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OZET

FENILKETONURi HASTALARINA YONELIK FENILALANIN iCERIGi
AZALTILMIS BiR UN GELISTIiRILMESI

Ozlem KILIC BUYUKKURT

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Danisman: Do¢. Dr. Mustafa ERBAS
Temmuz 2017, 53 sayfa

Kalitsal bir protein metabolizma bozuklugu hastalig1 olan fenilketoniiri (FKU)
hastaliginin tedavisinde fenilalanince kisitli diyet tedavinin temelini olusturmaktadir.
Ancak diyet tedavisinin omiir boyu uygulanmasi hastalar i¢in zor olmakta ve diyet
tedavisi uygulanmadigi zaman hastalik belirtileri ortaya g¢ikmaktadir. Bu sebeple
fenilalanin icerigi azaltilmig ve/veya giderilmis gidalarin tiretiminin FKU hastalarinin
diyetlerinde 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda FKU hastalarina fenilalanin amonyum liyaz (FAL)
enziminin oral uygulamasi gibi arastirmalara rastlanilmis, ancak FAL enziminin gidalara
uygulanmasiyla FKU hastalarina yonelik olarak fenilalanin igerigi azaltilmig temel ve tam
gida {iretimi igeren bir aragtirmaya rastlanilmamistir.

Bu calismada, ana gida kaynaklarindan biri olan bugday ununda bulunan
proteinlerin, sindirim enzimleri ile in vitro olarak hidroliz edilmesiyle serbestlesebilen
fenilalanin amino asidinin serbestlestirilmesi ve bu serbestlesebilen fenilalanin amino
asidinin miktarm1 azaltmak amaciyla FAL enzimi igeren musir filizi ekstrakti
uygulandiktan sonra kurutularak FKU hastalari i¢in fenilalanin igerigi azaltilmis bir unun
hazirlanmas1 amacglanmastir.

Calismada ilk olarak; bugday ununda bulunan proteinler sindirim enzimleri ile in
vitro protein sindirimine tabi tutularak hidroliz edilmistir. In vitro hidroliz sonucu igerigi
yaklagik 15 kat artan serbest fenilalanin amino asidini azaltmak amaciyla, misir filizi
yetistirilmis ve FAL enzim aktivitesinin maksimum (6.09 pmol/h.g) tespit edildigi
¢imlenmenin 7. giiniinde hasat edilmistir. Filizlerden elde edilen ekstrakt ile FAL enzim
uygulamasi yapilmis ve bu uygulamanin serbest fenilalanin igerigi iizerine énemli bir
azaltic1 (%49.78) etkisinin oldugu tespit edilmistir.

In vitro sindirim ve musir filizi FAL enzim uygulamasi sonrasinda elde edilen
sulu gida materyali kurutularak boyut kii¢iiltme islemi uygulanmistir. Boylelikle FKU
hastalarina yonelik olarak fenilalanin igerigi azaltilmis bir un iiretimi gergeklestirilmistir.
Elde edilen bu unun; su tutma kapasitesi 1.13 g su/g KM, suda ¢oziiniirliikk indeksi 7.39
0/g, su absorpsiyonu indeksi 1.02 g/100 g, nem igerigi %11.35, su aktivitesi 0.41, pH
5.99, titrasyon asitligi %0.248, toplam protein %11.54, enzime direngli nisasta igerigi
%0.58, renk degerleri olan L*, a*, b* siraysiyla 71.62, -4.37, 20.92 ve yigin yogunlugu
1.03 g/mL olarak tespit edilmis ve bu degerler bugday unu degerleri ile kiyaslanmistir.
Ayrica, fenilalanin igerigi azaltilmis un ile biskiivi tiretimi gergeklestirilmis ve bu tirliniin
duyusal olarak tiiketilebilir oldugu tespit edilmistir.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ANEW TYPE OF FLOUR WITH REDUCED
PHENYLALANINE CONTENT FOR PHENYLKETONURIA PATIENTS

Ozlem KILIC BUYUKKURT

M.Sc. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa ERBAS
July 2017, 53 pages

Phenylalanine-restricted diet is the basis of the treatment for phenylketonuria
(PKU) disease which is a disease of hereditary disorder of protein metabolism. However,
a lifelong diet therapy is difficult for patients to apply and symptoms of disease appear
when dietary therapy is not applied. Therefore production of foods with reduced and/or
removed phenylalanine content is known to have an important role in the diet of the
patients.

In literature review, the studies like oral application of phenylalanine ammonium
lyase enzyme to patients with PKU were found. However, no research has been seen on
the staple and whole food production by phenylalanine ammonium lyase enzyme
application with reduced phenylalanine content for patients with PKU.

In this study, the release of the hydrolysable phenylalanine amino acid by in vitro
hydrolysis of proteins in wheat flour, one of the main staple foods, with digestive enzymes
and application of corn seedlings extract containing phenylalanine ammonium lyase
enzyme in order to reduce the content of free phenylalanine and then drying of obtained
product to prepare a type of flour with reduced phenylalanine content for PKU patients
were aimed.

As a first step of the study, protein content of wheat flour was subjected to in vitro
hydrolysis with digestive. Corn seedlings were cultivated and harvested on 7th day of
germination, on which the maximum phenylalanine ammonium lyase enzyme activity
(6.09 umol/h.g) was determined, in order to reduce free phenylalanine amino acid content
which was increased about 15 fold by in vitro hydrolysis. It was determined that the
extract obtained from corn seedlings had a significant reducing effect (49.78%) on the
content of free phenylalanine.

After in vitro digestion and phenylalanine ammonium lyase enzyme application,
the obtained aqueous food material was dried and subjected to size reduction. Thus a flour
production with the reduced phenylalanine content was obtained for PKU patients. The
water holding capacity was determined as 1.13 g water/g dried flour, water solubility
value as 7.39 g/g, water absorption index as 1.02 g/100 g, moisture content as 11.35%,
water activity as 0.41, pH as 5.99, titration acidity as 0.248%, total protein as 11.54%,
enzyme resistant starch content as 0.58%, L*, a*, b* as 71.62, -4.37, 20.92, bulk density
as 1.03 g/mL for the obtained flour and, these values were compared with values of wheat
flour. The biscuit production was also carried out using the flour with reduced
phenylalanine content and the obtained product was well accepted by sensory panelists.
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ONSOZ

FKU hastaligi, fenilalanin hidroksilaz (FAH) enziminin yoklugu veya eksikligi
nedeniyle fenilalanin amino asidini metabolize edemeyen bireylerde goriilen dogumsal
bir protein metabolizma hastaligidir. Esansiyel bir amino asit olan fenilalanin, saglikli
bireylerde geri doniistimsiiz olarak tirozine donistiiriilerek metabolize edilirken; FKU
hastaligina sahip bireylerde bu doniisiimiin gerceklesmemesi sebebiyle fenilalanin viicut
stvilarinda birikmekte ve 6zellikle sinir ve beyin dokularinda hasara neden olmaktadir.
Bu nedenle, FKU hastalarinda fenilalanince kisitli diyet bu hastaligin tedavisinin temelini
olusturmaktadir. Bu diyet tedavisinde protein igerigi yiiksek olan et, siit, tahil ve bunlarin
tirtinleri yasak, meyve ve sebzeler sinirli serbest ve bitkisel sivi yag, nisasta gibi {irlinler
serbest olarak siniflandirilmaktadir. Ayrica bu hastalarin diyet tedavisinde; fenilalanin
icermeyen veya fenilalanin igerigi azaltilmig 6zel amino asit karisimlart ve diisiik
proteinli gidalar da kullanilmaktadir. FKU hastalari, hayatlar1 boyunca bu diyet tedavisini
sirdiirmekte zorlanmakta, ayrica beslenme bakimindan tam olmayan bir sekilde
beslendikleri igin ¢ok daha farkli saglik sorunlari ile de karsilagsmaktadirlar.

Bu ¢alismada; FKU hastalarina yonelik olarak hastalarin beslenme kalitesinin
arttirtlmas1 ve dolayisiyla saglik risklerinin minimize edilmesi amaciyla fenilalanin
icerigi azaltilmis bir un gelistirilmistir.

Bu calisma ile birlikte FKU hastalar: i¢in fenilalanin igerigi azaltilmig bir un
eldesinin yani sira hastalar bu unu evsel gidalarin tiretimlerinde de kullanabileceklerdir.
Boylelikle cogu ithal olan gidalara yapilan harcamalar azaltilabilecek ve hem hastalara
hem de Sosyal Giivenlik Kurumlarina ekonomik olarak katki saglanabilecektir.

Yiksek lisans egitimimde ve bu tezin hazirlanmasinda bana yol gosteren
danisman hocam Saym Doc¢. Dr. Mustafa ERBAS’a, bu tez sirasinda caligmalarima
destek olan Ars. Gor. Dr. Sultan ARSLAN TONTUL’a, Ars. Gor. Atike Nur DURAK ’a,
Ars. Gor. Elif AYKIN DINCER’e, Ars. Gor. Ceren MUTLU’ya, Uzman Cihadiye
CANDAL’a ve yiiksek lisans 6grencisi Anda¢ KOC’a tesekkiir ederim.

Ayrica, tiim egitimim boyunca maddi ve manevi destekleri ile her zaman yanimda
olan aileme ve beni destekleyen esime tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Bilimin ilerlemesi ve arastirma olanaklarinin artmasi ile birlikte giiniimiizde yiizlerce
kalitsal hastalik tanimlanmis olup bu hastaliklarin birgogunun otozomal resesif gegisli
oldugu tespit edilmistir. Kalitsal metabolik hastaliklarin tanimi ilk kez 1908 yilinda Sir
Archibald Garrod tarafindan yapilmistir (Gilbert-Barness ve Farrell 2016). Bu kalitsal
metabolik hastaliklar, genetik hatalar nedeniyle (Chaturvedi vd 2016) olusan bazi
enzimlerin ve/veya kofaktorlerinin eksikligi veya yoklugunda ortaya ¢ikmaktadir. Bunun
sonucunda metabolizmada bazi metabolitler birikmekte ya da bazi1 organlarin normal
caligabilmesi icin gerekli olan bazi metabolitlerin eksikligi meydana gelmektedir. Bu
hastaliklarin tedavisinde erken teshis biiyiik 6nem arz etmektedir. Erken teshis sayesinde
hastalarin engelli olma durumu ve 6liim riski azalmaktadir (Chaturvedi vd 2016).

Kalitsal metabolik hastaliklar; karbonhidrat metabolizma bozuklugu (glikojen depo
hastalig1), protein metabolizma bozukluklar: (fenilketoniiri, tirozinemi, vb.), lizozomal
depo bozukluklar1 (Gaucher hastaligi), organik asit metabolizma bozukluklari
(alkaptoniiri, metilmalonik, propiyonik vb.), iire dongiisii bozukluklari ve seker
intoleranslar1 (laktoz intolerans, galaktozemi, herediter friiktoz intoleransi) olarak
smiflandirilabilmektedir (Kara 2012, Gilbert-Barness ve Farrell 2016).

Protein metabolizma bozuklugu hastaliklarindan biri olan fenilketoniiri (FKU)
hastalig1 da, fenilalanin hidroksilaz (FAH) enziminin ve/veya bu enzimin kofaktorii olan
tetrahidrobiyopterin (6R-L-eritro-5,6,7,8-tetrahidrobiyopterin, BHs) maddesinin eksik
veya yetersiz olmasindan kaynaklanan otozomal resesif gegisli bir hastaliktir (Uskun
2001, Cleary 2014).

