMelQx

2-Amino-3,4,7,8-tettrametilimidazo [4,5-f] kinoksalin

Piridinler PhIP 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b] piridin
DMIP Dimetilimidazopiridin
TMIP Trimetilimidazopiridin




2.1.1. Amino-imidazo-azaarenler (Termik HAA’lar)

AlA’lar, kizartma, kavurma gibi pisirme yontemleri igin kullanilan sicaklikta,
300 °C'nin altinda kolaylikla olusabilmektedir. AlA’larin olusumuna yol agan (g ana
onci madde, kas etlerinde orijinal olarak bulunan kreatin/kreatinin, sekerler ve
amino asitlerdir (32). AlA’lar, 2-aminoimidazo pargasina ve imidazo halkasindaki
nitrojenlerden birine bagh bir metil grubuna sahiptir (33). AlA’lar, 2-amino-
imidazo’ya baglanan gruplara bagl olarak {i¢ alt gruba ayrilabilir. Bu alt gruplar,
kinolinler, kinoksalinler ve piridinlerdir. Kinolinler IQ-tipi (6rnegin 1Q ve MelQ) olarak
adlandirilirken, kinoksalinler 1Qx tipi olarak adlandirilir (6r. IQx, MelQx ve DiMelQx).
Piridin alt grubundaki en 6nemli HAA’lar PhIP, DMIP ve TMIP’dir (34).

Maillard reaksiyonunun AlA'larin olusumunda o6nemli bir rol oynadig
dusliinilmektedir. Molekllin N-metil-2-aminoimidazol kismi kreatinden tiretildigi
ve 1Q ve 1Qx iskeletinin kalan kisimlarinin, heksozlar ve aminoasitler arasindaki
Maillard reaksiyonunda olusan Strecker bozunma (riinlerinden (6rn., Piridinler veya
pirazinler) kaynaklandigi varsayilmaktadir (35, 36). Bir aldol kiimelenmesinin, 1Q ve
IQx-halkal yapidaki HAA'lari olusturmak igin iki molekll bir aldehit veya ilgili Schiff
bazina bagladigi dislintlmektedir. PhIP fenilalanin, kreatinin ve glikoz iceren bir
model sisteminde olusabildigi gibi seker yoklugunda da olusabilmektedir (1).

PhIP olusumunun mekanizmasi, diger AlA'larin olusum mekanizmasindan
farkhidir. PhIP mekanizmasi, fenilasetaldehit olusturan iki onci, fenilalanin ve
kreatinin reaksiyonu ile baslamaktadir. Daha sonra kreatinin ile fenilasetaldehidin
aldol kiimelenmesi gerceklesmekte ve PhIP son Urin olarak uretilmektedir. PhIP
molekili icindeki azot olusturan piridin parcasi baslangicta ya kreatininin ya da fenil

alaninin bir amino grubu ya da serbest amonyaktan tiretilmistir (37).

2.1.2. Amino-karbolinler (Pirolitik HAA’lar)

Amino karboniller ise daha yiksek sicakliklarda (>300°C) aminoasit ve
proteinlerin pirolitik reaksiyonu sonucu olusmaktadir (29). Amino karbonillerin
yapisi, iki-alti adet aromatik halkalar arasinda tabakalanmis bes adet heterosiklik

aromatik halkay icerir. Amino karboniller ayrica kendi iginde a-alt gruba (6rn. AaC



ve MeAaC), -alt gruba (6r. Norharman, harman), y-alt gruba (6r. Trp-P-1, Trp-P-2)
ve §-alt gruba (6rn. Glu-P-1, Glu-P-2) ayrilmaktadir. Diger HAA'lardan farkli olarak,
B-amino-karbolinler (6r. Norharman ve harman), Ames Salmonella mutajenite
testinde mutajenik olmamalarina neden olan ekzosiklik amino grubundan
yoksundur (34). Amino karbonillerin olusumunun ana onculeri, kreatin/kreatinin
varligindan bagimsiz olarak amino asitler veya proteinlerdir (34, 37). Bu reaksiyonda
yer alan amino asitler ve proteinler arasinda triptofan, glutamik asit, lisin,
fenilalanin, ornitin, kreatin veya pirolize edilmis proteinler (6rnegin kazein, albiimin,
gluten veya soya fasilyesi globulini) yer almaktadir (38). Oldukg¢a yilksek
sicakliklarda olustuklari icin, bunlar evde pisirme yontemi uygulanmis besinlerde
tespit edilememekte veya seyrek olarak olusmaktadir. Amino-karbolinler
olusumunun muhtemel mekanizmalari, bircok reaktif parca lireten ve daha sonra
amino-karbolin HAA'larini olusturmak Gizere yogunlasan serbest radikal reaksiyonlari

yoluyla gerceklesmektedir (39).

2.2. Heterosiklik Aromatik Aminlerin Metabolizmasi ve Karsinojenitesi
2.2.1.Heterosiklik Aromatik Aminlerin Metabolizmasi

Dogal formunda bulunan cogu HAA, mutajenik veya karsinojenik degildir.
Ancak metabolik aktivasyondan sonra DNA katimlari olusturma yetenegine sahip
olurlar. HAA'larin baslica metabolik aktivasyon yolu, faz | ve faz Il biyoaktivasyon
yoludur. HAA'lar, hepatik sitokrom CYP1A2 araciligiyla ekzosiklik amino grubunda
katalize edilen N-hidroksilasyon yoluyla aktive edilir ve N-hidroksi-HAA tiirevleri
olusturur (40). Bu N-hidroksi-HAA tiirevlerinin cogu N-asetil transferaz (NAT),
sulfotransferaz, prolil tRNA sentetaz ve fosforilazi iceren 4 sitosolik enzimle faz Il
biyoaktivasyonunu takip eder. Ekzolik amino gruplarinda NAT, N-asetoksi-ester
turevleri; silfotransferaz, silfoniloksi ester tirevleri; prolil tRNA sentetaz N-
propiloksi ester tlirevleri ve fosforilaz N-fosfatil ester tiirevleri olusturur (41). Bu
reaktif esterler daha sonra DNA veya proteinler ve diger hiicresel bilesenlerle
reaksiyona girerek DNA katimi olusturma yetenegine sahip reaktif nitronyum iyon-

asetat anyon ciftini olusturmak igin heterolitik bolinmeye ugrarlar (42). HAA-DNA



olusumunun N-hidroksi-HAA tirevlerinin faz Il biyoaktivasyonu ile blylk 6lglide
arttigl distintilmektedir. Synderwine ve ark. (43) yaptiklari bir ¢alismada N-hidroksi-
IQ'nun NAT aracili metabolizmasinin N-asetoksi-IQ'ya gore IQ-DNA katim olusturma

seviyesinin 30 kat daha fazla oldugunu belirlemislerdir.

2.2.2. DNA Katimi Olusturma

DNA katimi olusumu, genotoksik kimyasallarin mutajenik ve karsinojenik
potansiyelini degerlendirmek icin bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir. DNA
katimi, reaktif nitronyum iyonlari araciigl ile esterlesmis N-hidroksi-HAA ve
deoksiguanozinin C-8 atomunun (dG-C8) reaksiyonundan meydana gelmektedir
(44).

DNA eklentileri olusturulduktan sonra DNA onarimina girebilirler; Nikleotid
eksizyon onariminin 3' kesme asamasi, HAA'lar tarafindan zarar goéren DNA
onariminda 6nemli bir rol oynamaktadir (45). DNA onariminin aktivitesi buylk
Olglide hicre donglisiniin hizina baghdir. Hiicre donglsi hizlandirilirsa, siklikla
karsinojenler, mutajenler veya organa 0zgl baslaticilar gibi eksojen toksik
maddelerin etkisinden kaynaklanan hiicre hasarinin bir sonucu olarak, DNA hasari
tamir edilemez. Mutasyona ugramis DNA, timoér olusumunun olasi bir 6éncistddr.
Diger taraftan, eger hiicre dongisi azalirsa, cay polifenolleri, ahududu polifenolleri
veya karotenoidler gibi bazi fitokimyasallarla gézlemlendigi gibi, DNA hasari tamir

edilebilmektedir (46).

2.2.3. Heterosiklik Aromatik Aminlerin Karsinojenitesi

HAA’larin karsinojenitesi, uzun sireli hayvan calismalarinda genis bir organ
ve doku yelpazesinde degerlendirilmistir (31). Uluslararasi Kanser Arastirmalari
Kurumu (IARC) (1993), HAA'lari karsenojenite c¢alismalarina gore 2 gruba
ayirmaktadir: MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2, Glu-P-1 ve Glu-P-2
muhtemel insan karsenojenleri (grup 2B) ve IQ ise olasi insan karsenojenleri (grup
2A) (13). 1Q, dusuk dozda (10 mg/kg) ve yliksek dozda (20 mg/kg) % 95 oraninda
insan disi primatlarin %55'inde hepatoseliler karsinom indikleme kabiliyeti

nedeniyle olasi insan karsinojen olarak siniflandirilmaktadir (47).



Karacigerin, HAA'larin metabolik aktivasyonundaki baskin roli nedeniyle
bircok HAA tarafindan indiklenen karsinojeneze duyarli oldugu gosterilmistir (48).
Bu karsinojenitenin, ilgili organ/dokulardaki HAA diizeyindeki metabolitleri ve/veya

DNA katimlari ile iliskili oldugunu gosteren kanitlarla desteklenmektedir (34).

2.2.4. Epidemiyolojik Calismalar

Epidemiyolojik calismalar, uzun vadede HAA genotoksisitesi ve insan saghgi
riskleri arasinda en dogrudan baglantiyi saglamaktadir. Cesitli epidemiyolojik
¢alismalar, insanlarin et tlketiminin ve diyetsel maruziyetin kanserin
etiyolojisindeki potansiyel roliine iliskin kanitlari degerlendirmistir (49). Son 10
yildaki epidemiyolojik ¢calismalar, iyi pisirilmis etlerin yiiksek oranda tliketilmesinin
ve et karsinojenlerine, Ozellikle de HAA'lara yiksek oranda maruz kalmanin
insanlarda kanser riskini artirabilecegini gostermistir (50-52).

Kolorektal kanser (CRC) dinyadaki en yaygin (g¢lincl kanserdir; Avrupa'da
ikinci sirada yer almaktadir (53). Calismalar, kirmizi veya islenmis et veya yilksek
sicakhkta pismis etlerin CRC riskini arttirdigini géstermistir (54). Amerika’da yapilan
multietnik bir kohort galismasinda kirmizi et, islenmis et ve toplam et tiiketiminin
CRC riski ile iliskisi incelenmistir. Calismaya 131.763 kisi katilmis ve bu kisilere
ayrintili bir besin tiketim sikhg anketi uygulanmistir. Yiksek miktarda kirmizi et,
islenmis et tiketiminin CRC riskini artirdigr bulunmustur (55). 1996-2010 yillari
arasinda yapilan prospektif kohort calismasinda 29.615 erkek ve 65875 kadinin PhiP,
MelQx, DiMelQx alimlari incelenmistir. Kirmizi et tiketimi ile alinan PhIP’in
proksimal kolon kanseriyle iliskili oldugu saptanmistir (56).

Diinya Saglk Orgiitii (WHO) 2014 yili Kanser Raporuna gore, prostat kanseri,
erkeklerde diinya genelinde en sik rastlanan ikinci kanser olup, 2012 yilinda
tahminen 1.1 milyon vaka ve 0.3 milyon 6lim gerceklesmistir (57). Pismis ette en
fazla bulunan HAA'lardan biri PhIP'dir. PhIP’in rat prostatinda mutasyon sikligini
artirdigl, kemirgen modellerde prostat tliimoriine neden oldugu gosterilmistir.
Sitokrom P450 1A2 (CYP1A2), CYP1B1, N-asetiltransferaz 1 (NAT1) ve NAT2 de dahil
olmak Uzere heterosiklik aminlerin metabolik aktivasyonu icin gerekli olan bazi

enzimler insan prostat dokusunda eksprese edilmektedir (58). Koutros ve ark. (8)



ABD'de bir kohort ¢calismasi yiritmis ve prostat kanseri insidansi ile iyi veya ¢ok iyi
pisirilmis etlerin tiketimi arasinda pozitif bir iliski bulmustur. ABD’de 10 merkezde
yapilan baska bir prospektif bir kohort ¢calismasinda da pisirme metotlari ve pisirme
seviyeleriyle  birlikte yaklasik 29.000 vyetiskin erkegin et tiketimleri
degerlendirilmistir.Takip siresi boyunca 868 prostat kanseri vakasi rapor edilmistir.
Kirmizi ve beyaz etin ylksek tiketimi prostat kanseri ile iliskili bulunmazken, ¢ok
pismis et tliketimi ve PhIP’e maruz kalmanin doza bagli olarak kanserle iliskili oldugu
bulunmustur (58).

Meme kanseri, en sik gorilen kanserdir ve gelismis Ulkelerde kadinlarda
kanserden oOlimiin ikinci en sik nedenidir (59). PhIP hem epigenetik hem de
genotoksik mekanizmalarda rol alan tam bir karsinojendir. Ayrica disuk
konsantrasyonlarda oOstrojenik aktivite gostermektedir (60). Uruguay ve ABD'de
ylritilen hastaneye dayali vaka kontrol ¢calismalarinda iyi pisirilmis et tiiketimi ve
HAA maruziyeti ile meme kanseri arasinda pozitif iliski oldugunu bildirilmistir (9,
10).