Gidalarla alinan ve esansiyel bir amino asit olan L-fenilalanin, saglikli bireylerde
karacigerden salgilanan FAH enzimi tarafindan geri doniisiimsiliz olarak tirozine
dontistiiriilirken, FKU hastaligina sahip bireylerde ise; fenilalanin, FAH enzimi ve/veya
kofaktorii olan BHs maddesinin yoklugu veya eksikligi nedeniyle tirozine
doniistiiriilemeyerek viicut sivilarinda ve beyin dokusunda birikmektedir (Ozer 2004,
Yakici ve Arict 2006, Ozer vd 2008, Koksal ve Gokmen 2012, Pimentel vd 2014, Banta-
Wright vd 2015, Ustiiner Top ve Kiigiik Alemdar 2015).

Viicut sivilarinda ve beyin dokusunda biriken fenilalanin, FKU hastalarmin sinir
ve beyin dokularinda hasara neden olmaktadir. Bunun yani sira, bu bireylerde melanin
sentezinin azalmasi nedeniyle cilt, sa¢ ve gozlerde ebeveynlere gore daha acgik renk
olusmasi, idrar ve terin kiif gibi kotii kokmasi, ylirliimede ve oturmada zorluk, gelisim ve
zeka geriligi, agresif ve otistik davranislar, hiperaktivite, dikkat eksikligi, beyin
elektroensefalografisinde (EEG) anormallikler, havale, kusma ve dermatolojik
rahatsizliklar ortaya ¢ikabilmektedir (Seckin ve Erturan 1999, Uskun 2001, Yazgan 2003,
Tanzer 2007, Koksal ve Gokmen 2012, Pimentel vd 2014, Liemburg vd 2015).

Kalitsal metabolik hastaliklar, gesitli takviyeler ve ilaglarla birlikte 6miir boyu
diyet tedavisi gerektiren hastaliklardir ve fenilketoniiri hastaliginda da fenilalanince
kisitlt diyet tedavinin temelini olusturmaktadir (Strisciuglio ve Concolino 2014, Ho vd
2016). Bu diyet tedavisinde FKU hastalarinin tiikketebilecekleri gidalar oldukga siirlidir
ve bu hastalar, gelisimleri i¢in gerekli olan proteinleri tam olarak alamamaktadirlar. Bu
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nedenle diyetlerinde fenilalanin igermeyen veya fenilalanin igerigi azaltilmis 6zel amino
asit karigimlant ve disiik proteinli gidalar kullanmaktadir. FKU hastalari, beslenme
acisindan bir¢ok besin maddelerinden yeterince yararlanamadiklarindan dolay1 gesitli
saglik sorunlar ile de karsi karsiya kalabilmektedir. Ayrica bu iirlinlerin bir¢ogu ithal
oldugu i¢in hem kamu hem de hastalar i¢in ekonomik zorluklara neden olmaktadir.

FKU hastalarinin daha kaliteli bir yasam siirdiirmeleri amaciyla gen, sapropterin
dihidroklorid, enzim ikame ve oral enzim tedavisi gibi yeni tedavi yaklagimlari i¢in gesitli
caligmalar yapilmaktadir (Pimentel vd 2014).

FKU hastalar1 i¢in enzim ikame ve oral enzim tedavisi ¢alismalarinda fenialalanin
amonyum liyaz (FAL) enzimi de kullanilmaktadir. Bitkisel ve mikrobiyal kaynakli olan
FAL enzimi, otokatalitik olmasi nedeniyle kofaktore ihtiyag duymadan fenilalanini trans-
sinamik asite ve amonyaga doniistiirmektedir (Sarkissian ve Gamez 2005, Babaoglu-
Aydas vd 2013). Trans-sinamik asit karacigerde benzoik asite doniistiiriildiikten sonra
idrarla benzoik asit ve hipurat olarak digar1 atilmaktadir. Olusan amonyak ise metabolik
olarak dnemsiz kabul edilmektedir (Kim vd 2004).

FKU hastalar1 diyetlerinde et, siit, tahil gibi temel ve tam gida kaynaklarin
tilketememektedirler. Bu hastalara yonelik olarak hazirlanmis gidalar genellikle belirli ve
siirl sayida besin bilesenlerinin Karisimlart seklindedir. Bu bakimdan FKU hastalari,
beslenmelerinde tam gidalarin tanimlanmis ve tamimlanmamis olan birgok besin
maddesinden mahrum kalmaktadir. Yapilan literatiir taramasinda ise FKU hastalarina
yonelik olarak fenilalanin igerigi azaltilmis temel ve tam gida kaynagindan bir gida
iretimini igeren bir arastirmaya rastlanilmamustir.

Yukarida bahsedilen nedenlerle bu tez caligmasinda; FKU hastalarinin gidalarinda
onemli bir ¢esitlilik ve alternatif olusturmasi, hastalarin gida masraflarinin azaltilmasi ve
onlarin yasam kalitelerinin daha iyi hale getirilmesi amaciyla FKU hastalarina yonelik
olarak tam bir gida kaynagindan fenilalanin igerigi azaltilmis bir un hazirlanmasi
amaclanmistir.

Bu amagla, ana gida kaynaklarindan biri olan unda bulunan proteinler sindirim
enzimleri (pepsin, tripsin, kimotripsin, karboksipeptidaz ve proteaz) ile in vitro olarak
hidroliz edilmesiyle serbestlesebilen fenilalanin amino asidi serbestlestirilmistir. FAL
enzimi igeren musir filizi, FAL enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu ¢imlenmenin 7. giinii
serbestlesebilen fenilalanin amino asidini azaltmak amaciyla uygulanmistir. In vitro
sindirim ve FAL enzim uygulamas: siirecinde yapilan 6rneklemelerde serbest fenilalanin
igerigi takip edilmistir. In vitro sindirim ve FAL enzim uygulamasi sonucu elde edilen
sulu gida materyali rotary evaporatérde konsantre edildikten sonra vakum kurutucuda
kurutularak FKU hastalarina yonelik fenilalanin igerigi azaltilmig bir un hazirlanmistir.
Uretim sonunda fenilalanin icerigi azaltilmis bu unun su tutma kapasitesi, suda
¢oziiniirliik ve su absorpsiyonu indeksi, kurumadde, su aktivitesi, pH, titrasyon asitligi,
toplam protein, enzime direngli nisasta icerigi, renk ve yigin yogunlugu degerleri tespit
edilmistir. Son olarak fenilalanin igerigi azaltilmis undan biskiivi {retimi
gerceklestirilmis ve bu biskiivilerin duyusal 6zellikleri belirlenmistir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMASI
2.1. Fenilketoniiri

Genetik hatalar nedeniyle bazi enzimlerin ve/veya kofaktorlerinin eksikligi veya
yoklugunda olusan metabolik hastaliklardan birisi de FKU hastaligidir. FKU, dogumsal
bir protein metabolizma bozuklugu hastaligi olarak karacigerden salgilanan hepatik bir
enzim olan (Van Vliet vd 2015, Trunzo vd 2015) ve 12. kromozomda yer alan bir gen
tarafindan kodlanan (Nyhan vd 2005) FAH (EC 1.14.16.1) enziminin ve/veya bu enzimin
kofaktorii olan BH4 maddesinin eksik veya yetersiz olmasindan kaynaklanan otozomal
resesif gecisli kalitsal bir hastaliktir (Aktuglu Zeybek 2003, Rohr vd 2015).

L-fenilalanin, gida proteinlerinde ortalama %5 oraninda bulunan (MacDonald vd
2011) ve gidalarla birlikte alinan esansiyel bir amino asittir (Fernanda Schuck vd 2015).
Normal bireylerde viicudun gelisimi i¢in giinde 9.1 mg/kg fenilalanin yeterli olmaktadir
(Mohsen vd 2010). Ancak fazla miktarda alinan fenilalanin, saglikli bireylerde
karacigerden salgilanan FAH enzimi (Nyhan vd 2005) tarafindan geri doniistimsiiz olarak
tirozine doniistiiriiliip asetoasetik asit ve fumarik asit tizerinden metabolize edilmektedir.
Ancak FKU hastaligina sahip bireylerde ise; fenilalanin FAH enzimi eksikligi veya
yoklugu nedeniyle tirozine doniistiiriilemeyerek viicut sivilarinda birikmekte ve 6zellikle
sinir ve beyin dokularinda hasara neden olmaktadir (Ozer 2004, Yakici ve Arict 2006,
Ozer vd 2008, Kéksal ve Gokmen 2012, Banta-Wright vd 2015, Ustiiner Top ve Kiigiik
Alemdar 2015). FKU hastalarinin sinir ve beyin dokularindaki hasar nedeniyle bu
hastalarda ¢esitli norolojik anormallikler goriilmektedir (Nyhan vd 2005, Rohr vd 2015,
Verduci vd 2016).

2.1.1. FKU hastahiginin tarihgesi

FKU hastalig: ilk olarak 1934 yilinda Dr. Asbjorn Folling tarafindan Norvegli bir
ailenin zihinsel engelli ¢ocuklarinin idrarinda fenilpiriivik asit bulunmasi ile fenilpiriivik
oligofreni (phenylpyruvic oligophrenia) olarak tanimlanmistir (Se¢kin ve Erturan 1999,
Cleary 2014, Pimentel vd 2014). Daha sonra ABD’de Dr. George Jervis FKU hastalarinda
enzimatik  bozuklugun karacigerde FAH enziminin  fenilalanini  tirozine
cevirememesinden kaynaklandigini (Nyhan vd 2005) ve 1954-1955 yillarinda ise bir
aragtirmaci grubu (Bickel, Woolf, Amstrong ve Tyler), diyette fenilalanin kisitlamasinin
zekd geriligini Onledigini tespit etmistir (Oztiirk 2008). FKU tanisi igin toplumsal
taramaya yonelik ilk test, 1957 yilinda Dr. Willard Centerwall tarafindan uygulanmaya
baslanmistir (Aktuglu Zeybek 2003).

2.1.2. Tiirkiye’de ve diinyada FKU hastalig

FKU hastaligi, akraba evliliklerinden dogan bireylerde daha sik goriilmektedir
(Aktuglu Zeybek 2003, Sonmez 2008). Akraba evliliklerinin, gelismis tilkelere gore daha
fazla oldugu iilkemizde hastaligin goriilme orani 1/4500 iken, bu oran; Italya’da 1/7000,
Almanya’da 1/9000, Ingiltere’de 1/10000, Amerika’da 1/15000 Fransa’da 1/18000,
Japonya’da 1/125000, Finlandiya’da 1/200000 ve diinyada ise 1/10000 degerindedir
(Sariboga 2008, Blau vd 2010, Goldar vd 2016).
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FKU hastaligi, anne ve babanin FKU tasiyicist olmasi durumunda da
olusabilmekte ve bu durumda hastaligin olusma ihtimali %25 oraninda olmaktadir.
Ulkemizde Saglik Bakanligi Neonatal Tarama Programi Genelgesine (2006/130) gore her
100 kisiden 4’1t FKU hastalig1 tasiyicist durumundadir ve her yil yaklasik 300 birey FKU
hastasi olarak dogmaktadir (Anonim 2016a).

2.1.3. FKU hastaliginin olusumu

Viicudumuz i¢in esansiyel bir amino asit olan fenilalanin, normal bireylerde FAH
enzimi ile geri doniisiimsiiz olarak tirozine doniismektedir. FAH enzimi oksijen
molekiiliinden (O) aldig1 oksijen atomunu hidroksile ederek (-OH) fenilalanine ilave
edip, Sekil 2.1’de goriildiigii gibi fenilalanini tirozine doniistiirmektedir. FAH enzimi, bu
reaksiyonu katalizleyebilmek i¢in kofaktorii olan BH4 ve aktivatorii olan +2 degerlikli
demire (Fe*?) gereksinim duymaktadir (Kim vd 2004).

o7 _FAH o7
NH BH,, Fe?, 0
2 £l 2 NH2 OH
Tenilalanin Tirozin

Sekil 2.1. Fenilalaninin tirozine doniisiim mekanizmasi

FAH enziminin eksikliginde veya kofaktorii BH4’in sentezi ve/veya geri
doniistim bozukluklar1 nedeniyle yetersiz ¢alismasi durumunda fenilalanin, tirozine
cevrilememekte ve kanda, diger viicut sivilarinda ve beyin dokusunda birikmeye
baslamaktadir (Cleary 2014). Kanda ve diger viicut sivilarinda biriken fenilalanin, Sekil
2.2°de goriildiigii gibi deaminasyon sonucu feniletilamine ve fenilpiriivata dondisiir.
Sonrasinda ise fenilpiriivat indirgenme iriinleri olan fenillaktat, fenilasetat ve
fenilasetilglutamine dontismektedir. Olusan bu metabolitler kismen idrarla disari
atilmakla birlikte kan ve viicut sivilarinda birikerek zeka geriligi gibi ¢esitli sorunlara da
neden olmaktadir. Ayrica, biriken fenilalanin, viicut i¢in gerekli olan diger amino asitlerin
gastrointestinal sistemde emilimini de azaltmaktadir (As1 1999).

o FAH
NH; BH, Fe™.0, NH
4, 2 2 OH
Fenilalanin Tirozin
Fenilpirivat Feniletilamin

Fenilasetat Fenillaktat

—Glutamin
l/

Femnilasetil Glutamin

Sekil 2.2. Fenilalanin metabolizmasi
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2.1.3.1. FKU hastahi@imn siniflandirilmasi

FKU hastaligina sahip bireyler, kan fenilalanin konsantrasyonuna gore
smiflandirilmaktadirlar. Saglikli yeni doganlarda kan fenilalanin konsantrasyonu 2
mg/dL (120 umol/L) degerinden daha diisiik olmaktadir (Blau vd 2014). Fenilalanin
konsantrasyonu 2-10 mg/dL (120-600 umol/L) olanlar hiperfenilalaninemi, 10-20 mg/dL
(600-1200 umol/L) olanlar orta dereceli FKU, 20 mg/dL (1200 umol/L) degerinden daha
yiiksek olanlar ise klasik FKU hastasi olarak tanimlanmaktadir (Kara 2012, Trunzo vd
2015). Fenilalanin/tirozin oran1 normal bireylerde 0.6-1 arasinda iken, hiperfenilaninemi
hastalarinda bu deger 3’den daha yiiksek olmaktadir (Karadeniz 2013, Cleary 2014).

2.1.4. FKU hastah@ tam ve belirtileri

FKU tanisi, yeni dogan tarama programu igerisinde ilk olarak 1960’11 yillarda Dr.
Robert Guthrie tarafindan gelistirilmis olan “Guthrie” testi ile yeni doganlarda topuk
kaninda yapilmaktadir (Bannick vd 2015, Blau vd 2016, Verduci vd 2016). Bu test,
bakteriyel inhibisyon esasina dayanmaktadir. Bu inhibisyonda, Bacillus subtilis bakterisi
beta-tiyenilalanin eklenen ortamda fenilalanin olmadan iireyememektedir. Topuktan
alinan kan 6rnegi filtre kagidina damlatilmakta ve daire seklinde kesilen 6rnek besi yeri
lizerine yerlestirilmektedir. Ortamda yeterli miktarda fenilalanin var ise bu bakteri kan
orneginin altinda iiremeye baslamakta ve test pozitif olarak degerlendirilmektedir (Nyhan
vd 2005).

Guthrie testi, 1987 yilindan bu yana Saglhik Bakanligi’nca iilkemizde de
uygulanmaktadir (Anonim 2016a). Kan orneginin alinmasindan once tercihen yeni
doganin en az 24 saat beslenmis olmasi gerekmektedir (Seckin ve Erturan 1999). Ayrica,
hiperfenilalaninemi oldugu diisiiniilen hastalarda biyopterin metabolizma bozuklugu
ayirici tanist i¢in BHy4 yiikleme testi uygulanmaktadir (Kara 2012).

FKU hastalig1 olan yeni doganlar ilk aylarda saglikli bireylerden ayirt edilmezler
ancak ilerleyen aylarda hastalik belirtilerini géstermeye baslar. Bu hastaligin belirtileri;
melanin pigmenti sentezinin azalmasi nedeniyle cilt, sa¢ ve gozlerde ebeveynlere gore
daha acik renk olusmasi, idrar ve terin kiif ya da 6lii fare gibi kotii kokmasi, yliriimede ve
oturmada zorluk, gelisim ve zeka geriligi, agresif ve otistik davranislar, hiperaktivite,
dikkat eksikligi, beyin elektroensefalografisinde (EEG) anormallikler, havale, kusma ve
dermatolojik rahatsizliklar olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Se¢kin ve Erturan 1999, Uskun
2001, Yazgan 2003, Tanzer 2007, Cleary 2014, Pimentel vd 2014, Strisciuglio ve
Concolino 2014, Liemburg vd 2015). Ayrica FKU hastaligs, sinir sistemini saran ve iletim
i¢cin onemli bir kilif olan miyelin sentezini de etkilemektedir (Bannick vd 2015).

FKU’lu yeni doganlarin, zaman igerisinde beyin gelisimleri yeterli olmadigi i¢in
kafa yapilari saglikli olanlara gore kiiciik olmaktadir (Lam vd 2008, Ozer vd 2008). Yeni
doganlarda erken tan1 ve fenilalanince kisitl diyet ile normal zeka diizeyine erisilebilmek
miimkiin olabilmekte iken ili¢ ay igerisinde diyet ve tedaviye baslanmaz ise zihinsel
engellilik kaginilmaz bir hal almaktadir (Aktuglu Zeybek 2003, S6nmez 2008).

Kandaki yiiksek fenilalanin seviyesi, viicut i¢in onemli olan protein ve
norotransmitterlerin sentezinde gerekli olan 16sin, lisin, tirozin ve triptofan gibi serbest



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMASI Ozlem KILIC BUYUKKURT

amino asitlerin beyine tasinmasinda bariyer gorevi gérmektedir (Verduci vd 2016).
Ayrica fenilalanin; tirozin ve triptofan gibi amino asitlerin sentezlenmesinde de
gorevlidir. Bu nedenle, fenilalaninin kanda birikmesi sonucunda tirozin ve triptofan gibi
amino asitlerin eksikligi de goriilmektedir (Sarkissian ve Gamez 2005). Tirozin ve
triptofan amino asitleri; epinefrein, norepinefrin, dopamin ve serotonin gibi
norotransmitterlerin (Nyhan vd 2005, Bannick vd 2015) ve melanin gibi bilesiklerin 6nciil
amino asitleri oldugu i¢in bu bilesiklerin sentezlenmelerini de kisitlamakta ve bunlarin
diisiik konsantrasyonlarda kalmasina neden olmaktadir (Jahya vd 2013, Fernanda Schuck
vd 2015, Bruinenberg vd 2016).

2.1.5. FKU hastah@mn diyet tedavisi ve temel prensipleri

FKU hastalig1 i¢in tibbi olarak kesin bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Bu
hastalar i¢in fenilalanince kisitli diyet tedavinin temelini olusturmaktadir (Goldson vd
2008, Pimentel vd 2014) ve bu diyet tedavisi kisiye 6zel olarak diizenlenmektedir.

Kandaki fenilalanin miktart 6 mg/dL (3600 pmol/L) degerinden daha fazla
olanlarda, fenilalanince kisith diyet uygulanmasi1 gerekmektedir (Kara 2012, Banta-
Wright vd 2015, Liemburg vd 2015). Diyet tedavisinin temel amaci kandaki fenilalanin
degerinin kontrol edilerek hastanin normal bir hayat siirdiirebilmesini saglayabilmektir.
Diyete baslandiktan sonra kandaki fenilalanin degeri 2-6 mg/dL (120-3600 umol/L )
arasinda tutulmaya ¢alisiimaktadir (Jahya vd 2013, Ustiiner Top ve Kiigiik Alemdar 2015,
Turki vd 2015).

FKU hastalarinin diyetlerinde gidalar; tiikketimi yasak, sinirli serbest ve serbest
gidalar olarak siniflandirilabilmektedir (Cizelge 2.1). Bu siniflandirmanin FKU hastalar
ve ailesi tarafindan iyi bir sekilde bilinmesi ve uygulanmasi olduk¢a 6nemlidir. Et, balik,
yumurta, siit, tahil ve baklagil ve bunlarin {iriinlerini igeren gidalar, aspartam igerebilen
cesitli sakiz ve icecekler tiiketimi yasak iiriinler olarak siiflandiriimaktadir (Ozer vd
2008, Karadeniz 2013, Rohr vd 2015). Nisasta, seker, bitkisel sivi yag gibi gidalarin
tilketimi serbest iken meyve-sebzeler gibi gidalarin tilketimi ise sinirl serbest gidalar
olarak smiflandirilmakta ve hastaya gore porsiyonlar seklinde verilmektedir (Pimentel vd
2014, Ustiiner Top ve Kiigiik Alemdar 2015).

FKU hastalarmin diyeti; temel olarak yag ve karbonhidrat agisindan zengin ve
fenilalanin hari¢ tiim amino asitlerin takviyesine dayanmaktadir. FKU hastalari,
fenilalaninin metabolizma edilmesi sonucu olusan tirozinden de yoksun kaldig1 i¢in
dopamin, norepinefrin ve epinefrin gibi ndrotransmitterlerin, tiroksin ve melanin gibi deri
pigmentlerin eksiklikleri de goriilmektedir. Bu yiizden FKU hastalarinda tirozin esansiyel
amino asit konumuna geg¢mekte (Sarkissian ve Gamez 2005, Ney vd 2016) ve bu
hastalarin tirozin alimi da 6nemli olmaktadir (MacDonald vd 2011, Karadeniz 2013). Bu
nedenlerle FKU hastalarinin kanindaki fenilalanin ve tirozin miktarinin biiyiime ve
gelisme icin yeterli olup olmadig1 diizenli olarak takip edilmeli ve zihinsel gelisimleri
izlenmelidir. FKU hastalarinin, fenilalanince kisith diyeti hayat boyu disiplinli bir sekilde
siirdiirmeleri gerekmektedir (Bannick vd 2015, Van Vliet vd 2015).
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Cizelge 2.1. FKU hastalarinin diyetlerinde 6nemli olan gidalarin siniflandirilmasi

Tiiketimi Yasak Gidalar
Et ve et Uriinleri (sakatat, sucuk, salam, sosis, pastirma vd.)
Siit ve siit driinleri (siit, yogurt, kefir, peynir, siitlii tatlilar vd.)
Yagli tohumlar (findik, fistik, ceviz, badem, ¢ekirdek vd.)
Tahillar (bugday, ¢avdar, arpa, yulaf unu vd.)
e Kuru baklagiller (kuru fasulye, nohut, mercimek vd.)
e Kek, kurabiye, biskiivi, pasta, kraker vb. hazir gidalar
e Aspartam igeren iiriinler (Sakiz, diyet kola vd.)
e Yumurta
Tiiketimi Sinirh Serbest Gidalar*
e Sebzeler (biber, domates, salatalik vd.)
e Meyveler (elma, armut, kayis1 vd.)
e Bal, pekmez vd.
Tiiketimi Serbest Gidalar
e lcecekler (soda, cay, bitki caylari, kahve, diyet olmayan gazli icecekler vd.)
e Sekerlemeler (sade lokum, sade akide sekeri vd.)
e Yaglar (bitkisel siv1 yaglar, margarinler vd.)

*Belirli miktarda fenilalanin icerdikleri i¢in porsiyonlar halinde tliketilmesi
gerekmektedir (Koksal ve Gokmen 2012).