Pankreas kanseri insanlardaki en 6limcul kanserlerden biridir (50). Yapilan
bir calismada heterosiklik aminlerden Trp-P-1 ve 4,8-DiMelQx’in pankreas kanserine
neden olabilecegi belirtilmistir (61). Amerika’da yapilan nifus bazh vaka-kontrol
calismasinda et tiiketimleri,pisirme metotlari, pisirme seviyeleri degerlendirilmistir.
Calismaya 193 kanserli vaka ve 674 kontrol vakasi katilmistir. lzgarada pisirme
yonteminin pankreas kanseri icin risk oldugu sonucuna varilmistir (51). Amerika’da
yapilan baska bir vaka-kontrol calismasinda 626 kanser vakasi 530 kontrol vakasi
degerlendirilmistir. Kanserli hastalarin daha fazla gida mutajeni aldigi géralmistir

(11).

2.3. Heterosiklik Aromatik Amin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Pismis etlerde HAA'larin olusumu, etin tiriine, pisirme sicakligina, pisirme

siresine ve pisirme sirasinda kizarma derecesine baglidir (38).
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2.3.1. Pisirme Yontemi

Pisirme yonteminin HAA olusumunu isi transferi ve su kaybi araciligi ile
etkiledigi dustntlmektedir (62). Tavada kizartma, 1zgara ve kavurma yontemleri,
gidalarin yiiksek sicakliklarda isinimsal ve iletken sireclerle islem gordigu pisirme
yontemleridir. Arastirmalar, bu yontemlerle pisirilen et &rneklerinin yiksek
miktarlarda HAA olusumuna neden oldugunu ortaya koymustur (52, 63, 64). Firinda
pisirme yonteminde ise gidalar dolayli konveksiyonla orta veya orta vyiksek
derecede isil islem gormektedir. Bu yontemle diisiik veya orta seviyede HAA
olustugu bildirilmistir (65). Yapilan bir calismada tavuk ve 6rdek g6gsi kullanilarak 4
farkh pisirme yontemi HAA olusumu agisindan incelenmistir. Sonuglar, en yiiksek
HAA iceriginin komur 1zgarasinda pisirilen tavuk gogsii (112 ng/g), ardindan tavada
kizartilmis 6rdek gogsu (53.3 ng/g), komdir 1zgarada 6rdek gogsi (32 ng/g), tavada
kizartilmis tavuk gogsu (27.4 ng/g), derin kizartilmis tavuk gogst (21.3 ng/g),
kizartilmis 6rdek gogsiu (14 ng/g), kavrulmus 6rdek gogsiu (7 ng/g) ve kavrulmus
tavuk gogsi (4 ng/g) oldugunu gostermistir (63). Yapilan baska bir calismada 5 farkli
yontemle (mikrodalga, firin, elektrikli ocak, tavada kizartma ve 1zgara/barbeki)
pisirilen tavuk pirzola ve balik fileto o6rneklerinde olusan HAA miktarlari
degerlendirilmigtir. Tavuk pirzola ornekleri igin en yiksek ve en disik HAA
miktarlari mikrodalga firinda pisirme yonteminde olusmustur (0.24 ng/g, 8.21 ng/g).
Balik fileto 6rneklerinde ise mikrodalga, firin,elektrikli ocak, tavada kizartma ve
1zgara/barbeki yontemleri kullaniimasiyla olusan en yiiksek HAA miktarlari sirasiyla
18.09, 4.28, 3.12, 6.98 ve 5.22 ng/g bulunmustur (66).

Pisirme yontemlerinin (tavada kizartma, firinda pisirme ve i1zgara/barbek)
heterosiklik amin olusumu Uzerine etkilerini belirlemek icin yapilan baska bir
arastirmada da, cok iyi derecede i1zgara/barbeku yapilan hamburgerlerde 16,8 ng/g
PhIP ve 4,6 ng/g MelQx, ¢ok iyi derecede tavada kizartilmis biftekte 8,2 ng/g MelQx
tespit edilmistir. PhIP ise 1zgarada pisirilmis biftekte maksimum 30,0 ng/g dizeyinde

tespit edilmistir (67).
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2.3.2. Pisirme Sicakhgi ve Siiresi

Pisirme suresi ve sicakhgr HAA olusumunu etkileyen en Onemli
faktorlerdendir. Yapilan galismalar hem pisirme siiresi hem de pisirme sicakliginin
HAA olusumunda cok gicli etkileri oldugunu goéstermistir (32).

Gibis ve ark. (68) yaptigl bir calismada domuz pastirmalari 150-170 °C ve
200-220 °C'de tavada kizartma yontemiyle pisirilmistir. 150-170°C’'de 4 farklh pisirme
suresinde (3, 4, 5, 6 dk), 200-220 °C’'de ise 2 farkh pisirme siiresinde (2, 3 dk) olusan
HAA miktari degerlendirimistir.  En ylksek HAA miktarlari 150-170 °C'de 6 dk
pisirilen (21.8 ng/g), 200-220 °C'de ise 3 dk pisirilen 6rneklerde (29.7 ng/g)
bulunmustur. Liao ve ark. (64) yaptigi bir calismada domuz eti 100, 125 ve 150°C'de
tavada sotelenmistir. Olusan toplam HAA miktarlari 100°C'de 47,83 ng/g, 125°C'de
57,97 ng/g ve 150°C'de 91 ng/g olarak bulunmustur.

Knize ve ark. (69). yaptiklari bir calismada kofteler 150°C, 190 °C ve 230°C ‘de
2,4,6 ve 10 dakika kizartmislardir. 150°C’de 10 dakika kizartilan koftelerde en yiiksek
MelQx, PhIP, DiMelQx ve IQ miktarlari sirasiyla 0.6 ng/g, 1.8 ng/g, 0.4 ng/g ve 0.1
ng/g’dir. 190°C'de kizartilan koéftelerde ise MelQx 0.1-1.3 ng/g, PhIP saptanabilir
sinirin altinda bir degerle 9.8 ng/g arasinda, DiMelQx saptanabilir degerin altinda bir
degerle 1.1 ng/g arasinda ve 1Q ise 0.1-0.4 ng/g arasinda olciilmistir. 230°C'de
kizartilan koftelerde ise en yliksek MelQx, PhIP ve IQ miktarlari 10 dakika kizartma

sonucunda 7.3 ng/g, 32 ng/g ve 0.7 ng/g olarak tespit edilmistir.

2.3.3. Oncii Madde Konsantrasyonu

HAA'lar, ana 6ncli maddelerin (kreatin veya kreatinin, seker ve amino asitler)
miktarlarina ve ayni zamanda ette bulunan ara maddeler (6rnegin, Amadori
bilesikleri, Strecker dehidrasyon, piridin ve pirazin) miktarlarina bagl olan karmasik
kimyasal reaksiyonlar yoluyla olusurlar (14, 41, 70).

Kreatin/Kreatinin: Kreatin veya kreatinin c¢esiti modellerde ve kizartma
deneylerinde gosterildigi gibi ¢esitli HAAlarin olusumu igin 6ncl maddelerdir (38).
Bordas ve ark. (71) yaptigi bir calismada kreatininin miktarindaki 5 kat artisin,

yuksek miktarlarda 1Q, MelQx ve PhIP olusumuna yol actig bildirilmistir. Bununla
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birlikte kreatinin miktari 25 katina kadar artirildiginda, PhIP miktarinin arttigi, ancak
IQ ve MelQx miktarlarinin azaldigi gosterilmistir. Bu durum asiri miktarda kreatininin
IQ ve 1Qx tipi bilesiklerin tUretilmesinde elverisli olmadigini gdstermektedir.

Seker: Mutajenik ajanlarin olusumu i¢in sekerin varligi gerekli degildir. Kuru isil
islemler kullanilan model sistemlerde seker veya aldehitlerin yoklugunda AlA’lar
elde edilmistir. Bununla birlikte sivi model sistemlerinde belirli konsantrasyonlarda
seker gereklidir (70). Diger 6ncli maddelere karsi seker miktarinin asiri artirilmasi
HAA olusumunu yavaslatabilmektedir (72). Yapilan bir ¢calismada kizarmis balik lifine
%9, %14 ve %19 oranlarinda seker eklenmistir. HAA seviyeleri seker seviyesi %14
olana kadar artmistir. Bununla birlikte seker seviyesi %19 oldugunda ise HAA
olusumu %43 oraninda azalmistir (73). Hasnol ve ark. (74) yaptiklari bir ¢alismada
farkl seker tipleri ile marine ettikleri tavuk etinde HAA olusumunu incelemislerdir.
Glikoz ve fruktozdan zengin olan balin HAA olusumunu sukroz orani yiiksek olan
sofra sekeri ve esmer sekere gore daha etkili bir sekilde 6nledigini géstermislerdir.
Aminoasit : Serbest aminoasitlerin dogasina bagl olarak bazi HAA’larin dncelikli
olusumunu indlkleyerek hiz sinirlamada 6nemli bir rolli oldugu gosterilmistir (30).
Borgen ve ark. (75) farkli et tirlerinde olusan PhIP miktarini ve birka¢ serbest
aminoasidin karsilik gelen oranini iliskilendirerek tavuktaki yiksek PhIP oraninin
fenil alanin ve |6sinle baglantili oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir baska ¢calismada
liyolifize et ekstraktina 50 kati kadar glisin, alanin ve fenil alanin eklenmesinin

MelQx ve PhIP miktarlarinda artisa neden oldugu bildirilmistir (76).

2.3.4. Nem igerigi

Bir et dokusunda su, suda c¢oziinebilen 6nclii maddelerin etin ylzeyine
tasinmasinda 6nemli role sahiptir (77). Su seviyesi yiiksek ise, pisirme sirasinda bazi
HAA oncileri etin ic kismindan yizeye kolaylastirilmis diflizyonla tasinarak HAA
olusumunda artisa neden olurlar (72). Bir model sistemde yapilan calismada
0.44'lik bir su oraninin 1Q bilesiklerinin olusumunu destekledigi bildirilmistir (38).

Su varhgi, HAA’larin tipini de etkilemektedir. Piridin aminler (PhIP, TMIP,IFP)
kuru kosullarda olusurken, I1Q ve 1Qx tipi aminler nemli kosullarda olusmaktadir (39).

Kuru model sistemde 6nemli dlglide artan PhIP olusumu genellikle pisirme sirasinda
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etin ylzeyinde (kabuk) gerceklesmektedir. Yiksek oranda su kaybi yaratan pisirme
kosullari, PhIP icin uygun ortam hazirlamaktadir (37) ve tavuk gogstinde PhIP ¢ok
yuksek seviyedelerde (480 ng/g’a kadar) tespit edilmistir (78).

2.3.5. Yag icerigi

Lipitlerin HAA olusumu Uzerindeki etkileri tam olarak anlasilamamistir ¢linki
HAA olusumu Uzerinde hem inhibe edici hem de artirict 6zellikleri oldugu
gosterilmistir. Lipitlerin HAA olusumu Uzerindeki inhibe edici etkisinin etteki onci
maddeleri seyreltmesinden kaynaklandigi distnilmektedir (79). HAA olusumu
Uzerindeki artirici etkisinin ise lipitlerin isiy1 besinlere daha verimli aktarmasindan
kaynakh olabilecegi dusliniiimektedir (80-82). Lipitler, Maillard reaksiyon (riinlerinin
olusumunu hizlandiran lipit oksidasyonu yoluyla HAA ‘larin olusumunda kimyasal
olarak yer alabilirler (83). Robbana-Barnat ve ark. (70) mutajenik bilesiklerin
maksimum seviyede olusabilmesi icin optimum bir yag seviyesi oldugunu ve bu
optimum seviyenin kiyma igin %10 oldugunu bildirmistir. Holtz ve ark. (84) yag
seviyesinin (%2.8-16.6) mutajenik aktivite Gizerine etkisini arastirdiklari bir calismada
en disitk mutajenik aktivitenin yliksek yagl érneklerde oldugunu rapor etmislerdir.
Buna ek olarak Abdulkarim ve ark. (82) % 5 yag iceren sigir etinde HAA'larin

olusumunun % 15 yag iceren sigir etinden daha yiksek oldugunu bildirmiglerdir.

2.3.6. Etin Ozellikleri

Hayvan tirleri, kas tipi, olgunlasma ve et kalitesi de dahil olmak (izere et
ozelliklerinin, pismis et Urinlerinde HAA'larin olusumunu etkileyen kaslardaki 6nci
maddelerin endojen konsantrasyonlari Gizerinde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir
(72). Etin, ozellikle dana etinin olgunlastiriimasi (yumusatilmasi), protein proteoliz
asamalarindan kaynaklanan hassasiyet ve lezzette artis gosteren normal bir
yontemdir (85, 86). Dana etinin olgunlastiriimasinin HAA (PhIP ve MelQx)
seviyelerinde artisa neden oldugu diisiintilmektedir. Yapilan bir calismada 1-10 giin
arasinda olgunlastirilan dana etlerinde HAA miktarlarinda artis gbzlemlenmistir. Bu
artisin kreatinin, toplam aminoasit ve glukoz miktarinin artisindan kaynaklandigi

disunilmektedir (86).
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2.4. Heterosiklik Aromatik Aminlerin Olusumunun Onlenmesi

Daha 6nce belirtildigi gibi HAA olusumu pisirme sicakligi ve suresi, pisirme
yontemi, dncli madde konsantrasyonu gibi pek ¢cok faktorden etkilenmektedir (65,
69, 87). Bunun yaninda yapilan ¢alismalarda antioksidanlar, marinasyon islemi,
mikrodalga ile 6n islem ve su tutma kapasitesinin artirilmasinin HAA olusumunun

azaltilmasinda 6nemli bir roli olabilecegini gostermistir (7, 23, 45, 88).