Diyet tedavisinde fenilalanin icermeyen veya fenilalanin igerigi azaltilmis ve
vitamin, mineral ve tirozince zenginlestirilmis 06zel amino asit karigimlart da
kullanilmaktadir (Liemburg vd 2015, Bannick vd 2015, Crujeiras vd 2015). Bu hastalar
icin hazirlanmis amino asit karisimlari; PKU-Milupa (Almanya), Balviten (Polonya),
Phenyldon, Nutricia, Loprofin (Hollanda), Lofenelac (Amerika) ve Vitaflo (Ingiltere) gibi
bazi firmalar tarafindan iiretilmektedir. Ancak bu iiriinler, yiiksek fiyat ve hosa gitmeyen
koku ve tat gibi 6zellikleri nedeniyle hastalar tarafindan tercih edilmemektedir (Ney vd
2009).

Fenilalanin, esansiyel bir amino asit olmasi sebebiyle FKU hastalar: da gelisimleri
i¢cin bu amino aside ihtiyag duymaktadirlar. Orta dereceli FKU hastalar1 giinde 250 ila
400 mg degerleri arasindaki fenilalanini tolere edebilirken klasik FKU hastalar: ise;
giinde ancak 250 mg’a kadar fenilalanini tolere edebilmektedirler (Blau vd 2010). Bu
miktarlarin iizerindeki fenilalanin ise saglik sorunlarini tetiklemektedir.

Bunlarin yani sira, FKU hastaligina sahip bayanlarin gebelik durumunda kanda
biriken fenilalanin fetiise teratojenik etki gostermektedir. Kanda biriken bu fenilalanin
plasenta yoluyla yeni doganin dolasimina katilarak gelisim bozukluklarina sebep
olmaktadir. Ancak hasta gebe bayanlar, diyetlerini diizenli bir sekilde takip ederlerse
saglikli yeni doganlara sahip olabilmektedir (Waisbren vd 2015).

FKU’lu yeni doganlarin biiyiime ve gelismesinde énemli rol oynayan 6zellikle
uzun zincirli doymamis yag asitlerince zengin olan anne siitiine gereksinim
duyulmaktadir (Kiigiikkasap 2013). Ancak anne siitii tiikketimi sinirli olarak yaptirilmali
ve kanda istenen 2-6 mg/dL fenilalanin degerine gore ayarlanmalidir (Sonmez 2008,
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Banta-Wright vd 2015). Geg¢mis yillarda FKU tanis1 konulmus yeni doganlarin,
fenilalanin riski nedeniyle anne siitii almalarina izin verilmemekteydi (Banta-Wright vd
2015). Ancak inek siitiinde (129 mg/100g) anne siitiine (34 mg/100g) gore daha yiiksek
oranda fenilalanin bulundugunun anlasilmasi ve anne siitiiyle beslenen yeni doganlarin
gelisimlerinin daha 1yi olmasi nedenleriyle yeni doganlarin kismen anne siitii almasinin
daha dogru oldugu degerlendirilmistir (Sonmez 2008, Tiirkomp 2015).

2.1.6. FKU hastalar i¢in gida iiretim yontemleri

FKU hastalari, fenilalanince kisitli diyeti hayatlari boyunca siirdiirmek
zorundadirlar. Hastalar bu diyette seker, yag, nisasta gibi gidalar1 serbestce tiiketebilirken
meyve ve sebzeleri kisitli olarak tiiketebilmektedirler. Bunlarin disinda kalan diger biitiin
gidalari tiiketmeleri FKU hastalari igin sakincali olmaktadir.

FKU hastalarinin yasam kalitesini artirmak amaci ile ¢esitli amino asit karigimlari
ve diisiik proteinli gidalar hastalarin diyetlerinde kullanilmaktadir. Bunun yani sira
yiiksek molekiil agirlikli nétr amino asit destek tedavisi (large neutral amnioacid, LNAA),
glikomakropeptit (GMP) gibi protein ikamesi ve proteince zengin gidalarin hidrolizi ile
elde edilen gidalar FKU hastalarinin diyetlerinde kullanilmak amaciyla tizerinde gesitli
caligmalar yapilmaktadir.

2.1.6.1. Amino asit karisimlar:

Hayvansal gidalar, tahillar ve baklagiller, vitamin ve mineral bakimindan olduk¢a
zengindir. FKU hastalarinin bu tiir gidalar tiiketmeleri sakincali oldugu i¢in Bz, B3, Be,
Bo, B12 vd vitamin ve selenyum, ¢inko, demir, kalsiyum gibi mineralleri yeterli olarak
alamamaktadirlar (Oztiirk 2008, Crujeiras vd 2015). Bu nedenlerle kemik mineral
yogunlugu FKU hastalarinda normal insanlara gére daha diisiik olabilmektedir (Cleary
2014). Byo vitamin eksikligi FKU hastalarinin yasi ilerledikge daha sik goriilmekte ve bu
da norolojik sorunlar1 daha da artirmaktadir. Bu sebeple FKU hastalariin uyguladiklar
diyetin vitamin ve minerallerle takviye edilmesi gerekmektedir (MacDonald vd 2011,
Crujeiras vd 2015). Bu amagla, diyet tedavisinde; vitamin, mineral, az miktarda
karbonhidrat ve yag igeren amino asit karigimlari kullanilmaktadir (Htun vd 2015). Bunun
yani sira, fenilalanin igermeyen, fenilalanin igerigi azaltilmig ve tirozince
zenginlestirilmis olan amino asit karigimlar1 da bulunmaktadir. Bu iiriinler genellikle
yapay amino asit karisimlar1 seklindedir ve FKU hastalarinin amino asit ihtiyacinin yani
sira enerji gereksinimlerinin karsilanmasinda da 6nemli rol oynamaktadir (Kiiglikkasap
2013). Ancak bu iiriinler, tat ve kokular1 nedeniyle FKU hastalar1 tarafindan zorlukla
tiiketilebilmektedir (MacLeod vd 2010, Zaki vd 2016).

2.1.6.2. Diisiik proteinli gidalar

Diyetin birakilmas1 veya diizensiz olarak uygulanmasi hastalarda geriye
doniistimsiiz norolojik riskler olusturmaktadir (S6nmez 2008, MacDonald vd 2011,
Banta-Wright vd 2015, Turki vd 2015). Ancak fenilalaninin bir esansiyel amino asit
olmas1 nedeniyle belirli miktarda alinmasi1 da gerekmektedir. Bu da diisiik proteinli
gidalar ile saglanmaktadir (Soltanizadeh ve Mirmoghtadaie 2014, Rohr vd 2015). Diisiik
proteinli gidalar genel olarak protein icerigi diisiiriilmiis ve c¢olyak hastalar1 igin
hazirlanmis olan gliitensiz iiriinlerdir. Fenilalanin diyetle birlikte hi¢ alinmamasi halinde



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMASI Ozlem KILIC BUYUKKURT

ozellikle siit cocuklarinda; istahsizlik, anemi ve dokiintii olusmakta ve hatta 6liime kadar
giden sonuglara yol acabilmektedir (Karadeniz 2013). Bu nedenle diyetle fenilalanin
alimi 6nemli olmakta ve giinliik olarak alinmas1 gereken fenilalanin miktar1 kisinin yas1
ve kilosuna gore degismektedir (Rohr vd 2015).

2.1.6.1. Yiiksek molekiil agirhikh nétr amino asit destek tedavisi

FKU hastaliginin diyet tedavisi yiiksek molekiil agirlikli nétr amino asit kullanimi
ile de desteklenebilmektedir. Tirozin, triptofan, treonin, izolosin gibi yiiksek molekiil
agirlikli n6tr amino asitler gastrointestinal ve kan-beyin bariyerini gegerken fenilalaninle
ayni Yol ve tasiyiciy1 kullanmaktadirlar. Bu nedenle de yiiksek molekiil agirlikli notr
amino asitlerin FKU hastalarinin diyetlerine eklenmesi tasinma yoniiyle fenilalaninle
rekabet etmeleri nedeniyle fenilalaninin viicut sivilarina daha az alinmasma neden
olmakta ve beyin dokularinda biriken fenilalanin miktarini da azaltabilmektedir (Koch vd
2003, Van Vliet vd 2015). Boylelikle kandaki fenilalanin azalirken, FKU hastalar1 igin
esansiyel bir amino asit haline gelen tirozinin miktar1 da artirilabilmektedir (Soltanizadeh
ve Mirmoghtadaie 2014). Fenilalanin konsantrasyonun azalmasit ise beynin
noropsikolojik islevini artirmaktadir (Strisciuglio ve Concolino 2014).

Bu konuyla ilgili olarak FKU hastas1 fareler lizerinde yapilmis bir ¢alismada,
fareler 3 gruba ayrilarak farkli diyet tedavileri uygulanmistir. Birinci gruba yiiksek
molekiil agirlikli nétr amino asit takviye edilmis diyet, ikinci gruba es kaloride yiiksek
proteinli kontrol diyet ve ii¢iincii gruba ise kisitlamasiz normal diyet alt1 hafta boyunca
uygulanmistir. Yiiksek molekiil agirlikli nétr amino asit takviye edilmis diyette kan
fenilalanin konsantrasyonu normal diyete gore %67 azaldigi, yiiksek proteinli diyette ise
normal diyete gore kan fenilalanin seviyesinin ¢ok yiiksek miktarlarda oldugu tespit
edilmistir (Van Vliet vd 2015).

2.1.6.2. Protein ikamesi

Diisiik proteinli gidalara veya amino asit karigimlarina alternatif olarak protein
ikamesi olarak glikomakropeptit (GMP) kullanimi ile ilgili ¢esitli caligmalar
yapilmaktadir. Peynir iiretiminde bir yan iirlin olan peynir alt1 suyundan izole edilen
GMP, peynir altt suyu toplam proteinlerinin %15 ila %Z20’sini olusturan ve f-
lactoglobulin ve a-lactalbuminden sonra en ¢ok bulunan proteindir (LaClair vd 2009,
Soltanizadeh ve Mirmoghtadaie 2014). GMP, dallanmis amino asitlerce zengin fakat
aromatik amino asitlerce fakirdir. Aromatik bir amino asit olan fenilalanince de fakir
olmast sebebiyle GMP, FKU hastalar1 i¢in uygun dogal bir protein kaynagidir (Zaki vd
2016, Goldar vd 2016). Ayrica GMP, treonin, izoldsin gibi yiiksek molekiil agirlikli notr
amino asitleri de yapisinda bulundurmaktadir (Ney vd 2016). Bu sayede kan-beyin
bariyerini gegerken fenilalaninle ayni tasiyiciyr kullanan bu yiiksek molekiil agirlikli nétr
amino asitlerin, beyindeki fenilalanin miktarin1 azalttigi da belirtilmistir (MacLeod vd
2010). Bunlarin yani sira GMP, sindiriminin ve emilimin yavas olmasi nedeniyle amino
asit karigimlarina gore tokluk hissi daha fazla olmaktadir (Ney ve Etzel 2017). Tiim bu
nedenlerden dolay1 protein ikamesi olarak GMP kullanimi FKU hastalarinin diyetlerine
uyum saglamasi agisindan Onemli bir avantaj saglamaktadir (MacLeod vd 2010,
Strisciuglio ve Concolino 2014).
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Bu konuyla ilgili olarak, GMP’in sentetik amino asit karigimlari yerine
kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaciyla FKU hastas1 ¢ocuklar {izerinde yapilan
bir ¢alismada, gilinliik olarak alinmasi1 gereken protein; amino asit karisimlar1 ve amino
asit karisimi %50 oraninda GMP ile degistirilerek 2 sekilde verilmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda, fenilalanin/tirozin oranlarinda O6nemli bir fark
gozlenmemistir. Bu nedenle, besin degeri ve lezzeti agisindan da daha tatmin edici olan
ve toksik etki gostermeyen GMP’nin FKU hastalarimin diyetinde amino asit
karigimlarinin %50’si yerine kullanilabilecegi degerlendirilmistir (Zaki vd 2016).

2.1.6.3. Proteince zengin gidalarin hidrolizi

FKU hastalarinin diyetlerinde kullanabilecekleri alternatif tiriinlerin gelistirilmesi
amaciyla tlizerinde calisilan bir bagka konu ise protein icerigi yliksek olan gidalarin
hidroliz edilmesidir. Bu amagla, yiiksek protein icerigine sahip gidalar proteaz enzimleri
ile hidroliz edilmekte ve ortaya ¢ikan serbest aromatik amino asitler regine veya aktif
karbon kullanimu ile uzaklastirilmaktadir (Lopes vd 2008, Silvestre vd 2011). Bunun
sonucunda fenilalanin igerigi azaltilmig gida protein hidrolizatlar1 elde edilmektedir.

Bu konuyla ilgili olarak yapilmis bir ¢alismada, bugday unu Bacillus licheniformis
ve ananas kabuklarindan elde edilen enzim ekstraktlari ve pankreatin enzimleriyle protein
hidrolizi gergeklestirilmis ve elde edilen hidrolizat aktif karbondan gegirildikten sonra
fenilalanin igeriginin %66.28 oraninda azaldig tespit edilmistir (Carreira vd 2008).

2.2. FKU Hastahg icin Alternatif Tedavi Yontemleri

FKU hastalar: i¢in uygulanan fenilalanince kisitli diyet basarili bir tedavi yontemi
olmasina ragmen yasam boyu siirdiiriilmesi ve takip edilmesi zordur. Bu nedenle; gen,
sapropterin dihidroklorid, enzim ikame ve oral enzim tedavisi gibi yeni tedavi yontemleri
iizerinde cesitli caligmalar yapilmaktadir.

2.2.1. Gen tedavisi

FAH enzimi, 12. kromozomda bulunan bir gen (12923.2) (Anonim 2017b)
tarafindan kodlanan hepatik bir enzim olup karacigerde sentezlenmektedir. FAH enzimini
kodlayan bu gendeki hata nedeniyle FKU hastaligi olugmaktadir. Bu nedenle
karacigerdeki FAH enzimini sentezleyen bolgenin iyilestirilmesine yonelik olarak gen
tedavisi uygulama ¢aligmalari yapilmaktadir. (Kim vd 2004, Ozer 2004). Ancak gen

tedavisi giiniimiizde heniiz tam olarak kontrol edilebilir sonuglar vermemistir (Kara
2012).

2.2.2. Sapropterin dihidroklorid tedavisi

Tibbi tedavi olarak, ilk uygulamast 1999 yilinda baslamis olan sapropterin
dihidroklorid tedavisi ile (Van Spronsen ve Derks 2014), bazi hiperfenilalaninemi ve orta
dereceli FKU hastalarinin kan fenilalanin diizeyi kontrol altina alinabilmektedir (Trunzo
vd 2015). Sapropterin dihidroklorid, FAH enziminin stabilitesini ve dogru katlanmasini
saglayan bir saperon olarak hareket etmektedir (Strisciuglio ve Concolino 2014, Tansek
vd 2016). Amerikan Gida ve llag Idaresi tarafindan onaylanan KUVAN® isimli ilag
(Sapropterin dihydrochloride, Biomarin Pharmaceutical, Novato, CA, ABD) FAH
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enziminin kofaktorii olan dogal BH4’{in sentetik formiilasyonunu igeren oral bir tablettir
(Elsas vd 2011, Cleary 2014, Anonim 2015). FAH enziminin kofaktorii olan BHa, diyet
fenilalanin toleransini arttirarak diyet tedavisine yardimei olmakta ve bu yolla birgok
hastanin yasam kalitesi artirilmaktadir (Kara 2012). Yapilan bazi klinik ¢aligmalarda
sapropterin dihidrokloridin kandaki fenilalanin degerini %30’a kadar azalttig1 sonucuna
ulagilmistir (Elsas vd 2011, Strisciuglio ve Concolino 2014, Turki vd 2015).

Bu konuyla ilgili olarak bazi tip merkezlerinde sapropterin dihidroklorid
(KUVAN®) kullanan FKU hastalarinda yapilan bir anket ¢alismasinda, hastalarin
fenilalanine tolerasinin artmasi ve davranis degisikliklerinin g6z Oniine alinmasiyla
sapropterin dihidroklorid kullaniminin kan fenilalanin seviyesini diisiirdiigi rapor
edilmistir (Gordon vd 2012). Orta dereceli hiperfenilalaninemi hastalar1 iizerinde yapilan
bir baska ¢alismada, hastalar diyetleriyle beraber 2 y1l boyunca sapropterin dihidroklorid
(KUVAN®) tedavisi gdrmiisler ve bu siire sonunda hastalarin diyetleriyle daha fazla
fenilalanin alabildikleri, kan fenilalanin seviyesinin 6nemli diizeyde degismedigi ancak
fenilalanin/tirozin oraninin diistiigii tespit edilmistir (Tansek vd 2016).

2.2.3. Enzim ikame ve oral enzim tedavisi

FKU hastaligi icin FAH ve FAL enzimleri ile enzim ikame c¢aligmalari
gerceklestirilmektedir. Her iki enzimde fenilalanini metabolize etmekte, ancak FAH
enziminin izolasyonunda ¢ok yiiksek miktarda kaynak materyali gerekmekte ve bu
enzimin dogal olarak kararsiz olmasi nedeniyle de saflagtirilmasinda biiyiik zorluklar
yasanmaktadir. Ayrica FAH enzimi fenilalanini tirozine doniistiirmek icin; kofaktor
olarak BHa, aktivator olarak demir (Fe*?) ve oksijene (Oy) ihtiyag duymaktadir. FAH
enzimi ile ikame ¢aligmalari bu nedenlerle genellikle basarisizlikla sonuglanmaktadir
(Kim vd 2004, Lopez-Villalobos vd 2014).

FKU hastalari i¢in, enzim ikame tedavisinde FAH enzimi yerine otokatalitik bir
enzim olan FAL enziminin kullanilmasi1 daha uygun olmaktadir (Sarkissian ve Gamez
2005, Babaoglu-Aydas vd 2013). FAL enzimi FAH enziminin aksine kofaktore ihtiyag
duymadan fenilalanini trans-sinamik aside ve amonyaga doniistirmektedir (Sekil 2.3)
(Cliff vd 2016).

Oral enzim tedavisi de rekombinant FAL enziminin oral olarak verilmesi
prensibine dayanmaktadir (Lam vd 2008). FKU hastalarinin diyetleri ile birlikte oral
enzim tedavisinin uygulanmast bu hastalar i¢in alternatif olusturmaktadir. Ancak kan
fenilalanin degerini diisiirmek i¢in oral olarak verilmesi gereken FAL enzim miktarinin
fazla olmas1 ve enzimin intestinal proteazlara karsi hassasiyet gostermesi sebebiyle bu
tedavi yonteminin yeterli etki gostermedigi belirtilmektedir (Lam vd 2008, Goldson vd
2008, Cliff vd 2016).

Viicuda enjekte edilen FAL enziminin ise; bagisiklik sistemini etkileyerek ¢esitli
reaksiyonlara neden olabildigi belirtilmistir. Ancak FAL enziminin polietilen glikolle
(PEG) baglanmas1 sonucu bagisiklik sisteminin verdigi reaksiyonlarin azaltildig:
belirtilmistir (Strisciuglio ve Concolino 2014).
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Sekil 2.3. FAH ve FAL enzimleri ile katalizlenmis reaksiyonlar

Enzim ikame tedavisi ve oral enzim tedavisi i¢in gerekli olan enzim, enzimin
tretim asamalarindan eckstraksiyon ve saflastirma hem zaman alict hem de yiiksek
maliyetli olmaktadir. Ayrica, yapilan birgok optimizasyon ¢alismalarina ragmen elde
edilen enzimin verimli bir sekilde ¢alismadig1 ve kisa bir siirede inhibe oldugu tespit
edilmistir (Mclnnis vd 2009).

2.2.3.1. Fenilalanin amonyum liyaz (FAL) enzimi

FAL enzimi (EC 4.3.1.24) (Sirin vd 2016, Barron vd 2017), FAH enzimi gibi
fenilalanini metabolize etmektedir. Ancak FAL enzimi, FAH enziminin aksine kofaktore
ihtiya¢ duymaksizin otokatalitik olarak fenilalanini deaminasyon reaksiyonu ile trans-
sinamik asit ve 6nemsiz miktarda amonyaga doniistiirmektedir (Mclnnis vd 2009, Lépez-
Villalobos vd 2014). Olusan trans-sinamik asit ise karacigerde benzoik aside
doniistiiriildiikten sonra idrarla birlikte benzoik asit ve hipurat olarak disar1 atilmaktadir
(Goldson vd 2008, Sirin vd 2016). Hayvanlar iizerinde yapilan g¢aligmalarda, trans-
sinamik asidin toksik etki gostermedigi de tespit edilmistir (Kim vd 2004).

Insanlarda ve hayvanlarda bulunmayan FAL enzimi bazi mantar (Ustilago
maydis), maya (Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis), ve bakterilerde
(Anabaena variabilis, Nostoc punctiforme) bulunmaktadir (Barron vd 2017). Bunun yani
sira kirmizi ve beyaz bugday filizi, misir, yesil mercimek, soya fasulyesi vb. yiiksek FAL
aktivitesine sahiptir (Reichert vd 2009, Babaoglu-Aydas vd 2013). Ayrica, Escherichia
coli’den de farkli aktivitelerde izole edilebilmektedir.

FAL enzimi, bitkilerde savunma mekanizmasinda ve fenilpropanoid metabolik
yolda iretilen kumarin, lignan, flavonoid, hidroksisinamik esterler ve antosiyaninler gibi
ikincil metabolit tiriinlerin olusumunda onciil bir enzimdir (Mclnnis vd 2009, Lopez-
Villalobos vd 2014, Barron vd 2017). Bu metabolik yol, fenilalaninin trans-sinamik aside
dontigiimiinden sorumludur (Zang vd 2015). Ayrica, FAL enzimi tarafindan olusturulan
trans-sinamik asit, bitkilerin stres yanitlarinda 6nemli rol oynamaktadir (Goldson vd
2008, Lam vd 2008).

Genel olarak 77-83 kDa arasinda alt birimleri ile birlikte tetramerik halde bulunan
(Goldson vd 2008, Van Spronsen ve Derks 2014) ve genis bir sicaklik araliginda kararli
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olan FAL enzimi optimum aktivitesini 30°C sicaklikta ve ortamin pH degeri 8.5 oldugu
sartlarda gostermektedir (Sarkissian ve Gamez 2005). Bunun yani sira FAL enzim
aktivitesi; 151k, tuz ve stres ile beraber artabilmektedir (Sirin vd 2016).

Bitkisel ve mikrobiyal kaynakli olan bu enzim oral yoldan verilerek viicutta
biriken fenilalanini zararsiz olan trans-sinamik aside ve amonyaga doniistiirerek viicuttan
atilmasini saglamaktadir. FAL enzimi tarafindan olusturulan trans-sinamik asit organik
bir bilesiktir ve giinliikk yaklagik 3 g trans-sinamik asidin hem FKU hastalart hem de
normal bireyler i¢in zararsiz oldugu belirtilmistir (Sarkissian ve Gamez 2005). Yapilan
bir calismada, FAL enziminin, kan fenilalanin diizeyini farelerde %76 diizeyinde
diisiirdiigii belirtilmistir (Ozer 2004). Boylelikle viicutta fenilalanin birikimini &nlenmesi
ve hastalarin daha kaliteli bir yagsam geg¢irmesi saglanabilmektedir.