2.4.1. Antioksidanlar

Yapilan galismalarda dogal antioksidanlarin HAA'larin miktarlarini azaltmada
onemli bir rol oynayabilecegi rapor edilmistir (72, 89, 90). HAA olusumunda yer alan
serbest radikal yolaklar (piridin ve pirazin radikaleri) yolu ile antioksidanlarin radikal
sondiricl ve serbest radikal temizleyici 6zelliklerinden dolayr HAA olusumunun
sinirlandirilmasinda etkili olduklari diisiniilmektedir (15).

Ozellikle meyve ve sebzelerden elde edilen ekstraktlarin, pismis et
Urlinlerinde HAA olusumunu engelledigi bildirilmistir. Alic ekstrakti kullanilarak
yapilan bir calismada ali¢ ekstarktinin % 0.5 ve % 1 oranlarinda kullaniimasinin
toplam HAA miktarini sirasiyla tavuk gogsiinde %12-100 ve %19-97; biftekte ise
%42-100 ve %20-35 oraninda azaltngi rapor edilmistir (19). Nar cekirdegi ekstarkti
ile yapilan bagka bir ¢alismada %0.5 oraninda ekstrakt eklenmesiyle kéftelerde PhiP
olusumunda %68, norharman olusumunda %24, harman olusumunda %18, 1Q
olusumunda %45 ve MelQx olusumunda % 57 oraninda azalma goézlemlenmistir
(23). Cheng ve ark. (91) yaptiklari bir calismada polifenol bakimindan zengin dort
meyve ekstrakti (elma, miirver agact meyvesi, izim c¢ekirdegi ve ananas), kizartilmis
sigir koftelerinde olusan MelQx, DiMelQx ve PhIP miktarini 6nemli 6lclide azalttig
bulunmustur (%15-% 71).

Baharatlar, dana etinde HAA'larin azaltilmasinda yardimci olan antioksidan
maddelere sahiptir. Yapilan bir calismada koftelere farkli oranlarda kirmizi biber
(%0.5, %1 ve %1,5) ve kapsaisin (2, 4 ve 6 mg) eklenerek HAA olusum miktarlari
degerlendirilmistir. Kirmizi biber ve kapsaisinin tim konsantrasyonlarda HAA

miktarini azaltmada etkili oldugu belirlenmistir (20). Oz ve Kaya (22) yaptiklari bir
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calismada koftelere %1 oraninda karabiber eklemislerdir. Toplam HAA miktarinda
azalma oldugunu (%12-100), en yiksek azalmanin ise PhIP olusumunda (%100)
oldugunu rapor etmiglerdir. Puangsombat ve ark. (92) yaptiklari bir galismada
koftelere %0.2 oraninda kimyon, kisnis tohumu, kulungotu, Cin zencefili, biberiye ve
zerdegal eklemenin HAA olusumu Uzerindeki etkisini degerlendirmislerdir. HAA
olusumunu azaltmadaki en etkili baharatlarin Cin zencefili (% 33), biberiye (%43) ve

zerdecal (%39) oldugu belirlenmistir.

2.4.2. Marinasyon

Marinasyon, etin pisirmeden 6nce marinatin diflizyon yoluyla ete nifuz
edebilmesi icin birkag saat hatta glnlerce sirebilen bir sire zarfinda sivi bir
marinatin igerisine batirilmasi islemidir (93). Evlerde insanlar genelikle basit
marinatlar kullanirlar. Bunlar genellikle baharatlar, sirke, limon suyu, tuz ve saraptir.
GUnumuzde insanlar evde basit bir hazirlik gerektiren kullanima hazir formda (toz,
sivi marinatlar) marinatlar kullanabilmektedirler (94).

Bircok calisma et Urilinlerinde marinasyon isleminin HAA olusumu {izerinde
etkili olabilecegini gostermistir. Busquets ve ark. (7) yaptiklari bir galismada kirmizi
sarapla marinasyonun tavuk gogsiinde HAA olusumuna etkisini degerlendirmislerdir.
Kirmizi sarabin toplam HAA olusumunda azalmaya neden oldugu, en ¢ok azalmanin
PhIP (%88) olusumunda oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan bir baska ¢alismada da
sarimsak, sogan, limon suyu ve zeytinyagiyla marinasyonun koftelerde HAA olusumu
Uzerindeki etkisi incelenmistir. Daha fazla sarimsak ve sogan eklenmesi MelQx
miktarlarinda azalmaya neden oldugu, HAA olusumunda en fazla azalmanin
saglandigi sogan, sarimsak ve limon suyu oranlarinin sirasiyla %31.2, %28.6 ve %14.6

oldugu belirlenmistir (95).

2.4.3. Mikrodalga Firin ile On islem

Mikrodalga firin ile ©n islem, et Urinlerindeki HAA seviyesini azaltmanin
pratik bir yoludur. Felton ve ark. (96) yaptiklari bir ¢alismada, mikrodalga firin ile 6n
islemin  kizartilmis  koftelerdeki HAA seviyesinin  azaltilmasindaki  etkisini

incelemislerdir. Kizartma isleminden 6nce 3 dakika mikrodalga firinla 6n islemin
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MelQx, 1Q, DiMelQx ve PhIP miktarlarinda 3-9 kat azalma sagladigl sonucuna
varmiglardir. Bu azalma etkisinin mikrodalga firinlama islemi sirasinda HAA'larin
(kreatin, seker ve amino asitler) suda ¢6zlinebilir 6ncilerinin yaklasik % 30 oraninda

ortadan kaldirilmasina bagh oldugu dusliniilmektedir.

2.4.4. Su Tutma Kapasitesinin Artirilmasi

Daha 6nce de belirtildigi gibi, su, pisirme sirasinda etin ylizeyindeki HAA'larin
olusumunda suda ¢o6zlinebilir onclllerin taginmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu
nedenle, su-baglayici bilesiklerin eklenmesi, 6nciil maddelerin gidalarin g
kisimlarindan yizeye tasinmasini kisitlayabilir ve boylece ylizeyde HAA olusumunda
bir azalmaya neden olabilmektedir (32). Yapilan bir ¢alismada % 1.5 sodyum klorur
ve % 0,3 sodyum tripolifosfattan olusan bir ¢ozeltinin sigir etlerine ilave edilmesinin,
su tutma kapasitelerini arttirdigi, pisirme kaybini azaltmanin etkili bir yolu oldugu ve
bunun da kizarmis dana burgerlerinde HAA'larin olusumunu kontrollere gére % 38
oraninda azalttigi rapor edilmistir (97).

Bazi karbonhidratlarin ilavesinin besinlerdeki HAA olusumunu azalttig
bildirilmistir (32). Persson ve ark. (88) yaptigi bir calismada %1.5 oraninda
karbonhidratlarin (patates nisastasi, patates lifi ve bugday kepegi) % 1.5 oraninda
NaCl ve % 0.3'liik tripolifosfat ile sigir burgerine eklenmesinin hem agirhk kaybini
hem de HAA olusumunu etkiledigini gostermistir. Cig patates nisastasinin HAA

olusumunu %70 oraninda inhibe ettigi rapor edilmistir.

2.5. Reishi Mantari ve Saglk Etkileri

Reishi, Ling-zhi veya olimsizlik mantari olarak da bilinen Ganoderma
Lucidum (G. Ludicum), yaklasik 2000 yildir Cin tibbinda kullanilan bir mantar
tiridur. Parlak bir koyu kirmizi renge ve odunsu bir dokuya sahiptir. ismi, parlak
anlamina gelen "lucidus" kelimesinden tiretilmistir (98). Diinya ¢capinda 80’den fazla
tire sahip olup,tropikal bolgelerde yaygin olarak bulunmaktadir (99).

Reishi mantarinin tibbi kullanimi milattan 6nceye kadar dayanmaktadir.
Ozellikle Asya toplumlari tarafindan genel saghg gelistirmek amaciyla

kullanilmaktaydi. Ayrica tek basina veya kemoterapiyle birlikte kanser tedavisinde
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kullanilmistir (100). Ginimizde G. lucidum, dogu tlkelerinde en ¢ok aranan sifali
mantarlardan biridir, populer olarak, Cin’de Ling-zhi, Japonya'da Reishi ve Giiney
Kore'de Yeongji olarak bilinmektedir. Bu tirler, en ¢ok rapor edilenler olan
polisakkarid ve triterpenik bilesenler olmak Uzere baslica biyoaktif bilesikler,
ozellikle polisakkaritler, terpenoidler, niikleotidler, steroidler, yag asitleri, proteinler
ve glikopeptidler bakimindan zengindir (101).

G. lucidum, Geleneksel Cin Tibbinda (TCM) migren ve bas agrisi,
hipertansiyon, artrit, bronsit, astim, gastrit, hemoroid, hiperkolesterolemi, nefrit,
dismenore, kardiyovaskiler problemler ve kanser gibi 20'den fazla farkl hastalgi
tedavi etmek igin kullanilmistir (102). Reishi mantari ile ilgili yeni ¢alismalar,
antitimor, antiinflamatuar, karaciger koruyucu, antimikrobiyal, hipotansif,
antidiyabetik ve hipolipodemik etkiler dahil olmak Uzere, bu tiir mantarlar arasinda
sayisiz biyolojik aktivite gostermistir (103-106).

Son vyillarda yapilan ¢alismalar biyoaktif bilesikler olan polisakkarit ve
triterpenler Uzerine yogunlasmistir (100). G. lucidum'dan elde edilen cesitli
ekstraktlar, gogus, pankreas, akciger, kolon, deri ve prostat dahil olmak lizere cok
cesitli kanser hiicre dizilerinde antikanserojen etkiler gdstermistir (107). Yapilan
hiicre kiltiri calismasinda reishi mantari triterpenlerinin insan prostat kanser
hucrelerinde antikanser etkileri incelendiginde yiiksek doz (2 mg/ml) triterpenin
matriks metalloproteinlerinin regilasyonu ile zaman ve doza bagimli sekilde hiicre
canlihgini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi belirlenmistir (108). insanlar tizerinde yapilan bir calismada ise reishi
mantari ekstraktinin kolorektal adenomali bireylerde adenomalari baskiladig
goralmastir (105).

Reishi mantarinda bulunan biyoaktif bilesenler antioksidan, antihipertansif,
hipokolesterolemik, imminomodiilator, platelet agregasyonunu 6nleme etkileriyle
aterosklerozu onleyebilmektedir (109). Yapilan bir calismada stable anjina hastasi ve
risk altindaki bireylere 750 mg/gliin dozunda resihi mantarindan elde edilen
polisakkarit peptid verilmis ve risk altindaki bireylerde slperoksit dismutaz

seviyesinde artis, her iki grupta da dolasimdaki endotel hiicre sayisinda azalma



18

gozlenmistir (110). Ratlarla yapilan baska bir ¢alismada da ratlara farkli dozlarda
(50,150 ve 300 mg/glin) reishi mantarindan elde edilen polisakkarit peptid verilmis
ve H,0; ve koplk hiicre seviyelerinde doza bagimli bir azalma, perivaskiler doku ve
plak kalinhginda azalma oldugu gosterilmistir (103). Reishi mantarinin icerdigi
biyoaktif bilesenlerin antidiyabetik etkileri oldugu da literatlirde belirtilmistir (111).
Ratlarla yapilan bir c¢alismada Tip 2 diyabetli ratlara farkli dozlarda (50 ve 100
mg/kg/gun) resihi mantarindan elde edilen polisakkaritler (GLP) verilmistir. Aclik
serum glikozu ve insilin her iki GLP grubunda diyabetik kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde distk bulunmustur. GLP alan gruplarda aglik serum glikozu doza

bagiml bir sekilde azaldigl gézlenmistir (112).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan az yagh dana kiyma Ankara’da bulunan yerel bir
marketten temin edilmis ve yag miktari %8! olacak sekilde laboratuvar ortaminda
ayarlanmistir. Kofte harci dana kiyma ve %10 galeta unundan olugmustur.
Antioksidan etki gosterecek herhangi bir bilesik (sarimsak,baharatlar vb.) ve tuz
eklenmemistir. Kofteler 1,5 cm kalinliginda 10 cm c¢apinda kalip kullanilarak
sekilendirilmistir.

Reishi mantari ekstarkti Balen firmasindan temin edilmistir. Reishi mantari
ekstarkti %0 (kontrol), %0.25, %0.5 ve %1 konsantrayonlarinda koftelerin yiizeyine
sirme veya igine karistirma yontemleriyle eklenmistir. Ekstraktin koftelere niifuz
edebilmesi icin hava ile temasi engellenerek 16-18 saat sire ile 4°C ortamda

bekletilmistir.

3.2. Pisirme Siireci

Hazirlanan kofte orneklerine 150 ve 190 °C’'de derin yagda kizartma islemi
uygulanmistir. Derin yagda kizartma islemi termostath fritdéz (Tefal Principio,Fransa)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Pisirme siresi 6n denemelerle 3 dakika olarak
belirlenmistir. Ornekler iki farkh sicakhk, iki farkli yéntem ve dért farkl
konsantrasyonda pisirildiginden dolayi 16 farkli grup olusturulmustur. Ornekler iki
tekrarh olarak pisirilmistir. Sekiz kontrol grubu olmak lzere toplamda 32 6rnek
grubu olusturulmustur.

Pismis kofte orneklerinin i¢ sicakhgl probe termometre (Testo 905-T1) ile
Olclilmustlir. Pismis ve pismemis oOrneklerin agirligi hassas terazi kullanilarak
Olculmustir. Agirhk kayiplari % olarak hesaplanmistir.