FAL enzimi ile ilgili calismalarda, FKU hastalarinin kullanimi igin yar1 gegirgen
immobilize FAL enzim Kkapsiilii ve Escherichia coli veya Lactobacillus lactis
hiicrelerinden rekombinant olarak FAL enzimi iiretimi gibi ¢esitli yontemler
arastirilmistir. Bunun yani sira enjekte edilebilir FAL enzimi de arastirilmig, ancak bu
enzim deri altina enjekte edildiginde bagisiklik sisteminin olumsuz reaksiyon vermesiyle
karsilasilmistir (Sarkissian ve Gamez vd 2005).

2.2.3.2. Bugday ve unu

Bugday, Poacea familyasindan olup, kiiltiirii yapilan en eski bitkidir (Devi
Sowjanya vd 2015). Triticum aestivum, triticum durum ve triticum compactum olmak
lizere ii¢ temel tiirii bulunmaktadir. Insan beslenmesinde énemli rol oynayan bugday,
diinyada ve iilkemizde iiretimi ve tiiketimi en fazla olan tahil Giriniidiir (Bilgin ve Korkut
2005). Bugdaydan, basta ekmek olmak tizere bulgur, makarna, biskiivi, irmik, nisasta gibi
cesitli unlu mamuller ve diger gida iirlinleri iiretilebilmektedir. Bugday ve unu igerdigi
protein, karbonhidrat, ¢esitli mineraller, vitaminler ve enzimlerle saglik agisindan 6nemli
bir tahil irtiniidiir.

2.2.3.3. Misir ve diger baz bitkilerin FAL enzim aktiviteleri

Misir, Poacea familyasindan olup diinyada bugday ve piring ile birlikte en ¢ok
tiiketilen ti¢ tahildan biridir (Stizer 2003). Misir; tiamin (By), niasin (Bs), pantotenik asit
(Bs) ve folik asit (Bo) gibi B vitaminleri, besinsel lif, magnezyum, fosfor gibi elementler
acisindan zengindir (Anonim 2017a). ABD Tarim Bakanligi Tarimsal Arastirma Servisi
(USDA) veri tabanlarina gore tatli ve sar1 misir, 0.150g/100g fenilalanin i¢germektedir.
Icerdigi bu besin degerlerinin kalitesi misirin ¢imlendirilmesi ile birlikte artmakta ve
ozellikle ¢imlenme ile tane igerisinde bulunan enzimler daha aktif hale gelmektedir
(Paucar-Menacho vd 2017).

Japon c¢esidi misirin (Zea mays L. cv. japonica) ¢cimlendirilmesi ile elde edilen
musir filizi kokleri, yliksek antosiyanin igeriginden kaynaklanan yiiksek bir FAL aktivitesi
gostermektedir (Lopez-Villalobos vd 2014). Bu aktivite de musir filizi koklerin kabuk,
endodermis ve damarli dokularinda birikmektedir (McInnis vd 2009).
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Bu konuyla ilgili olarak yapilan bir ¢alismada bitkilerde bulunan FAL enziminin
oral olarak FKU hastalarma verilmesi yoluyla hastalar icin alternatif tedavi yontemi
olusturulmas1 amaglanmis ve c¢esitli meyve, bakla ve tahil tanelerinde FAL enzim
aktivitesi aragtirillmistir. Bu ¢alisma sonucunda, kirmizi yazlik bugdaym (Triticum
aestivum) ¢imlenmesinin yedinci giiniinde en yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu bugday filizinin yaprak ve koklerindeki enzim aktivitesi sirastyla 1.37
ila 1.61 umol/h.g taze agirlik ve 11.90 ve 6.48 umol/h.g kuru agirlik olarak tespit
edilmistir (Goldson vd 2008).

FKU hastalarinin diyetlerine FAL enziminin takviye olmasi i¢in yapilan bagka bir
calisma da ise, kirmiz1 yazlik bugday filizlerinde dogal olarak bulunan FAL enziminin
aktivitesi, -20°C’de 3 ay boyunca taze ve dondurularak kurutulmus olarak depolanan
filizlerde takip edilmistir. Arastirmada dondurarak kurutulmus ve depolanmis 6rneklerin
FAL enzim aktivitesini kaybettigi, taze filizlerin ise yaprak ve koklerini FAL enzim
aktivitesinin depolama sonunda sirastyla %62 ve %89 oranlarinda korundugu tespit
edilmistir. Ayrica bu arastirmada taze filizlerin yaprak ve koklerinin FAL aktivitesinin 3
saatlik in vitro sindirim siireci sonunda %36 ve %42 oraninda kaldig1 belirlenmis ve bu
degerlerin sirastyla 4.3 ve 3.7 umol/h.g kuru agirlik enzim aktivitesine denk geldigi
bildirilmistir (Lam vd 2008).

Bu tez ¢alismasinda; yenilebilir, kolay ulasilabilir ve yiiksek enzim aktivitesine
sahip olmasi nedenleriyle FAL enzim kaynagi olarak misir tahili segilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

Calismada, protein ve kil igerikleri sirasiyla %10.5 ve %0.8 olan Tiirk Gida
Kodeksi Bugday Unu Tebligi’ne uygun bugday unu ve Zea mays spp. misir kullanilmstir.
Ayrica, sindirim enzimleri; sigir kaynakli olan pepsin (2500 U/mg protein), tripsin (15
U/ml), kimotripsin (40 U/mg protein), karboksipeptidaz (70 U/mg protein) ve proteaz
(500 U/g) enzimleri ve kimyasal maddeler niteliklerine uygun olarak analitik ve
kromatografik saflikta Sigma-Aldrich (Co. LLC., ABD) firmasindan temin edilerek
kullanilmustir.

3.2. Metot
3.2.1. Gida materyalinin in vitro sindirime hazirlanmasi

In vitro sindirim i¢in bugday unu, simiile mide sivist (SMS, 0.15 M NaCl)
ilavesiyle kurumadde igerigi yaklasik %8’e ayarlanmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan
sulu gida materyali 75°C’de 5 dk gida giivenliginin saglanmasi amaciyla pastorize
edildikten sonra sogutulmus ve insan sindirim sisteminde gidalarin protein sindirimleri
simiile edilerek in vitro protein sindirimine tabi tutulmustur.

3.2.2. Gida proteinlerinin in vitro enzimatik hidrolizi

Proteinlerin enzimatik hidrolizinde, Picariello vd (2015), Gianfrani vd (2015) ve
COST-INFOGEST galisma grubu (Minekus vd 2014) metodlar1 yalnizca in vitro protein
sindirimi i¢in modifiye edilerek kullanilmistir. Bu hidrolizde, protein sindirim enzimleri;
pepsin, tripsin, kimotripsin, karboksipeptidaz ve proteaz enzimleri kullanilmistir.

3.2.2.1. Mide sindirimi

Mide sindirimi i¢in kurumadde igerigi SMS ile yaklagik olarak %8’e ayarlanan
un-SMS karisimi pastorize edilip 37°C’ye sogutulduktan sonra 1 M HCI kullanilarak pH
degeri 2.5’e ayarlanmis ve enzim: protein orani 1:50 (w/w) olacak sekilde pepsin enzimi
ilave edilerek 500 rpm hizda 1 dk karistirilmistir. Bu sekilde hazirlanan homojenizat
midedeki hidrolizi simiile etmek i¢in 50 rpm hizda, 37°C sicaklikta ve pH degeri 2.5’te
sabit tutularak manyetik karigtirict iizerinde 3 saat silireyle sindirim islemi
gergeklestirilmis ve boylelikle proteinlerin polipeptitlere hidroliz edilmesi saglanmistir.

3.2.2.2. Ince bagirsak sindirimi

Mide sindirimi simiile edilmis homojenizat, | M NaOH ¢ozeltisi ile pH degeri
7’ye ayarlandiktan sonra iizerine enzim: protein oranlart sirasiyla 1:100 (v/w), 1:100
(wiw) ve 1:250 (v/w) olan tripsin, kimotripsin ve karboksipeptidaz enzimleri eklenerek
500 rpm hizda 1 dk karistirilmistir. Bu sekilde hazirlanan homojenizat 50 rpm hizda, 37°C
sicaklikta ve pH degeri 7°de sabit tutularak manyetik karistirici iizerinde 2 saat siireyle
sindirim islemi gerceklestirilerek ince bagirsak sindiriminin 1. kismi tamamlanmistir.
Boylelikle, mide sindiriminde olusan muhtemel polipetitler peptit ve amino asitlere
hidroliz edilmistir.
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Ince bagirsak sindiriminin 2. kisminda ise homojenizatta kalan kiiciik peptitleri de
amino asitlere hidroliz etmek igin enzim: protein oran1 1:50 (v/w) olacak sekilde proteaz
enzimi ilave edilmistir. Bu homojenizat tekrar 50 rpm hizda, 37°C sicaklikta, pH degeri
7’de 2 saat daha sindirime tabi tutulmustur. Boylelikle ince bagirsak sindiriminin ikinci
kism1 da tamamlanarak in vitro protein hidrolizi tamamlanmstir.

In vitro protein sindirimi gerceklestirilen homojenizat tizerine FAL enzimi
uygulamasi yapilmadan once, in vitro sindirimde kullanilan enzimlerin proteolitik
aktivitelerinin durdurulmasi amaciyla homojenizat 75°C’de 30 dk pastorize edilmistir.

3.2.3. FAL enzimi iceren musir filizinin yetistirilmesi ve FAL enzim aktivitesinin
maksimum oldugu giiniin belirlenmesi

Saf su icerisinde bir gece bekletilen misir taneleri (Lopez-Villalobos vd 2014), pH
degeri yaklasik 6 olan ¢ok amagli bitki topragina yerlestirilerek oda sicakliginda ve dogal
151k altindaki 15x57x11.5 cm boyutlarinda olan plastik saksi igerisinde ¢imlendirilmeye
birakilmistir. Cimlendirilme siirecinde giinliik esit miktarda su verilmistir.

Musir filizinde FAL enzim aktivite analizi Goldson vd (2008) metodu modifiye
edilerek kullanilmigtir. Misir taneleri ¢cimlenme ortamina yerlestirildikten sonra (0. giin),
tanelerin tamaminin filizlenmeye basladigi 4. giinden itibaren 8. giine kadar her giin FAL
enzim aktivite analizi gergeklestirilmistir. Buna gore; tiim orneklerde ¢imlenmenin 7.
gliniinde FAL enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu tespit edilmistir (Goldson vd 2008).

3.2.4. FAL enzimi iceren misir filizinin uygulanmasi

FAL enzim uygulamasi; misir filizi ekstrakti kullanilarak gerceklestirilmistir.
Buna gore, FAL enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu ¢imlenmenin 7. giinii filiz miktart,
in vitro sindirimde kullanilan un miktarinin %10’u kadar tartilmistir. Filiz: su oram 1:5
(w/w) olacak sekilde filizler, +4°C’deki su ile havanda ezilerek 1500xg’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Elde edilen ekstrakt siiziilmiis ve tekrar 1500xg’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda, ekstrakt alinarak molekiiler agirligi ayirma simirt (MWCO) 6-8 kDa
olan diyaliz tiiplerine aktarilmis ve +4°C’de bir gece boyunca diyaliz edilmistir
(Babaoglu-Aydas vd 2016). Boylelikle, 6-8 kDa’dan daha biiyiik olan FAL enzimini de
iceren proteinler ekstraktta tutulmus, daha kiigiik olan molekiillerin ve safsizliklarin
ekstrakttan ayrilmasi saglanmistir.

Daha sonra in vitro sindirimi gergeklestirilen homojenizat, FAL enziminin
optimum c¢alisma kosullar1 olan pH 8.5’e ve 30°C sicakliga ayarlanmigtir. Homojenizat
tizerine diyaliz tiiplerinden gegirilen ve FAL enzimi igeren ekstraktlar eklenmistir. In
vitro sindirim siirecinde serbestlesen fenilalanin amino asitlerini azaltmak amaciyla
homojenizat sicaklik ve pH degerleri sabit tutularak manyetik karistirici tizerinde 50 rpm
hizda 4 saat boyunca inkiibe edilmis ve uygulamanin fenilalanin icerigi iizerine etkisini
belirlemek amaciyla inkiibasyonun her 20 dk’sinda bir 6rnek alinmistir (Sarkissian ve
Gamez 2005, Goldson vd 2008, Lam vd 2008).
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3.2.5. Kurutma
3.2.5.1. Sulu gida materyalinin rotary evaporatorde konsantre edilmesi

Fenilalanin igerigi azaltilmis un {iretimi igin, in vitro sindirim ve musir filizi FAL
enzim uygulamasmin ardindan elde edilen sulu gida materyalinin vakum kurutucuda
kurutma isleminden 6nce rotary evaporatorde (Laborota 4000, Heidolph, Almanya) fazla
suyu uzaklastirilarak konsantre edilmistir. Bunun i¢in 500 mL &6rnek 65°C’de geri
sogutucuya baglanarak vakum uygulamasi ile 2 saat boyunca fazla suyun uzaklastirilarak
ornek hacmi yaklagik 100 mL oluncaya kadar konsantre edilmistir.

3.2.5.2. Vakum kurutma

Rotary evaporatorde fazla suyu uzaklagtirilarak konsantre edilen yaklasik 100 mL
ornek, vakum kurutucunun (VO200, Memmert, Almanya) tepsisine ince bir tabaka
halinde serilmis ve 65°C’de, 20 mbar vakum basing degerinde 2.5 saat boyunca nem
igerigi %14 ve su aktivitesi 0.65 degerinin altina diisiinceye kadar kurutulmustur.

Nem igerigi %14’lin ve su aktivitesinin 0.65’in altina diisiinceye kadar kurutulan
ornek bir ogiitiiciide (GM-7230 Degirmen, 220-240V AC, 50 Hz, 180 W, Goldmaster,
Tiirkiye) boyut kiigiiltme islemine tabi tutularak tekrar un haline getirilmistir.

Fenilalanin igerigi azaltilmis unun iretimine ait akim semasi Sekil 3.1°de
gosterilmistir.
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Homojenizat
Un: SMS (1:10)

|

Pastorizasyon
75°C, 5 dk

l

Mide sindirimi
Pepsin (enzim: protein, 1:50, w/w)
pH 2.5, 37°C, 3 saat, 50 rpm

l

Ince bagirsak sindirimi 1. kistm
Tripsin (enzim: protein, 1:100, v/w)
Kimotripsin (enzim: protein, 1:100 w/w)
Karboksipeptidaz (enzim: protein, 1:250, v/iw)
pH 7, 37°C, 2 saat, 50 rpm

i

Ince bagirsak sindirimi 2. kistm
Proteaz (enzim: protein, 1:50, v/w)
pH 7, 37°C, 2 saat, 50 rpm

l

Enzim inaktivasyonu
75°C, 30 dk

l

FAL enzim uygulamasi (Un: musir filizi, 10:1)
pH 8.5, 30°C, 4 saat, 50 rpm

l

Kurutma
Evaporasyon, 65°C, 2 saat
Vakum kurutma, 20 mbar, 65°C, 2.5 saat
(Nem < %14, aw< 0.65)

|

Boyut kiiciiltme
<200 uM

Sekil 3.1. Fenilalanin igerigi azaltilmis un 6rnegi tiretiminin akim semasi
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3.2.6. Arastirma plani ve istatistiksel yontemler

Aragtirmada; ana gida kaynagi olan unun kurumadde igerigi yaklasik %8 olacak
sekilde SMS ilave edildikten sonra pastérizasyon igin 75°C’ye kadar 1sitilmis ve bu
sicaklikta 5 dk tutulduktan sonra sogutularak kullanilmistir. Sogutulan sulu gida
materyali insan sindirim sisteminde gidalarin sindirimini simiile etmek igin In vitro
protein sindirime tabi tutulmustur. Boylelikle proteinler yaklasik in vivo sindirimde
oldugu gibi disarda pargalanarak muhtemel peptit ve serbest amino asitleri 6nceden elde
edilmistir. Daha sonra elde edilen bu homojenizat, serbest fenilalanin igerigini azaltmak
amaciyla FAL enzimi i¢eren musir filizi ile muamele edilmis ve ortaya g¢ikan serbest
fenilalanin amino asidinin azaltilmas: saglanmistir. Bu yolla elde edilen fenilalanini
azaltilmis homojenizat rotary evaporatorde fazla suyu uzaklastirilarak vakum kurutucuda
kurutulmus, 6giitiicii yardimiyla boyut kiigliltme islemine tabi tutularak Kilitli plastik
torbalara alinmis ve analiz edilinceye kadar buzdolabi sartlarinda depolanmuistir.

Arastirmada; mide asamasinda 4 adet, ince bagirsak 1. kisminda 3 adet ve ince
bagirsak 2. kisimda ise 3 adet daha olmak tizere in vitro sindirim siirecinde toplam 10
adet ve FAL enzimi igeren musir filizinin 240 dakikalik uygulanma siirecinde ise siirecin
her 20 dakikasinda bir adet olmak iizere 13 adet 6rnekleme yapilmistir.

In vitro sindirim ve fenilalanin igerigini azaltmak igin yapilan FAL enzim
uygulamasinin unun serbest fenilalanin igerigi lizerine etkisini belirlemek i¢in serbest
fenilalanin analizi yapilmistir. Elde edilen fenilalanin icerigi azaltilmis un Srneginin, bazi
kimyasal (su tutma kapasitesi, suda ¢ozliniirlik ve su absorpsiyonu, kurumadde, su
aktivitesi, pH, titrasyon asitligi, toplam protein, EDN igerigi), fiziksel (renk ve yigin
yogunlugu) ve bu unun duyusal olarak tiiketilebilirligini belirlemek i¢in duyusal analiz
yapilmustir. Ayrica, fenilalanin igerigi azaltilmis un tiretiminde kullanilan musir filizinde
bulunan FAL enziminin aktivitesini belirlemek amaciyla FAL enzim aktivite analizi de
yapilmustir.

Arastirma iki tekerriirlii, analizler ise iki paralelli olarak gergeklestirilmistir.
Yapilan analizler sonucunda elde edilen verilere tek yonlii Varyans analizi ve Duncan
Coklu Karsilagtirma Testi uygulanmustir. Tim istatistik hesaplamalar SAS istatistik
programi (Cary, NC, ABD) ile gergeklestirilmis olup degerler ortalama + standart hata
seklinde diizenlenmistir.

3.2.7. Kimyasal analiz yontemleri
3.2.7.1. FAL enzim aktivite analizi

FAL enzim aktivite analizi, in vitro sindirimden sonra fenilalanin igeriginin
azaltilmasinda kullanilmis olan musir filizlerinde bulunan FAL enziminin aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla Goldson vd’deki (2008) yontem modifiye edilerek
gerceklestirilmistir.

Buna gore; filiz 6rnekleri, 50 mmol/L Tris-HCI (pH 8.8), 1 mmol/L etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA), 10 mmol/L 2-merkaptoetanol ve 25 g/L polivinilpolipirolidondan
olusan ekstraksiyon tamponu ile filiz: ekstraksiyon tampon orani 1:10 (w/v) olacak
sekilde havanda homojenize edilmistir. Homojenize edilen drnekler 4°C’de 1 saat inkiibe
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edilmis ve 23500xg’de 15 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen ekstrakttaki tuzlar1 gidermek
icin Zeba™ Spin Desalting (7K MWCO, Thermo Scientific, Rockford, IL 61105 USA)
kolon kullanilarak ekstrakt bu kolondan gegirilmistir.

Kolondan gegirilen ekstraktin 100 uL’sine, 100 mmol/L Tris- HCI’den (pH 8.8)
olusan reaksiyon tamponundan 500 pL eklenmistir. Uzerine 40 mmol/L L-fenilalanin ve
100 mmol/L Tris-HCI’den (pH 8.8) olusan substrattan 200 pL eklenerek 37°C’de 15 dk
inkiibe edilmistir. Reaksiyonu durdurmak igin, 250 g/L trikloraasetikasitten (TCA) 200
uL eklenmis ve 13000xg’de 15 dk santrifiij edilmistir. Son olarak bu ekstraktlarin
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japonya) 290 nm dalga boyunda
absorbans degerleri sahit 6rnege karsi okunmustur.

FAL enzimin aktivitesi, substrati parcalayip olusan trans-sinamik asit miktari
iizerinden hesaplanmistir. Olusan trans-sinamik asit miktarin1 hesaplamak igin
kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 3.2). Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi
amaciyla; yukaridaki yontemde kullanilan tamponlardan substrat tamponu hari¢ diger
tamponlardan toplam hacim 10 mL olacak sekilde ayarlanmistir. Ekstraksiyon tamponu
ise yontemde oldugu gibi 23500xg’de santrifiij edilerek kullanilmistir. Elde edilen bu
karisim 13000xg 'de 15 dk santrifiij edilmistir. Her birinin hacmi 1 mL olacak sekilde
eppendorf tiiplere ayrilmis ve igerisindeki trans-sinamik asit konsantrasyonu sirasiyla
12.5, 20, 25, 35 ve 50 pumol/L olacak sekilde trans-sinamik asit standart ¢ozeltileri
eklenmistir. Elde edilen bu standart ¢ozeltilerin 290 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri okunmus ve kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Goldson vd 2008, Lam vd 2008).

Trans-sinamik asit kalibrasyon egrisi

1
.".
08 | e

S P
s o6 | e o
s | e
§ 0,4 " y =0,0176x - 0,0034
2 ., e R> =0,9927

0
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Sekil 3.2. FAL enzim aktivite analizinde kullanilan trans-sinamik asit kalibrasyon
grafigi

3.2.7.2. Bugday ununda toplam amino asit analizi
Fenilalanin igerigi azaltilmis un {iretiminde kullanilan bugday ununun toplam

amino asit analizi Diizen Norwest Laboratuvarinda hizmet alimi yapilarak
gerceklestirilmistir. Analiz sonuclari kurumadde iizerinden verilmistir.
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Ornek ekstraksiyonu igin; vidal1 septali kapakl tiiplere yaklasik 0.4 g homojenize
edilmis 6rnek tartilarak tizerine 5 mL 6 N HCI ve oksidasyonu 6nlemek amaciyla 250 uL.
2 mM fenol eklenmistir. Sistein, metionin ve tirozinin geri kazanimini optimize etmek
icin 0.1 g Na>SOs3 eklenmis ve 110°C’de 24 saat boyunca etiivde tutulmustur. Hidroliz
islemi bittikten sonra, 6rnegin pH degeri yaklasik 7’ye ayarlanmis ve 6rnegin hacmi ultra
saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
siipernatantlar 0.45 pm filtreden gegirilmis ve viale aktarilarak HPLC cihazina
verilmistir.

Unun toplam amino asit igeriginin belirlenmesi amaciyla Agilent HPLC 1100
cihazi kullanilmistir. Analiz boyunca kullanilan cihaz kosullar1 asagida belirtilmistir.

Kolon: Zorbax Eclipse AAA, 4.6x150 mm, 3.5 um,
Dedektor: Florasan Dedektor: (EX:340 EM: 450), UV Dedektor: 338 nm
Standart Mix: Sigma 21 L-Amino Acids plus Kit
Internal Standart: Norvalin
Tiirevlendirme Ajanlari: OPA, FMOC, Borat
Akis Hizi: 2 mL/dk
Kolon Sicakligi: 40°C
Mobil Faz A: 40 mM NazH2P0O4.2 H20 pH:7.8
B: Metanol: Asetonitril: Ultra Saf Su (45:45:10)

Hidroksiprolin amino asidi i¢in kullanilan cihaz kosullar1 asagida belirtilmistir.