Pisirme islemini takiben ornekler oda sicakhginda 30 dakika sogutulduktan

sonra mutfak robotu ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen érnekler

1Tez énerisinde bu miktar %20 olarak belirtilmis ancak kéftenin sekillendirilmesi ve dagilmamasi

acgisindan 6n denemelerle %8 olarak belirlenmistir.
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folyo ile kaplanip analizi yapilana kadar -20°C’de bekletilmistir. Ornekler analizden 1

gin 6nce 4°C’de ¢ozdurulmustar.

3.3. Materyal

Heterosiklik aromatik amin analizi igin kimyasallar etil asetat, metanol,
aseton, sodyum hidroksit, hidroklorik asit, glasiyal asetik asit, asetonitril ve
amonyum hidroksit ¢ozeltisi (%25) Merck’ten temin edilmistir. Kati faz estraksiyonu
icin Extrelut NT ambalaj malzemesi (Merck, Darmstadt, Almanya), Bond Elut
rezervuari (Varian, Harbor City, California, ABD), Oasis MCX kartusu (Waters,
Milford, Massachusetts, ABD), SPE manifold (Supelco Visiprep, Louis, Missouri, ABD)
kullanilmistir. Heterosiklik aromatik amin standartlari, Toronto Research
Chemicals’dan (Downsview, Ontario, Kanada) temin edilmistir: 4,7,8-TriMelQx (CAS
no: 132898-07-8, 2-amino-3,4,7,8- tetrametilimizado [4,5-f] kinoksalin), 1Q (CAS no:
76180-96-6, 2-amino-3-metilimidazo [4,5-f] kinolin), MelQ (CAS no: 77094-11-2, 2-
amino-3,4-dimetilimizado [4,5-f] kinolin), 1Qx (CAS no: 108354-47-8, 2-amino-3-
metilimidazo [4,5-f] kinoksalin), MelQx (CAS no: 77500-04-0, 2-amino-3,8-
dimetilimidazo [4,5-f] kinoksalin), PhIP (CAS no: 105650-23-5, 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo [4,5-f] piridin), 4,8-DiMelQx (CAS no: 95896-78-9, 2-amino-3,4,8-
trimetilimidazo [4,5-f] kinoksalin), 7,8-DiMelQx (CAS no: 92180-79-5, 2-amino-3,7,8-
trimetilimidazo [4,5-f] kinoksalin), AaC (CAS no: 26148-68-5, 2-amino-9H-pirido
[2,3-b] indol), MeAaC (CAS no: 68006-83-7, 3-amino-3-metil-9H-pirido [2,3-b]
indol), Trp-P-2 (CAS no: 72254-58-1, 3-amino-1-metil-5H-pirido [4,3-b]indol).
Arastirmada internal standart olarak 4,7,8-TriMelQx kullanilmistir. Analizde
kullanilan tiim ¢ozeltiler 0.45 mikron filtreden (Millipore, Billerica, Massachusetts,

ABD) gecirilip kullanilmistir.

3.4. Cig ve Pismis Kofte Orneklerinde TBARS Analizi

Lipit oksidasyon derecesi tiyobarbitirik asit reaktif maddelerin (TBARS)

belirlenmesiyle tespit edilmistir. TBARS, Kerth ve Rowe (113) tarafindan olusturulan
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prosedirin modifiye edilmesiyle elde edilen prosediire gore belirlenmigtir. TBARS

degerleri mg malondialdehit esdeger (MDA)/ kg et olarak gosterilmistir.

3.5. Cig ve Pismis Kéfte Orneklerinde Yag Tayini

Cig ve pismis kofte orneklerinde yag tayini Soxhelet yontemi kullanilarak
yapiimistir. Bu yonteme gore soxhelet kartuslarina 2 g homojenize edilmis kofte
ornegi ve 2 g sodyum silfat (Na;SOs) eklenip lzeri cam pamukla kapatilmistir.
Soxhelet kartuslari, soxhelet cihazinin kolonlarina yerlestirilmis ve kolonlar alttan
daha 6nceden sabit agirhgi alinan cam balona baglanmistir. 150-200 ml eter
kolonlara eklenip kolonlar cihazin sogutucu kismina baglanmistir. Sistem 6-8 saat
boyunca alttan isitilmistir. Isitma isleminden sonra cam balonlarin eteri ugurulup

105°C’lik etivde kurutulup 0,1 mg’a duyarli hassas terazide tartilmistir.

3.6. Cig ve Pismis Kofte Orneklerinde Protein Tayini

Cig ve pismis kofte orneklerinde protein tayini Kjeldahl yontemi kullanilarak
yapilmistir. Bu yonteme gore Kjeldahl balonlarina 1,5 g homojenize edilmis kofte
ornegi, 20 ml % 96’hk silfirik asit (H2SO4) ve 2 adet kjeldahl tableti eklenmistir.
Kjeldahl balonlari, Kjeldahl cihazinin yakma (nitesine yerlestirilip yakma islemi
uygulanmistir. Yakma islemi sonrasinda Kjeldahl balonlarina 175 ml distile su, 2
tablet cinko ve 10 ml sodyum tiyosilfat eklenip Kjeldahl cihazinin distilasyon
kismina yerlestirilmistir. Distilasyon kisminin alt tarafina da icerisinde 50 ml borik
asit ¢ozeltisi bulunan erlenler yerlestirilmistir. Kjeldahl balonlarina 60 ml doymus
NaOH cozeltisi eklenip ocak yakilmistir. Erlende 150 ml disitilasyon sivisi toplaninca
bu sivi 0.1 N’lik HCI ile titre edilmistir. Protein yiizdesi titrasyondan elde edilen

sonuca gore hesaplanmistir.

3.7. Pisirme ile Agirhk Kaybinin Belirlenmesi

Kofte orneklerinin pisirme dncesi agirliklari ve pisirme sonrasi oda sicaliginda
30 dk sogutulduktan sonraki agirliklari belirlenerek pisirme kayiplari % olarak

hesaplanmistir.
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3.8. Cig ve Pismis Kofte Orneklerinde Kiil Tayini

Gig ve pismis kofte érneklerinde kil tayini igin analiz 6ncesinde porselen
krozeler 600 °C’lik kil firininda 3 saat bekletilmis ve desikatorde sogutularak hassas
terazide daralari alinmistir. Porselen krozelere 2 g homojenize edilmis Ornek
konulmustur. Krozeler kil firininda 600 °C'de 5-6 saat tutulmustur. Bu islem

sonrasinda krozeler desikatorde sogutulup hassas terazide tartimlar yapiimistir.

3.9. Cig ve Pismis Kofte Orneklerinin pH Analizi

Kofte orneklerinden 10 g tartilip tzerine 100 ml distile su ilave edilmis ve
Ultra Turrax karistirict ile homojenize edilmistir. Karissm Whatman 1 nolu filtre
kagidi ile stizildikten sonra pH 4 ve pH 7 ile kalibre edilmis pH metre ile 6lglim

yapilmistir.

3.10. Cig ve Pismis Kofte Orneklerinin Nem igerikleri Analizi

Kofte orneklerinin nem igerikleri analizi Sartoious ® MA150 nem tayini cihazi

ile 105°C’'de yapilmistir.

3.11. Heterosiklik Aromatik Aminlerin Ekstraksiyonu

Kofte orneklerinin HAA icerigi, Messner ve Murkovic (33) tarafindan
belirlenen ve Oz ve ark.(66) tarafindan modifiye edilen bir metotla belirlenmistir. Bu
yontemde 1 g kofte 6rnegi 12 mL 1 M sodyum hidroksit (NaOH) icinde 500 rpm
devirde 1 saat manyetik karistirici kullanilarak homojenize edilmistir. Uzerine 13 g
paketleme materyali (Extrelut NT Packing Material, Merck, Darmstadt, Almanya)
eklenerek karistirilmistir. Oasis MCX kartuslari vakum sistemine baglanarak 2 mL
etil asetat ile yikanmistir. Daha sonra ekstraksiyon kartuslari sisteme takilip etil
asetat ile yitkanmistir. Oasis kartuslari 6nce 2 mL 0.1 M HCl ile sonra 2 mL metanol
ile tekrar yikanip 4 ml’lik viallere 2 ml metanol: NH3 (%25) (19:1) ile elue edilme
islemine dayanir. Analiz dncesinde eluat 50 ‘C’lik etlivde kurutulmustur. Analizden

hemen 6nce 100 pL metanol ilave edilerek ¢ozdurilmistir.
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3.12. Heterosiklik Aromatik Aminlerin Analizi

Ekstraksiyondan sonra vyiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi ile analiz edilmistir. Ayrilma, ters fazh bir analitik kolon (Semi mikro ODS-80
TS kolonu) (5 um, 250 mm x 2 mm i.d.) araciligi ile gergeklesirilmistir. Ayirim Solvent
A ve Solvent B (Asetonitril) gradient elisyon ile 0,3 mL/dk akis hizinda
gerceklestirilmistir. Solvent A, metanol/asetonitril/su/glasiyel asetik asit’in
14/8/76/2 oraninda karistirimasiyla elde edilen c¢ozeltinin  pH’sini 5’e
ayarlayabilmek icin %25’lik NHs eklenerek elde edilmistir. Enjeksiyon hacmi 5 pL ve
gradient programi, 0-12 dk, %0 B; 12-20 dk, %0-30 B; 20-35 dk, %30 B olarak
belirlenmistir.

Kofte orneklerindeki farkli HAA ‘lar igin geri kazanim oranlari, standart
ekleme yontemi ile gerceklestirilmistir. Belirli HAA konsantrasyonlari (0.1, 0.5, 1.0,
2.5, 5.0 ng/g) ham o6rneklere eklenmistir. Ekstraksiyon ve analizden sonra HAA'larin
geri kazanim oranlari belirlenmistir. HAA’larin geri kazanim oranlari 1Q igin %65,
MelQ icin %79, 1Qx icin %78, MelQx i¢in %76, 4,8-DiMelQx i¢i %78, 7,8-DiMelQx
%73, AaC icin %62, MeAaC %68, PhIP icin %98 ve Trp-P-2 icin %64 olarak
belirlenmistir. Analizi yapilan HAA’larin LOD (Limit of detection=3) ve LOQ (limit of

quantification=10) degerleri ise Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Analizi yapilan HAA’larin LOD ve LOQ degerleri

HAA LOD (ng/g) LOQ (ng/g)
IQ 0,002 0,01
1Qx 0,003 0,01
MelQ 0,005 0,02
MelQx 0,006 0,02
4,8-DiMelQx 0,005 0,02
7,8-DiMelQx 0,003 0,01
AaC 0,008 0,03
MeAaC 0,008 0,03
PhIP 0,005 0,02
Trp-P-2 0,005 0,02

3.13. Verilerin istatistiksel Analizi

Arastirmada elde edilen verilerin istatistiksel analizi icin SPSS 23.0 paket
programi kullanilmistir. Verilerin istatistiksel analizi ANOVA ile yapilmis ve farkli
bulunan ortalamalar icin Duncan c¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. Sonuglar

%95 gliven araliginda ve anlamlilik p<0,05 dizeyinde degerlendirilmistir.
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4.BULGULAR
4.1. Cig Kéfte Orneklerinde Proksimet, pH ve TBARS Analiz Sonuglari

Cig kofte orneklerinin toplam protein, yag, nem, kiil, pH ve TBARS degerleri
tablo 4.1.”de gosterilmistir. Cig koftede toplam protein miktari % 18,19+0,19,
toplam yag miktari 7,81+0,64, nem miktari %61,07, kil miktari % 1,05, pH 5,38 ve
TBARS degeri 1,60+0,02 mg MDA/kg olarak bulunmustur.

Tablo 4.1. Cig kofte drneklerinin toplam protein, yag, nem, kil, pH ve TBARS
degerleri

Toplam Toplam Nem TBARS (mg
Et tiird protein (%) vag (%) (%) Kiil (%) pH MDA/kg)
Cig kofte  18,19+0,19 7,81+0,64 61,07 1,05 5,38 1,60+0,02

Veriler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.

4.2. Pismis Kofte Orneklerinin Toplam Yag, Toplam Protein, Nem ve Kiil

icerikleri

Pismis kofte orneklerinin ekstrakt ekleme metodu, ekstrakt ylzdesi ve
pisirme sicakligina gore toplam yag, protein, nem ve kil icerikleri Tablo 4.2’de
verilmigtir.

Kofte orneklerinin ortalama toplam yag yizdeleri incelendiginde, pisirme
sicakhgi arttikca toplam yag ylizdesinde artma oldugu belirlenmistir. 150°C’de pisen
orneklerin toplam yag yizdelerinin ortalamasi 7,9740,84, 190°C’'de pisen orneklerin
ise 12,30+0,65'tir. Pisirme sicakhgi ve toplam yag ylizdesi arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemlidir(p<0,05). Ekstrakt ekleme metodu ve ekstrakt ylizdesi ile toplam
yag ylizdesi arasinda istatistiksel olarak énemli bir iliski saptanmamistir (p>0,05).

Toplam protein ylzdeleri incelendiginde, pisirme sicakligi arttikca toplam
protein ylzdelerinde artma oldugu belirlenmistir. 150 °C’de pisen 6rneklerin toplam
protein yuzdelerinin ortalamasi %17,01£2,00, 190 °C'de pisen orneklerin ise

%20,60+ 3,23 olarak bulunmustur. Pisirme sicakligi ve toplam protein ylzdesi
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arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir iliski oldugu gosterilmistir (p<0,05). Ekstrakt
ekleme metodu ve ekstrakt ylzdesi ile toplam protein yizdesi arasinda énemli bir
iliski saptanmamistir.

Nem igerikleri, pisirme sicakhgl yoninden incelendiginde 150°C'de pisen
orneklerin nem icerigi ylzdelerinin ortalamasi %58,25+1,16, 190°C'de pisen
orneklerin ise %47,16+2,94’tlr. Aralaridaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir
(p<0,05). Ekstrakt ekleme metodu ve ekstrakt ylizdesi ile nem icerigi arasinda
onemli bir iliski saptanmamuistir.

Toplam kil miktari pisirme sicakligi yoninden incelendiginde 150°C’de pisen
orneklerin toplam kil miktari yizdelerinin ortalamasi 1,42+0,14, 190°C’de pisenlerin
ise 1,6310,10’dur. Aralarindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05). Ekstrakt
ekleme metodu ve ekstrakt ylzdesi ile kiil miktari arasinda onemli bir iligki

saptanmamistir.
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4.3. Pismis Kofte Orneklerinin Pisirme ile Olusan pH, Agirlik Kaybi ve ig
Sicaklik Degerleri

Pismis kofte orneklerinin i¢ sicakhk, agirlik kaybi ve pH degerleri Tablo 4.3.'e
gosterilmistir.

Pisirme sicakhg vyukseldikce koftelerde agirlik kayiplarinin da arttig
saptanmistir.  150°C'de pisen oOrneklerin i¢ sicaklik degerlerinin ortalamasi
71,9941,94 °C, 190°C’de pisen orneklerin ise 84,93+1,65 °C olup aralarindaki fark
istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,01). Diger yandan koftelere eklenen ekstrakt
miktari ile i¢ sicakliklar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

Ekstrakt ekleme metodu ile agirlik kaybi ylizdeleri arasinda istatistiksel olarak
onemli bir iliski saptanmamistir (p> 0,05). Pisirme sicakligi ylkselidkce koftelerde
agirhik kayiplarinin da arttig saptanmistir. 150°C’de pisen orneklerin agirlik kaybi
yuzdelerinin ortalamasi 8,63+1,72, 190°C'de pisen oOrneklerin ise 28,13+1,32 olup
aralarindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,01). Agirlik kaybi ylzdeleri ile
ekstrakt ylizdesi arasinda istatistiksel olarak onemli bir iliski saptanmamistir
(p>0,05).

Ekstrakt ekleme metodu ile pH degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir iliski saptanmamistir (p>0.05). pH degerleri ile pisirme sicakligl arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark belirlenmistir (p<0,05). 150°C’de pisen 6rneklerin
ortalama pH degeri 6,31+0,06, 190°C’de pisen orneklerin ise 6,24+0,09’dur. Pisirme

sicakhigi arttikca pH degeri artmistir.



Tablo 4.3. Pismis kofte orneklerinin ic sicaklik, agirlik kaybi ve pH degerleri

i¢ sicakhk (°C)  Agirhik kaybi (%) pH
Ekstrakt ekleme
metodu
Yuzeyine serpme 78,81+7,35 18,34 £ 10,77 6,29 + 0,05
icine karistirma 78,1116,44 18,41 +9,57 6,26 £ 0,11
p degeri 0,776 0,986 0,288
Ekstrakt yiizdesi
Kontrol 77,9448,11 18,44 +11,98 6,30+0,06
0,25 78,3616,64 18,69 + 9,99 6,28 £ 0,04
0,5 77,90+7,12 18,38 +10,05 6,32+0,06
1 79,63+6,51 18,00+ 10,00 6,22+0,13
p degeri 0,958 0,999 0,093
Pisirme Sicakhgi
150 °C 71,99+1,94 8,63+1,72 6,31+ 0,06
190 °C 84,93+1,65 28,13 +1,32 6,24 £ 0,09
p degeri 0,000* 0,000* 0,036*

Veriler ortalamazsatandart sapma olarak verilmistir. *p<0,05

4.4. Pismis Kofte Orneklerinde TBARS Degerleri (mg MDA/kg)

Pismis kofte orneklerinin TBARS degerleri (mg MDA/kg) tablo 4.4'te
verilmistir. Ekstrakt ekleme metodu ile TBARS degerleri arasinda istatistiksel olarak
onemli bir iliski saptanmistir (p<0,05). Yiizeyine serpme metoduyla ekstarkt eklenen
kofte orneklerinin TBARS degerleri ortalamasi 1,92+0,26 mg MDA/kg iken, icine
karistirma yontemiyle ekstarkt eklenen kofte orneklerinin TBARS degerleri
ortalamasi 1,67+0,13"tiir.

Ekstrakt ylzdeleri ve pisirme sicakliklari ile TBARS degerleri arasinda

istatistiksel olarak onemli bir iliski saptanmamuistir.
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Tablo 4.4. Pismis kofte 6rneklerinin TBARS (mg MDA/kg) degerleri

TBARS (mg MDA/kg)
Ekstrakt ekleme metodu
Yuzeyine serpme 1,92+0,26
icine karistirma 1,67+0,13
p degeri 0,002*
Ekstrakt yiizdesi
Kontrol 1,8410,23
0,25 1,88+0,24
0,5 1,82+0,28
1 1,64+0,18
p degeri 0,206
Pisirme Sicakhgi
150 °C 1,84+0,33
190 °C 1,75+0,09
p degeri 0,339

Veriler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir. *p<0,05

4.5. Pismis Kofte Orneklerinin Heterosiklik Aromatik Amin igerikleri

Pismis kofte oOrneklerinin ekstrakt ekleme metodu, ekstrakt ylzdesi ve
pisirme sicakligina gére HAA igerikleri Tablo 4.5’te verilmistir. Analizi yapilan pismis
kofte orneklerinin hicbirinde MelQx, 7,8 DiMelQx, 4,8 DiMelQx, AaC, MeAaC,
Harman bilesikleri tespit edilememistir. Trp-P-2 bilesigi ise sadece 150°C’'de pisirilen
kontrol grubunda tespit edilmistir. Diger HAA’lar ekstrakt ekleme metodu, pisirme
sicakligi ve reishi mantar ekstarkti konsantrasyonuna bagli olarak degisen
miktarlarda tespit edilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen verilere gore 1Qx bilesigi saptanabilir sinirin
altinda ile 1,47 ng/g arasinda bulunmustur. Belirlenen en yiksek deger icine
karistirma yontemiyle %0,5 konsantrayonunda ekstrakt eklenmis ve 190°C'de
pisiriimis 6rnekte tespit edilmistir. Yiizeyine serpme yontemiyle ekstarkt eklenen ve
190°C’de pisirilen 6rneklerden sadece kontrol grubunda tespit edilmistir. icine
karistirma yontemiyle ekstrakt eklenen ve 190°C’de pisirilen dérneklerde ise degisen

miktarlarda tespit edilmigstir. %0,25 ve %1 konsantrasyonda resihi mantari ekstarkti
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kullaniminin 1Qx miktarini sirasiyla %43,06 ve %26,39 oraninda azalttigl, %0,5
konsantrasyonda kullaniminin ise 1Qx miktarini %104,17 oraninda arttirdig
belirlenmistir.

Analiz sonucunda MelQ bilesigi sadece 2 grupta tespit edilmistir. 190°C
kontrol grubunda 0,72 ng/g dizeyinde, icine karistrima yontemiyle %0,25
konsatrasyonunda ekstrakt eklenen ve 190°C'de pisirilen 6rnekte ise 0,45 ng/g
diizeyinde belirlenmistir. 190°C’de pisirilen 6rneklerde ylizeyine serpme yontemiyle
reishi mantari ekstarkti kullaniminin MelQ miktarini %100 azalttig tespit edilmistir.

Analizi yapilan orneklerden sadece 150°C kontrol grubunda 2,10 ng/g
diizeyide Trp-P-2 tespit edilmistir. 150°C'de pisen diger orneklerde Trp-P-2 miktari
tespit edilebilir sinirin altindadir. Farkh konsantarsyonlarda (%0,25, %0,5, %1) reishi
mantari ekstrakti eklemenin 150°C’de Trp-P-2 olusum miktarini %100 azalttig tespit
edilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen verilere gore PhIP miktarlari tespit edilebilir
sinirin altinda ile 1,86 ng/g dlzeyleri arasinda tespit edilmistir. 150 ve 190°C kontrol
gruplarindaki PhIP diizeyleri tespit edilebilir sinirin altindadir. Ylzeyine serpme
yontemiyle %1 oraninda reishi mantari ekstarkti eklenen ve 150°C’de pisirilen
ornekte 1,29 ng/g diizeyinde belirlenmistir. icine karistirma yéntemiyle %0,25, %0,5
ve %1 oraninda ekstrakt eklenen ve 150°C’de pisirilen 6rneklerde sirasiyla 0,67 ng/g,
0,63 ng/g, 1,86 ng/g dizeyinde PhIP bilesigi tespit edilmistir. Yizeyine siirme
yontemiyle %0,25 ve %1 konsantrasyonunda ekstarkt eklenen ve 190°C’de pisirilen
orneklerde sirasiyla 0,85 ng/g ve 1,29 ng/g PhIP bilesigi belirlenmistir. icine
karistirma yontemiyle %0,25,%0,5 ve %1 oraninda ekstrakt eklenen ve 190°C’de
pisirilen 6rneklerde belirlenen PhIP dlzeyleri sirasiyla 0,67 ng/g, 0,86 ng/g ve 1,25
ng/g’dir. Reishi mantari ekstrakti konsantrasyonu arttikca olusan PhIP miktari artis
gostermistir.

Analiz sonucunda elde edilen verilere gére Norharman bilesigi sadece 190°C
kontrol grubunda 0,95 ng’g diizeyinde tespit edilmistir. Yiizeyine serpme yontemiyle
%0,25, %0,5 ve %1 konsatrasyonunda ekstrakt eklenen ve 190°C’de pisirilen

orneklerde olusan PhIP miktari tespit edilebilir sinirin altindadir. Kontrol grubu
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orneklerine gore farkli konsantarsyonlarda ve farkli yontemlerle reishi mantari

ekstrakti eklenen koftelerde Norharman olusumu espit edilmemistir.
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Sekil 4.1. Yiizeyine serpme yontemiyle ekstrakt eklenmis kofte 6rneklerinin reishi
mantari ekstraktinin farkl konsantrasyonlarina goére toplam HAA igerikleri

Yiizeyine serpme yontemiyle ekstrakt eklenmis kofte orneklerinin reishi
mantari ekstraktinin farkli konsantarsyonlarina gore toplam HAA icerikleri sekil
4.1’'de gosterilmistir.  Reishi  mantart  ekstraktinin = %0,25, %0,5 ve %1
konsanrasyonlarinda kullaniimasiyla 150°C’'de pisen o6rneklerde toplam HAA
miktarlari kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %100, %100 ve %54,26, 190°C’'de pisen
orneklerde ise sirasiyla %70,89, %100, %55, %55,82 azalmistir. Sekilde de gorildigi
gibi en fazla dists %0,5 konsantrasyonda resihi mantari ekstrakti eklenen 6rnekte

gorilmustir.

4.6. Pismis Kofte Orneklerinde Heterosiklik Aromatik Amin Olusumunu
Etkileyen Parametreler

Yapilan arastirmada bazi parametrelerin HAA olusumuna etkisi incelenmistir.
Bu parametreler protein (%), yag (%), kul (%), nem (%), pisirme sicakligl, ekstrakt
yuzdesi, i¢c scakhk, agirlik kaybi (%), TBARS (mg MDA/kg) ve pH degerleridir. Bu
parametreler ve HAA diizeyleri arasindaki iliski Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Pismis kofte orneklerinin protein ylzdesi ( r=0,484, p<0,01), yag yizdesi
(r=0,479, p<0,01), kul yuzdesi (r=0,363, p<0,05), agirlik kaybi (r=0,463, p<0,01), ic
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sicakhk (r=0,546, p<0,01), pisirme sicakhg (r=0,498, p<0,01) ve toplam HAA dizeyi
arasinda pozitif yonde énemli bir iliski bulunmustur. Nem ylzdesi ve toplam HAA
dizeyi (r=-0,465, p<0,01) arasinda ise negatif yonde 6nemli bir iliski bulunmustur.
Ekstrakt ylizdesi, pH ve TBARS diizeyleri ve toplam HAA diizeyi arasinda onemli bir
iliski bulunamamistir.

HAA’lar tek tek incelendiginde 1Qx bilesigi diizeyi ile yag ylizdesi (r=0,462,
p<0,01), kil yizdesi (r=0,405, p<0,05), agirlik kaybi ylzdesi (r=0,447, p<0,05), ic
sicakhk (r=0,394, p<0,05) ve pisirme sicakhg (r=0,432, p<0,05) arasinda dnemli bir
iliski bulunmustur. PhIP bilesigi dizeyi ile protein ylizdesi (r=0,447, p<0,05), ic
sicaklik (r=0,367, p<0,05) ve ekstrakt ylizdesi (r=0,744, p<0,01) arasinda pozitif bir
iliski saptanmistir. PhIP bilesigi ile nem yuzdesi (r=-0,403, p<0,05) arasinda ise
negatif yonde bir ilski bulunmustur. Norharman bilesigi ve agirlik kaybi (r=0,387,
p<0,05) ve i¢ sicaklik (r=0,386, p<0,05) arasinda pozitif yonde, yag ylzdesi (r=0,393,
p<0,05) ile arasinda negatif yonde dnemli bir iliski saptanmistir.

Kofte orneklerinin toplam heterosiklik aromatik diizeyi ile istatistiksel olarak
onemli bulunan parametrelerin sagiim grafikleri Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4. ve

Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Agirlik kaybi ile toplam HAA dizeylerinin sagilim grafigi
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Sekil 4.5. Protein ylzdesi ile toplam HAA diizeylerinin sagilim grafigi
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5. TARTISMA
5.1. Kéfte Orneklerinin Proksimet Analiz Sonuglari

Cig kofte orneginin proksimet analiz sonuglari toplam protein %18,19,
toplam yag %7,81, nem %61,07 ve kil %1,05 olarak bulunmustur. Literatlirde farkli
sonuglar elde edilen ¢alismalar mevcuttur. Zeng ve ark.(114) yaptiklari bir ¢alismada
¢ig sigir etinin toplam protein  %22,10, toplam yag %0,13, nem %75,15, kil ise
%1,15 bulmus olup benzer sekilde Gibis ve Weiss’in (87) farkh et tirleriyle yaptiklari
bir calismada sigir etinin protein miktari % 24,4, yag % 0,8, nem % 74,2 ve kil % 1,19
oraninda belirlenmistir. Yapilan baska bir benzer ¢alismada da Puangsombat ve
ark.(115) ¢ig kofte 6rneginde yag miktarini %9,22, protein %19,66 ve nem miktari
%69,79 oldugunu saptamislardir. Protein, yag, nem ve kil miktarlarindaki farklilhklar
hayvanin cinsi, vyasl, vyetistirildigi kosullar gibi etkenlere bagl olarak
degisebilmektedir.

Pisirme esnasindaki su kayiplari artan sicaklik veya disik basing nedeniyle
suyun buharlasmasiyla meydana gelmektedir (116). Bu arastirmada c¢ig kofte
orneginin nem miktari %61,07 olarak tespit edilmis olup, pismis kéfte drneklerinde
nem miktari %47,16-58,25 degerleri arasinda bulunmustur. Lopez ve ark.(117)
yaptiklari bir galismada ¢ig koéfte 6rneginin nem miktarini %66,90 olarak, 10 dakika
boyunca basinch hava firininda pisirildikten sonra %56,95 olarak bulmuslardir.
Mevcut arastirmada 150°C'de 3 dakika kizartilan kofte 6rneklerinin nem miktari
%58,25, 190°C’'de 3 dakika kizartilan kofte orneklerinin nem miktari ise %47,16
olarak bulunmustur. Literatiirde yer alan benzer arastirmalardan Oz ve Cakmak
(118) yaptiklari ¢alismada ¢ig kofte orneklerinin nem miktarini %62,16, 150, 200 ve
250°C’de 1zgara yapilan kofte érneklerinin nem miktarini sirasiyla %48,89, %44,05 ve
%41,85 olarak bulmuslardir. Pisirme sicakligi arttikga nem miktarinin azaldigi tespit
edilmistir. Mevcut arastirmada ekstrakt ekleme yontemi ve reishi mantari ekstrakti
konsantrasyonu ile nem miktari arasinda 6nemli bir iligki saptanamamistir. Bu
durumun ekstrakt konsantrasyonu ve ekleme yonteminin koftelerin nem igerigini

degistirmemesinden kaynaklandigi diisiiniimektedir.
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Bu galismada ¢ig kofte orneginin yag miktari % 7,81 iken 150 ve 190°C’lerde
derin yagda kizartma islemi uygulanmis kofte 6rneklerinin yag icerigi % 7,97 -12,30
degerleri arasindadir. Lu ve ark. (119) yaptiklari bir calismada ¢ig et 6rneginde %6,4,
olan yag miktarinin 180°C’'de 3 dakika derin yagda kizartma islemi uygulandiktan
sonra % 20,32’e ylkseldigini belirlemiglerdir. Bu durumun pisirme sirasindaki su
kaybindan dolayi yag oraninin artmasindan kaynakl olabilecegi distnilmektedir.
Mevcut arastirmada ekstrakt ekleme metodu ve reishi mantari ekstarkti
konsantrasyonu arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir.

Bu calismada ¢ig kofte orneginin protein miktari % 18,19 iken 150 ve
190°C’'lerde derin yagda kizartma islemi uygulanmis kofte 6rneklerinde protein
miktarlari %17,01 -20,60 arasinda degisiklik gostermektedir. Pisirme sicakhgi arttikca
protein miktarinin arttigi belirlenmistir. Benzer bi sekilde Tengilimoglu ve ark. (19)
yaptiklari bir galismada ¢ig sigir etinin protein miktarini %15,60 olarak tespit etmis
olsalar da 150, 200 ve 250°C’de tavada kizartma islemi uygulandiktan sonra protein
miktarinin sirasiyla %31,52, %33,57 ve %35,15’e yukseldigini belirlemislerdir. Bu
durumun yag orani artisindaki gibi su kaybindan kaynaklandig disiinilmektedir.
Mevcut arastirmada ekstrakt ekleme metodu ve reishi mantari ekstrakti ylzdesi ile
protein miktari arasinda 6nemli bir iliski saptanamamuistir.

Cig kofte orneklerindeki kil miktari %1,05, 150°C'de 3 dakika derin yagda
kizartma igslemi uygulanmis kofte 6rneklerindeki kil miktari %1,42, 190°C'de 3
dakika derin yagda kizartma islemi uygulanmis kofte 6rneklerindeki kil miktari ise
%1,63'tlr. Tengilimoglu ve Kizil'in (21) yapmis oldugu benzer bir gcalismada ¢ig kofte
ornegindeki kil miktari %1,01 iken, 150, 200 ve 250°C'de pisirilmis kofte
orneklerindeki kil miktarlarn sirasiyla % 1,36, %1,52 ve %1,55 olarak tespit
edilmistir. Bu durumun yag ve protein miktarinda oldugu gibi pisirme islemi ie
olusan su kaybindan kaynaklandigi distiniimektedir. Mevcut arastirmada ekstrakt
ekleme yontemi ve reishi mantari ekstrakti konsantrasyonu ile kil miktari arasinda

onemli bir iliski saptanmamuistir.
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5.2. Kéfte Orneklerinin i¢ Sicakhik, Agirlik Kaybi ve pH Sonuglari

ABD Tarim Bakanhgi, Besin Giivenligi ve Denetim Servisi (1998) tarafindan,
hem tiketicilere hem de gida endustrisine yonelik icin glivenli et ve balik hazirlama
kilavuzlari olusturulmustur. USDA-FSIS’e gore, biftek ve baligin i¢ sicakhigl en az 63
° C, domuz eti ve kiymanin 71 ° C ve tavuk etinin i¢ sicakligl en az 74 ° C olmasi
gerektigi onemle vurgulanmistir (115). Bu ¢alismada olusturulan kilavuzlara uygun
sekilde pismis kofte orneklerinin i¢ sicaklik degerleri 71,99 - 84,93 arasinda
saptanmistir. Puangsombat ve ark. (115) yaptiklari ¢calismada her bir ytzi 6 dakika
kizartilmis sigir etinin i¢c sicakhgini 77°C olarak belirlerken, Oz ve Zikirov (120)
yaptiklari calismada ise 10 dakika tavada kizartma islemi uygulanan sigir pirzolasinin
ic sicakhgini 75°C, 12 dakika kizartilan pirzolanin i¢ sicakligini 85°C, 13 dakika
kizartilan pirzolanin i¢ sicakhgini 95°C olarak belirlemislerdir. Mevcut calismada
150°C’'de pisirilen koftelerin i¢ sicakhgr 71,99°C, 190°C ‘de pisirilen koftelerin ig
sicakhg! ise 84,93°C olarak belirlenmis olup aralarindaki fark istatistiksel olaak
onemlidir.

Mevcut arastirmada pisirme sirasindaki su kaybi nedeniyle nem miktarinda
da azalma oldugu tespit edilmis; pisirme sicakliginin ylikselmesine bagl olarak nem
kayiplainin da arttigi sonucuna varilmistir. Bu calismada pismis kofte 6rneklerindeki
agirhk kayiplari %8,63 - 28,13 arasinda bulunmustur. Pisirme sicakligi arttik¢a agirhk
kaybinin arttigi saptanmistir. Benzer sekilde Khan ve ark. (121) yapmis oldugu
calismada 175°C ve 225°C'de derin yagda kizartma islemi uygulanan koéftelerin
agirlik kayiplari sirasiyla %56,02 ve %60,79 olarak bulunmus olup, Oz ve ark.(90)
yaptiklari calismada ise 150, 200 ve 250°C’'de isitici plaka kullanilarak pisirilen
orneklerdeki agirlik kayiplari %13,25, %15,11 ve %18,89 olarak tespit edilmistir.

Bu arastirmada ¢ig kofte 6rneginin pH’si 5,38, 150°C’de kizartilan koftelerin
pH’si 6,31, 190°C’'de kizartilanlarin ise 6,24’tlr olarak bulunmustur. Pisirme ile pH
degerinin arttigi gorilmustir. Ayrica yuksek sicakhkta pisirilen orneklerin pH
degerinin daha ylksek oldugu tespit edilmistir. Literatliirde benzer olarak

Tengilimoglu ve Kizil'in (21) yapmis oldugu calismada ¢ig kofte orneginin pH degeri
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5.41, 150,200 ve 250°C'de pisen koftelerin pH degerleri ise sirasiyla 5.98, 6.00 ve
5.95 olarak tespit edilmistir.

Bu arastirmada ekstrakt ekleme metodu ve reishi mantari ekstrakti
konsantrasyonunun pH, i¢ sicaklik ve agirlik kaybi ile arasinda 6nemli bir iliski tespit

edilmemistir.

5.3. Kofte Orneklerinin TBARS degerleri

Oksidasyon ette istenmeyen en onemli reaksiyonlardan biridir. Sicaklik,
oksijen, 151k, cesitli katalizorler vb. gibi cesitli faktorler oksidasyonu etkilese de, ana
faktordn isil islem oldugu bilinmektedir. Et ve et Urinlerindeki lipit oksidasyonu
cogunlukla TBARS analizi ile belirlenmektedir (90). Bu ¢alismada ¢ig kofte 6rneginin
TBARS degeri 1,60 mg MDA/kg, pismis kofte 6rneklerinin ise 1,64 - 1,92 mg
MDA/kg olarak bulunmustur. TBARS degerlerinin pisirme islemiyle birlikte arttigi
gdzlemlenmistir. Benzer sekilde Oz (122) yapmis oldugu calismada c¢ig kofte
orneginde TBARS degerini 6,54 mg MDA/kg, 175°C’'de tavada yagsiz kizartilan kofte
orneklerinde ise 8,24 olarak saptamistir. Pisirme sicakligi arttik¢a lipit oksidasyon
seviyesinin artmasi beklenmektedir. Ancak bu c¢alismada 150°C'de kizartilan
orneklerin TBARS degeri 1,84 mg MDA/kg, 190°C'de pisen 6rnekerin ise 1,75°C
olarak bulunmustur. Benzer sekilde Roldan ve ark. (123) yapmis olduklari bir
calismada sous vide yontemiyle pisirilen kuzu incik 6rneklerinde 60°C ve 70°C'de
pisirilen 6rneklerin TBARS degerleri 2,3 ve 2.45 mg MDA/kg, 80°C’'de pisirilenlerin
ise 1.14 mg MDA/kg olarak tespit etmislerdir. Bu durumun TBARS testi ile analiz
edilen bilesiklerin etin protein ve aminoasitleri ile reaksiyona girip baska bilesikler
olusturmalarindan kaynaklandigi distntlmektedir (90).

Bu calismada ekstrakt ekleme metodu ile TBARS degerleri arasinda onemli
bir iliski saptanmistir. icine karistirma yontemi ile ekstrakt eklenen drneklerin TBARS
degerleri ylzeyine serpme yontemine gore daha distk bulunmustur. Bu durum
icine karistirma yontemiyle eklenen ekstraktin etkisinin tiim kofteye etki etmesi,
ylzeyine serpme yonteminde ise sadece vylizeyine etki etmesiyle

aciklanabilmektedir.
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Literatlirde antioksidan 6zelligi olan bilesiklerin konsantrasyonunun artmasi
ile TBARS degerlerinin azaldigina dair galismalar mevcuttur (124, 125). Ancak
mevcut c¢alismada reishi mantari ekstrakti konsantrasyonu ile TBARS degerleri

arasinda herhangi bir iliski saptanmamistir.

5.4. Kéfte Orneklerinin Heterosiklik Aromatik Amin igerikleri
5.4.1. Kofte 6rneklerinin 1Qx igerikleri

Bu calismada koéfte orneklerinin 1Qx icerikleri tespit edilebilir sinirin altinda
ile 1,47 ng/g arasinda saptanmistir. Zeng ve ark. (20) ise yapmis olduklari ¢calismada
tavada kizartilmis kofte oOrneklerinde 1Qx igerigini 0,22 ng/g olarak tespit
etmislerdir. Benzer bir sekilde Oz ve Zikirov (120) yaptiklari oldugu calismada tavada
yagsiz kizartilmis kofte orneklerinde 1Qx igerigini 0.156 ng/g olarak belirlemis olup,
Jinap ve ark. (126) derin yagda kizartiimis kuzu etinde yaptiklari bir calisma da 1Qx
icerigini 1 ng/g olarak tespit etmislerdir. Calisma sonuglarindaki farkliliklarin pisirme
sicakliklari, pisirme yontemleri ve etin 6zelliklerden kaynaklandigi distnilmektedir.
Literatlrde 1Qx diizeyleri saptanmis olsa da mevcut calismada herhangi bir saptama
s6z konusu olmamustir.

Bu ¢alismada yizeyine serpme yontemiyle ekstrakt eklenmis ve 150°C’de
kizartilmis kofte orneklerinin kontrol grubunda 0,59 ng/g |Qx bilesigi tespit edilmis,
ancak farkli konsantrasyonlarda ekstrakt eklenen 6rneklerde tespit edilememistir.
Reishi mantar ekstrakti 1Qx olusumunu %100 6nledigi sdylenebilir. Diger yandan
190°C'de kizartilan kontrol grubunda ise 1,25 ng/g oraninda tespit edilmistir.
Pisirme sicakligi arttikca 1Qx miktarlarinin arttigi goézlemlenmistir. Benzer sekilde
Zeng ve ark.(114) yaptiklari bir calismada sanshoamide ekstrakti ile yapilan bir
calismada %0,005, %0,010 ve %0,015 sanshoamide ekstrakt eklenen koftelerde 1Qx
miktarinin sirasiyla %45, %100 ve %100 azaldigi tespit edilmistir. Mevcut ¢aligmada
icine karistirma yontemiyle ekstrakt eklenmis ve 190°C’'de kizartilan 6rneklerde
%0,25 ve %1 konsantrasyonlarinda 1Qx miktarlarinda azalma gozlenirken, %0,5
konsantrasyonunda IQx miktarinda kontrol grubuna gére %104 artis gozlenmistir.

Benzer sekilde enginar ekstarkti ile yapilan bir ¢alismada 250°C'de %0,5
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konsanrasyonunda ekstrakt eklenmis ve tavada yagsiz kizartilmis kofte 6rneklerinde

de kontrol grubuna gore %129 artis gdzlenmistir (21).

5.4.2. Kofte Orneklerinin 1Q igerikleri

Bu ¢alismada 1Q bilesigi sadece 150°C’de kizartilan kontrol grubunda 0,13
ng/g seviyesinde tespit edilmistir. Oz ve Yiizer (127) yaptiklari calismada tel 1zgarali
barbeklde 0,05-0,93 ng/g oranlarinda 1Q tespit ederken, tas barbekide pisirdikleri
orneklerin hi¢c birinde tespit edememislerdir. Guo ve ark. (128) yaptiklari bir
calismada, rosto yontemiyle pisirilen koftelerde 0,92-4,39 ng/g, tavada kizartma
0,53-0,65 ng/g ve baharatlarla kisik ateste pisirme 0,48-0,49 ng/g duzeyinde
belirlenmis, 200°C'de derin yagda kizartma yapilmis kuzu etinden yapilmis kofte
orneklerinde ise 1Q bilesigi tespit edilememistir.

Mevcut arastirmada resihi mantari ekstrakti eklemek 1Q seviyesini %100
azaldig1 saptanmistir (Tabloda belirtilmemistir). Literatlirde benzer sekilde yapilan
calismalardan alic ekstrakti ile yapilan bir calismada 200 ve 250°C’'de tavada yagsiz
kizartilan dana etine %0,5 ve %1 oranlarinda alig ekstrakti eklemenin IQ seviyesini
%9-54 arasinda azalttig beliritilmistir (19). Oz ve Kaya’nin (22) yaptiklari oldugu bir
calismada ise koftelere %1 oraninda karabiber eklemenin IQ seviyesini %11-33

azalttigini belirlemislerdir.

5.4.3. Kofte Orneklerinin MelQ igerikleri

Bu calismada MelQ bilesigi 150°C'de kizartilan kofte oOrneklerinde tespit
edilememis olup, 190°C’de kizartilan kofte drneklerinde kontrol grubunda 0,72 ng/g,
icine karistirma yontemiyle %0,5 konsantarasyonunda ekstrakt eklenen kofte
orneginde 0,45 ng/g olarak tespit edilmistir. Khan ve ark. (121) yaptiklari ¢alismada
175°C ve 225°C’de derin yagda kizartma islemi uygulanmis kofte érneklerinde MelQ
bilesigi tespit edilemedigini bildirmislerdir. Oz ve Kaya’nin (22) yapmis oldugu diger
bir calismada 1sitici plaka kullanilarak 175°C’de pisirilen kofte 6rneklerinden kontrol
grubunda MelQ bilesigi hi¢ tespit edilememis ancak 200°C ve 225°C’de pisirilen
kofte orneklerinde sirasiyla 0,24 ve 2,66 ng/g MelQ tespit edilmistir. %1

konsantrasyonunda karabiber eklenen ve 200°C’de pisirilen kofte orneginde 0,18



45

ng/g MelQ bulunmustur. Chen ve ark. (129) yapmis oldugu bir calismada da isitici
plakada 150, 175, 200 ve 225°C’de pisirilen kofte orneklerinde MelQ bilesigi hig
tespit edilemezken, 250°C’'de pisirilen kofte 6rneklerinde 0,36 ng/g diizeyinde tespit
edildigi rapor edilmistir.

Bu ¢alismada reishi mantari ekstrakti kullaniminin MelQ olusumunu %100
inhibe ettigi gosterilmistir (Tabloda belirtiimemistir). Benzer seklide enginar
ekstrakti ile yapilan bir calismada 150°C’de firinda pisirilen kofte érneklerinde %0,5
ve %1 konsantrasyonunda eklenen enginar ekstraktinin HAA olusumunu %57 ve
%36, 200°C'de %20 ve %28, 250°C'de ise %18 ve %49 oranlarinda azalttig
belirtilmistir (21).

5.4.4. Kofte Orneklerinin MelQx igerikleri

MelQx, pismis et Grlnlerinde diger HAA’lara oranla daha fazla olusmaktadir
(120). Ancak mevcut calismada hicbir 6rnekte MelQx tespit edilememistir.
Literatlirde benzer bir sekilde Khan ve ark. (121) yaptiklari bir calismada 175 ve
225°C’'de tavada vyagsiz kizartilan kofte orneklerinde MelQx blesigi tespit
edilememistir. Derin yagda kizartilmis olan o6rneklerde ise 175°C'de tespit
edilememis olup 225°C'de 18,23 ng/g seviyesinde tespit edilmistir. Bu ¢alismada
MelQx bilesiginin tespit edilememesinin pisirme sicakliklarinin disik derecede ve

pisirme siresinin kisa olmasindan kaynaklandigi disiiniiimektedir.

5.4.5. Kofte Orneklerinin Trp-P-2 igerikleri

Trp-P-2 bilesigi, HAA’larin icinde en az saptanan bilesiklerden biridir. Bu
calismada Trp-P-2 bilesigi sadece 150°C'de kizartilan kofte oOrneklerinin kontrol
grubunda 2,10 ng/g seviyesinde tespit edilmistir. Benzer bir sekilde Tengilimoglu ve
Kizil (21) yaptiklari ¢alismada yagsiz tavada 150, 200 ve 250°C'de pisirilen kofte
orneklerinde Trp-P-2 bilesigi sadece 150°C’de pisirilen kontrol grubunda 0,12 ng/g
seviyesinde tespit edilmistir.

Mevcut calismada reishi mantari ekstrakti eklemenin Trp-P-2 bilesigi
seviyesini %100 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Tabloda belirtilmemistir). Benzer
bir sekilde Jamali ve ark. (89) yapmis oldugu bir calismada Rosa rugosa cay

ekstraktinin eklendigi kofte 6rneklerinde HAA olusumunu %75 oraninda azalttig
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bildirilmistir. Domasius ve ark. (130) yapmis oldugu bir calismada ise feslegen ve
kekik kullaniminin dana etinde Trp-P-2 seviyesini %39 ve %13 oraninda azalttig

belirtilmistir.

5.4.6. Kofte Orneklerinin PhIP igerikleri

PhIP, literatlirde en ¢ok calisilan HAA’lardan biridir. Bu ¢alismada PhIP 0,63-
1,86 ng/g dizeyinde tespit edilmistir (Bkz. Tablo 4.5). Lu ve ark. (119) yaptiklari bir
calismada dana etinden yapilmis kofte 6rneklerinde PhIP duzeyini 2,79-13,85 ng/g,
tavuk koftelerinde ise 1,28-11,07 ng/g olarak belirlemis olup, benzer sekilde Khan ve
ark. (121) yaptiklari bir calismada ise 175°C'de derin yagda kizartilmis kofte
orneklerinde 1,10 ng/g, 225°C'de kizartilmis kofte orneklerinde 2,03 ng/g olarak
tespit etmiglerdir.

Literatlirde antioksidan igerikli ekstrakt eklenen dana eti 6rneklerinde PhIP
seviyesinin azaldigina dair pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (16, 23, 114). Ancak mevcut
¢alismada kontrol gruplarinda PhIP tespit edilemezken icine karistirma yontemiyle
ekstrakt eklenmis ve 150°C ve 190°C’'de kizartilmis kofte érneklerinde reishi mantari
ekstraktinin konsantrasyonu arttikga PhIP seviyesinin arttigi tespit edilmistir (Bknz.
Tablo 4.5). Literatiirde benzer olarak Tengilimoglu ve Kizil'in (131) yapmis oldugu bir
calismada %0,5 ve %1 konsantrasyonunda ekstrakt eklenen ve 250°C’'de tavada
yagsiz olarak kizartilan dana eti 6rneklerinde PhIP diizeylerinin %12 ve %138, tavuk
orneklerinde ise %6 ve %44 arttigl tespit edilmistir. PhIP seviyesindeki bu artisin

antioksidanlarin prooksidan etki géstermesiyle iliskili oldugu distnilmektedir.

5.4.7. Kofte Orneklerinin Norharman igerikleri

Norharman dislik sicakliklarda az miktarda olusmaktadir. Ancak 190°C ve
Uzerindeki sicakliklarda olusumu o©nemli dercede artmaktadir (89). Mevcut
calismada Norharman bilesigi sadece 190°C’de kizartilan kéfte 6rneklerinin kontrol
grubunda 0,95 ng/g seviyesinde tespit edilmistir. Zeng ve ark. (114) yaptiklar
calismada 204°C’de 1zgara yapilmis koftelerde kontrol grubunda Norharman seviyesi
2.89 ng/g, Gibis ve Weiss (87) yaptiklari calismada 230°C’de i1zgara yapilan dana
etinde 1,88 ng/g, hindi etinde 0,54 ng/g, tavuk etinde 0,74 ng/g ve kuzu etinde 1,03
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ng/g olarak belirlemislerdir. Szterk (132) yaptig calismada ise 180°C’'de 1zgara
yapilan dana etinde Norharman seviyesi 3,34 ng/g , 280°C’de izgara yapilan dana
etinde 5,07 ng/g olarak tespit etmistir.

Mevcut ¢calismada reishi mantari ekstrakti eklemenin Norharman olusumunu
%100 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir. Literatlirde benzer ¢alismalardan Khan ve
ark. (121) yaptiklari bir galismada Chrysanthemum morifolium c¢icegi ekstrakt
eklenmis, 175 ve 225°C’'lerde derin yagda kizartilmis kofte érneklerinde Norharman
olusumunun %60 ve %59 azaldigini saptamis olup, Tengilimoglu ve Kizil (131)
yaptiklari ¢alismada enginar ekstrakti eklemenin dana etinde Norharman

olusumunu %4-9 azalttigini belirlemislerdir.

5.4.8. Kofte Orneklerinin 4,8-DiMelQx igerikleri

Pismis et Urlnlerinde en yaygin olarak bulunan HAA’lardan biri 4,8-DiMelQx
bilesigidir. Ancak mevcut c¢alismada hicbir Ornekte 4,8-DiMelQx bilesigi
saptanamamistir. Benzer sekilde Oz ve ark. (90) isitici plaka kullanarak 150,200 ve
250°C’'de pisirdikleri kofte oOrneklerinde de 4,8-DiMelQx bilesigini tespit
edememislerdir. Chen ve ark. (129) yapmis oldugu bir calismada da 150,175 ve
200°C’de rosto yapilan kofte 6rneklerinde 4,8-DiMelQx hig tespit edilemezken 225
ve 250°C’'de pisirilen 6rneklerde 0,36 ve 0,90 ng/g seviyeside tespit edilmistir. Bu
arastirmada 4,8-DiMelQx bilesiginin tespit edilememesinin diisik pisirme sicakhgi ve

pisirme isleminin kisa olmasina bagl olabilecegi distinilmektedir.

5.4.9. Kofte Orneklerinin 7,8-DiMelQx igerikleri

Pismis et drlnlerinde yaygin olarak bulunmayan HAA’lardan biri 7,8-
DiMelQx’tir. Bu arastirmada da hicbir 6rnekte tespit edilememistir. Benzer sekilde
Gibis ve Weiss (17) yaptiklari calismada 230°C’de kizarttiklari kofte 6rneklerinde ve
Chen ve ark. (129) 150, 175, 200, 225 ve 250°C’de rosto yapilan kofte orneklerinde

7,8-DiMelQx bilesigini tespit edememislerdir.
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5.4.10. Kéfte Orneklerinin AaC igerikleri

Literatlirde pismis et Uriinlerinde en az tespit edilen HAA’lardan biri AaC'dir.
Mevcut ¢alismada higbir ornekte AaC tespit edilememistir. Literatlirde benzer
sekilde Gibis ve Weiss (17) 230°C’'de kizartilan dana eti drneklerinde, Viegas ve ark.
(133) tavada yagsiz olarak 180°C’de kizartilan dana eti 6rneklerinde AaC bilesigini
saptayamamislardir. Bu calismada AaC bilesiginin tespit edilememesinin AaC’nin

cok yuksek sicakliklarda (>300) olusmasindan kaynaklandigi diisiiniiimektedir.

5.4.11. Kéfte Orneklerinin MeAac igerikleri

MeAaC, AaC gibi pismis et Urlinlerinde en az tespit edilen HAA’lardan biridir.
Mevcut calismada da hicbir 6rnekte tespit edilememistir. Benzer bir sekilde Khan ve
ark. (121) yaptiklari calismada 175 ve 225°C'de farkli yontemlerle (tavada yagsiz
kizartma, derin yagda kizartma, firinda pisirme, komiurli 1zgara) pisirilen kofte
orneklerinde, Haskaraca ve ark. (134) ise fast food restoranlarindan alinan tavuk
baget ve tavuk kanadi 6rneklerinin hicbirinde MeAaC bilesigini saptayamamislardir.
AaC bilesiginde oldugu gibi MeAaC bilesiginin tespit edilememesinin de yuksek

sicakliklarda (>300) olusmasindan kaynaklandigi distintilmektedir.

5.4.12. Kéfte Orneklerinin Toplam HAA igerikleri

Farkli ekstrakt ekleme yontemiyle, farkli konsantrasyonlarda reishi mantari
ekstrakti eklenmis kofte orneklerinin farkli sicakliklarda pisirilmesi sonucu elde
edilen toplam HAA miktarlari 0,63-2,92 ng/g degerleri arasindadir (Bknz. Tablo 4.5).
Benzer sekilde Oz ve Cakmak (118) yaptiklari calismada isitici plaka kullanarak
pisirdikleri kofte orneklerinde toplam HAA miktarini 0,03-1,49 ng/g degerleri
arasinda bulmuslardir. Lu ve ark. (135) ise firinda pisirdikleri domuz etinden yapilmis
kofte 6rneklerinin toplam HAA icerigini tespit edilebilir sinirin altinda ile 140,57 ng/g
degerleri arasinda bulmuslardir. Calsmalardaki HAA miktarlari arasindaki
farkhliklarin etin cinsi, pisirme yontemi, pisirme sicakhgi ve siiresi gibi etkenlerden

kaynaklandigi disinilmektedir.
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Mevcut calismada ylizeyine serpme yontemiyle ekstrak eklemenin icine
karistirma yontemine gore daha etkili oldugu gosterilmistir. Yilizeyine serpme
yontemiyle ekstrakt eklenen 6rneklerde toplam HAA miktari her iki pisirme sicakligi
icin de azalirken, igine karistirma yonteminde her iki sicaklik derecesi icin de
artmistir (Bknz. Tablo 4.5). Literatiirde benzer sekilde Sabally ve ark. (16) yaptiklari
bir calismada elma kabugu polifenol ekstrakti eklenen kofte érneklerinde ylizeyine
sirme yontemiyle %0,1, %0,15 ve %0,3 oraninda ekstrakt eklenen o6rneklerde
toplam HAA miktarini sirasiyla %52,5, %52,45 ve %71,31 azaldigini, icine karistirma
yontemiyle ekstrakt eklenen érneklerde %32,41, %47,18 ve %45.3 azaldigini tespit
etmislerdir. Bu durumun HAA’larin daha ¢ok etin ylzey kisminda olusmasindan
kaynaklandigi dustnilmektedir (72).

Bu calismadan elde edilen sonuclara gore reishi mantari ekstraktinin toplam
HAA seviyesini azaltmada % 54,26 ile %100 arasinda degisen inhibitor etkilere sahip
oldugu belirlenmistir (Bknz. Tablo 4.5). Yapilan bircok calisma dogal ve sentetik
antioksidanlarin mutajenik aktiviteyi azalttigi veya HAA olusumunu inhibe ettigini
gostermistir (17, 91, 121, 136). Bu calismada kullanilan resihi mantari ekstarktinin
toplam antioksidan kapasitesi ve toplam fenol icerigi sirasiyla 1269,53 mmol TE/kg
ve 495857 mg GAE/kg olarak bulunmustur. Reishi mantarinin mevcut arastirmada
HAA inhibisyon etkisini ylksek fenolik icerigi ve yliksek antioksidan kapasitesinden

kaynaklandigi distnilmektedir.

5.5. Heterosiklik Aromatik Amin Olusumunu Etkileyen Parametreler

HAA’larin  6ncii maddeleri kreatin, kreatinin, serbest aminositler ve
sekerlerdir. Pirolitik HAA’lar proteinlerin ve aminositlerin yilksek sicakliklarda
pirolizinden meydana gelmektedir (3). Bu calismada derin yagda kizartma islemi
uygulanmis koftelerde protein yiizdesi ile PhIP (r=0,447, p<0,05) ve toplam HAA
(r=0,484, p<0,01) diizeyi arasinda 6nemli bir iliski saptanmistir.

Yag iceriginin HAA'lari hem artirict hem de inhibe edici etkisi bulunmaktadir.
HAA olusumu Uzerindeki artirici etkisinin ise lipitlerin 1siy1 besinlere daha verimli
aktarmasindan kaynakh olabilecegi, inhibe edici etkisinin ise etteki 6ncii maddeleri

seyreltmesinden kaynaklandigi dusinilmektedir (79-82). Bu galismada yag yilzdesi
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ile 1Qx (r=0,462, p<0,01) ve toplam HAA (r=0,479, p<0,01) arasinda pozitif,
Norharman (r=-0,393, p<0,05) ile negatif yonli onemli bir iliski oldugu tespit
edilmistir.

Bircok c¢alisma agirlik kaybinin  HAA olusumuna neden olabilecegini
gostermistir. Bu durum, su kaybi ile birlikte suda c¢o6zlinebilir oncillerin,
reaksiyonlarin meydana geldigi ylizeye tasinmasiyla acgiklanmistir (97, 137). Bu
calismada agirlik kaybi ile 1Qx (r=0,447,p<0,05), MelQ (r=0,353, p<0,05), Norharman
(r=0,387, p<0,05) ve toplam HAA (r=0,463, p<0,01) arasinda onemli bir iliski
saptanmistir. Nem vyuzdesi ile PhIP (r=-0,403, p<0,05) ve toplam HAA (r=-0,465,
p<0,01) arasinda 6nemli bir iliski saptanmigtir. Koftelerdeki su kaybi arttikca HAA
miktarinin arttigi tespit edilmistir.

Pisirme sicakhgi, HAA olusumu Uzerinde en biyik etkiye sahip faktordir
(138). Yapilan c¢alismalar pisirme sicakhgl arttikca HAA miktarinin  arttigini
gostermistir (68, 71, 139). Bu calismada pisirme sicakhgi, 1Qx (r=0,432, p<0,05) ve
toplam HAA (r=0,498, p<0,01) ile pozitif yonde iliskili bulunmustur. i¢ sicaklik
genellikle pismis et Urlnlerinin glvenligini degerlendirmek igin kullanihr (115).
Yapilan calismalar pisirme sicakhgi arttik¢a i¢ sicakligin da arttigini géstermektedir
(115, 120). Bu ¢alismada ig¢ sicakhk ile IQx (r=0,394, p<0,05), PhIP (r=0,367, p<0,05),
Norharman (r=0,386, p<0,05) ve toplam HAA (r=0,546, p<0,01) arasinda pozitif
yonde onemli bir iliskinin oldugu gosterilmistir.

Yapilan bircok calismada antioksidanlarin HAA’larin olusumunu azaltmada
onemli bir roli oldugunu gostermistir (17, 91, 133, 134). Mevcut calismada reishi
mantari ekstrakti kullaniminin toplam HAA dizeylerinin %54-%100 oranlarinda
azalttig1 gosterilmistir (Bknz. Tablo 4.5). Ancak ekstrakt ylzdesi ile PhIP arasinda
pozitif yonlli anlamh bir iliski oldugu gosterilmistir (r=0,744, p<0,01). Bu durumun
antioksidanlarin konsantrasyonlarina bagli olarak prooksidan etki gdstermelerinden

kaynaklandigi disinilmektedir (140).
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6. SONUG VE ONERILER
6.1. Sonuglar

Reishi mantari ekstraktinin koftede HAA olusumu Uzerine etkisini belirlemek

amaciyla yapian bu calismada elde edilen sonucglar asagida maddeler halinde

Ozetlenmistir;

1.

Farkh konsantarsyonlarda ve farkli yontemlerle eklenen reishi mantari
ekstraktinin koftelerde HAA olusumunu farkl oranlarda inhibe edici veya
artirici 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

Materyal olarak kullanilan dana etinin igerigi %18,19 protein, %7,81 yag,
%61,07 nem ve %1,05 kil olarak belirlenmistir.

Pisirme islemi ile birlikte kofte drneklerinde protein, yag ve kil oranlarinda
artis oldugu belirlenmistir.

Kofte orneklerinin nem iceriklerinin %47,16-58,25 arasinda degistigi ve
pisirme sicakhiginn artmasi ile nem igeriklerinin distligl belirlenmistir.

Kofte orneklerinde pisirme islemi olusan agirhk kaybinin %8,63-28,13
arasinda degistigi ve pisirme sicakhgl arttikca agirhk kaybinin arttigi
belirlenmistir.

Koftelerden ¢ig 6rnekte pH 5,38 iken, pismis orneklerde 6,22-6,30 oldugu ve
pisirme islemi ile birlikte pH degerlerinin arttigi tespit edilmistir.

Koftelerden c¢ig ornekte TBARS degeri 1,60 mg MDA/kg iken, pismis
orneklerde 1,64-1,92 mg MDA/kg olarak bulunmustur. Pisirme islemi ile
birlikte TBARS degerlerinin arttigi belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan kofte orneklerinin hicbirinde MelQx, 4,8-DiMelQx,
7,8-DiMelQx, AaC, MeAaC tespit edilememistir. En yaygin olarak da IQx ve
PhIP tespit edilmistir.

Arastirmada kullanilan kofte orneklerinde degisen miktarlarda 1Qx (1,47
ng/g’a kadar), 1Q (0,13 ng/g’a kadar), MelQ (0,72 ng/g’a kadar), Trp-P-2 (2,10
ng/g’a kadar), PhIP (1,86 ng/g’a kadar) ve Norharman (0,95 ng/g’a kadar)

tespit edilmistir.
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10. Arastirmada kullanilan kéfte drneklerinde bulunan toplam HAA miktari tespit
edilebilir sinirin altinda ile 2,92 ng/g arasinda oldugu belirlenmistir.

11. Pisirme sicakligi arttikga toplam HAA miktarinin arttigi tespit edilmistir.

12. Yizeyine serpme yontemiyle eklenen resihi mantari ekstraktinin igine
karistirma yontemine goére inhibe edici etkisinin daha fazla oldugu
belirlenmistir.

13. Ylzeyine serpme yOntemiyle eklenen reishi mantari ekstrakti pisirme
sicakligl 150°C olan kofte 6rneklerinde HAA olusumunu %54,26-100 oraninda
inhibe etmistir.

14. Yizeyine siirme yontemiyle eklenen reishi mantari ekstrakti pisirme sicaklig
190°C olan koéfte 6rneklerinde HAA olusumunu %55,82-100 oraninda inhibe
etmistir.

15. Heterosiklik aromatik aminlerin glinlik kabul edilebilir alim miktarinin Gst
sinirinin 15 pg oldugu belirtilmistir. Bu arastirmada en yiksek HAA oranina
sahip kofte orneklerinden 100 g tiiketilmesi durumunda Ust sinirin asilmadigi

belirlenmistir.

6.2. Oneriler

Karsinojenik etkisi oldugu belirlenen heterosiklik aromatik aminlerin
olusumunun azaltilabilmesi icin 1zgara, kizartma yerine firinda pisirme, haslama
gibi pisirme yontemleri kullanilmahdir. Eger kizartma yodntemiyle pisirme
yapilmak isteniyorsa az yagda yerine derin yagda kizartma islemi tercih edilebilir
veya mikrodalga firin ile 6n islem uygulanabilir.

Etlerin pisirme sliresi ve sicakhgl etin tiirline gore degisebismektedir. Ancak
uzun slire yliksek sicakliklarda pisrilmesi HAA olusumunu artiracaktir. Kofteler
duslik sicakhklarda ve kisa siirede pisirilmelidir. Mikrobiyal risk tasimamasi icin
koftelerin i¢ sicakhginin en az 71°C olmasi gerekmektedir. 150°C'de 3 dakika
kizartma islemi yapildiginda bile i¢ sicaklik degeri 71°C’'ye ulasabilmektedir.
Ozellikle firinda pisirme yénteminde sicaklik kontrolii saglanabildigi icin hem

hijyenik acidan hem de HAA olusumunun azaltilmasi acisindan Onemlidir.
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Ozellikle toplu beslenme sistemlerinde kizartma yerine firinda pisirme yéntemi
tercih edilmelidir.

Reishi mantari ekstrakti yliksek fenolik igerigi sayesinde heterosiklik aromatik
aminlerin olusumunu azaltabilmektedir. Kéfte yapiminda reishi mantari ekstrakti
kullanilarak heterosiklik aromatik amin olusumu inhibe edilebilir. Baharatlar da
antioksidan etkilerinden dolayr heterosiklik aromatik amin olusumunu
Onleyebilir. Reishi mantari ekstrakti yerine baharatlar da tercih edilebilir.
Baharatlarin ozellikle koftelerin yiizeyine uygulanmasi HAA olusumunun daha
etkin bir sekilde azalmasini saglayacaktir. Ayrica et tliketiminin azaltiimasi
heterosiklik aromatik amin maruziyetinin azaltiimasini saglayabilir.

Toplu beslenme sistemlerinde heterosiklik aromatik aminler gibi
karsinojenlerin olusumu 6nemli bir sorundur. Reishi mantari ekstraktinin gida
endustrisinde kullanimi heterosiklik aromatik aminler gibi karsinojenlerin
olusumunun o6nlenmesinde etkili bir ¢c6zim yolu olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica reishi mantarinin koéfte harci karisimlarina eklenmesi de hem geleneksel
acidan hem de lezzet agisindan kullaniminin yayginlasmasini saglayabilir. Bu
¢alismanin reishi mantar ekstratinin kullanimina yonelik yapilacak diger

calismalara yol gosterici olacagi diisiiniilmektedir.
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