Kolon: ACE 5C18, 4.6x250 mm, 5 pm

Dedektor: UV Dedektor: 265 nm

Standart Mix: Sigma 21 L-Amino Acids plus kit (Hidroksiprolin)

Internal Standart: Norvalin

Derivitizasyon Reaktifleri: OPA, FMOC, Borat

Akis Hizi: 1 mL

Kolon Sicakligi: 25°C

Mobil Faz: %3 asetik asit ile hazirlanmis sodyum asetat tamponu pH:4.3 (650 mL)
ve 350 mL Asetonitril

3.2.7.3. Serbest fenilalanin analizi

In vitro protein sindirimi ve FAL enzimi uygulamasi siirecinde alian 6rneklerde
serbest fenilalanin icerigi LC-MS/MS ile Akdeniz Universitesi Gida Giivenligi ve
Tarimsal Arastirmalar Merkezi’nde hizmet alimi yapilarak analiz edilmistir.

Ornek ekstraksiyonu igin, in vitro sindirim siirecinde alinan érneklerden 0.5 mL
ve FAL enzim uygulamas: siirecinde alinan 6rneklerden 1 mL alinmis ve tizerlerine 20
mL saf su eklenerek homojen hale gelene kadar karistirilmistir. Bu sekilde hazirlanan
ekstraktlar 0.45 um filtreden gegirilerek 0.5 mL’si viallere aktarilmis ve her bir 6rnek
tizerine 0.5 mL mobil faz A eklenerek LC-MS/MS cihazina verilmistir.

Pik tanimlanmasi ve kalibrasyon egrisi hazirlanmasi amaciyla; fenilalanin amino
asidi 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 mg/kg konsantrasyonlarinda hazirlanmig ve LC-
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MS/MS cihazina enjekte edilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 3.3’te
gosterilmistir. Analiz sonuglar1 kurumadde iizerinden verilmistir.
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Sekil 3.3. Serbest fenilalanin analizinde kullanilan fenilalanin kalibrasyon grafigi

Serbest fenilalanin igeriginin belirlenmesi amaciyla Thermo TSQ Access Max
LC-MS/MS cihaz1 kullanilmigtir. Analiz boyunca kullanilan cihaz kosullar1 asagida
belirtilmistir.

Kolon: Thermo Hypersil Gold 50x2.1 mm, 1.9 um partikiil biyikligi
Kolon sicakligi: 40°C

Mobil faz A: %0.1 formik asit iceren saf su

Mobil faz B: Metanol

Gradient programi: 0-3. dk, %100 mobil faz A; 3-8. dk, %100 mobil faz B
Akis hizt: 400 uL/dk

Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Analiz siiresi: 8 dk

3.2.7.4. Su tutma kapasitesi analizi

Bugday unu ve fenilalanin igerigi azaltilmis un 6rneklerinin su tutma kapasitesi
(STK) analizi AACC 56-20.01 metoduna gore yapilmistir.

Analiz i¢in yaklasik 2 g 6rnek 6nceden darasi1 alinmis 50 mL’lik santrifiij tiiplerine
tartilmistir. Uzerine 40 mL saf su eklenmis ve siispansiyon hale gelene kadar
calkalanmustir. Siispansiyon haline gelen 6rnekler 10 dk bekletilmis ve bekleme siiresi
boyunca 5dk’da bir tekrar ¢alkalanmistir. Daha sonra 6rnekler 1000xg’de 15 dk santrifiij
edilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra tartim yapilmis ve su tutma kapasitesi
denklem (3.1)’e gore hesaplanmustir.

STK (g su /gKM): ((Tiipiin agirhgi+¢okelti)-(Tiipiin agirhgn) )-Ornek agirhig: (3 1)

Kuru 6rnek agirlig
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3.2.7.5. Suda coziiniirliik ve su absorpsiyon indeksi

Bugday unu ve fenilalanin igerigi azaltilmis un orneklerinin suda ¢oziintirlik
(SCI) ve su absorpsiyon (SAI) indeksi analizi Shi vd (2016) metoduna gore yapilmaistir.

Bunun i¢in yaklasik 1.5 g 6rnek 50 mL’lik santrifiij tiiplerine tartilmig ve lizerine
18 mL saf su eklenmistir. Ornekler 30°C su banyosunda 30 dk bekletilmis ve bu siirede
ornekler her 5 dk’da bir ¢calkalanmistir. Daha sonra 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda elde edilen siipernatantlar aliiminyum kap igerisine konulup 105°C’de
3 saat kurutulmustur. Asagida verilen denklem (3.2) ve (3.3)’¢ gore sirasiyla suda
¢Oziiniirliik ve su absorpsiyon indeksi hesaplanmastir.

Stipernatant kurumadde agirlig

SCI (g/100 g)= x 100 (3.2)

Kuru 6rnek agirligi

SAI (g/g): Islak ¢okeltinin agirlig (33)

Kuru 6rnek agirligi
3.2.7.6. Kurumadde analizi

Bugday unu ve fenilalanin igerigi azaltilmis un 6rneklerinin kurumadde igerigi,
daha oOnceden kurutulup darasi alinmis petri kaplarina orneklerin tartilmasi ve bu

orneklerin 105°C’deki etiivde sabit tartima gelene kadar kurutulmasi ile belirlenmistir
(Elgiin vd 2002).

3.2.7.7. Su aktivitesi analizi

Bugday unu ve fenilalanin igerigi azaltilmis un 6rneklerinin su aktivitesi (aw)
degerleri, su aktivitesi tayin cihaz1 Aqua Lab 4TE (USA) ile 6l¢iilerek belirlenmistir.

3.2.7.8. pH ve titrasyon analizi

Bugday unu ve fenilalanin igerigi azaltilmis un orneklerinin pH degerleri, pH
metre (Orion Star, Thermo, Waltham, ABD) kullanilarak tespit edilmistir. Bunun i¢in un
ornekleri 1:10 oraninda saf su ile seyreltilip, homojenize edilmistir. Elde edilen
stispansiyonlar 15 dk boyunca manyetik karistiricida karigtirilmis ve sonrasinda 10 dk
bekletilmistir. Ayrilan siipernatantlarin pH degerleri 6l¢iilmiistiir (AACC 02-52).

Titrasyon asitligi degerlerini belirlemek igin ise 1 g 6rnek 10 mL saf su ile
karistirtlmis ve iizerine 2-3 damla fenolftalein ¢6zeltisi eklenerek 0.1 N NaOH ile pembe
renk elde edilinceye kadar titre edilmistir. Harcanan deger okunarak siilfiirik asit
cinsinden denklem (3.4)’e gore hesaplanmistir (AACC 02-31.01).

% asitlik= “——2¥100 (3.4)
N : NaOH normalitesi
\Y . Titrasyonda harcanan NaOH hacmi (mL)
mEq : Siilfiirik asidin mili ekivalent agirlig: (g),
m : Ornek agirligr (kurumadde bazinda, g)
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3.2.7.9. Toplam protein analizi

Bugday unu ve fenilalanin igerigi azaltilmis un Orneklerinin toplam protein
analizi, standart metoda (AACC 46-12) gore Akdeniz Universitesi Gida Giiveligi ve
Tarimsal Arastirmalar Merkezi’nde yapilmistir.

1 g 6rnek tartilarak Kjeldahl tiiplerine konulmustur. Uzerine 2 adet katolizor ve
10 mL derisik H2SO4 (%95-98) eklenmis ve yakma iinitesine baglanarak 420°C’de 4 saat
boyunca yakilmistir. Yakma isleminden sonra 6rnekler sogutulmus ve sogutulan 6rnekler
iizerine 50 mL saf su eklenmistir.

Destilasyon i¢in 30 mL %3’liik borik asit ¢6zeltisi ve 3-4 damla indikator erlene
eklenerek cihaza yerlestirilmistir. Destilasyon islemi 50 mL %30’luk NaOH ¢ozeltisi ile
5 dk boyunca gerceklestirilmistir. Destilasyon islemi bitince 6rnekler 0.1 N HCI ile
pembe renk elde edilinceye kadar titre edilmistir. Titrasyonda harcanan deger okunarak
denklem (3.5)’e gore hesaplanmigtir (AACC 46-12).

V*N*0.014*5.7

% protein= ——————*100 (3.5)
N . Titrasyonda kullanilan HCI normalitesi
\Y/ . Titrasyonda harcanan HCI hacmi (mL)
m : Ornek agirlig1 (kurumadde bazinda, g)

3.2.7.10. Enzime direncli nisasta analizi

Bugday unu ve fenilalanin icerigi azaltilmis un orneklerinin enzime direngli
nisasta (EDN) analizi, standart metoda (AACC 32-40) gore direngli nisasta enzim kiti (K-
RSTAR, Megazyme Int. Wicklow, Irlanda) kullanilarak yapilmistir.

Analiz i¢in ilk olarak; 100 mg 6rnek tartilmis ve lizerine pankreatik a-amilaz (3
Ceralpha Unit/mg) ve seyreltilmis amiloglikozidaz (300 U/mL) enzimlerini igeren
cozeltiden 4 mL ilave edilerek 37°C’de 16 saat siire boyunca 100 rpm hizda yatay
calkalamali su banyosunda (WSB-30, WiseBath, Kore) inkiibe edilmistir. Boylelikle
enzime direngli olmayan nisasta hidrolize olarak kendisini olusturan glikoza doniismesi
saglanmigtir. 16 saatlik inkiibasyon sonunda 4 mL etil alkol (%99, v/v) ilave edilerek
enzimatik reaksiyon durdurulduktan sonra drnekler 4500xg’de 5 dk santriifiij edilmis ve
orneklerin glikoz igeren s1vi kismi uzaklastirilarak ¢okelti kismi elde edilmistir. Cokeltide
bulunan glikozun tamamen uzaklastirilabilmesi i¢in 6rnekler 8 mL etil alkol-su (%50,
v/v) ¢ozeltisi ile 2 kez yikanmis ve tekrar 4500xg’°de 5 dk santrifiijlenerek sivi kisimlar
ayrilmistir. Elde edilen ¢okeltiler 40°C’de, 25 mbar basingtaki vakumlu etiivde 45 dk
bekletilerek kurutulduktan sonra fiizerlerine EDN’nin ¢6zlinmesi i¢in; 2 M KOH
cozeltisinden 2 mL ilave edilmis ve drnekler buz banyosu igerisinde manyetik karistirict
ile karigtirilarak 20 dk inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler {izerine 8§ mL, 1.2 M
sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (pH 3.8) ve 0.1 mL amiloglikozidaz enzimi (3300 U/mL)
ilave edilmis ve orneklerin 50°C su banyosunda 30 dk siire boyunca 5 dk’da bir
karistirilarak inkiibe edilmesiyle ¢oziinmiis olan EDN hidroliz edilerek glikoza
doniistiiriilmiistiir. Inkiibasyon sonunda 4500xg’de 5 dk santrifiij edilen drneklerden
ayrilan berrak sivi kismindan 0.1 mL alinip iizerine 3 mL glikoz oksidaz/peroksidaz

24



MATERYAL ve METOT OZLEM KILIC BUYUKKURT

ayiract (GOPOD) ilave edilmis ve ornekler 50°C’de 20 dk daha inkiibe edilmistir.
Hidroliz sonunda olusan glikoz miktari, spektrofotometrede (UV-1800, Shimadzu,
Japonya) 510 nm dalga boyunda sahit 6rnege (0.1 mL, 100 mM sodyum asetat tampon
cozeltisi (pH 4.5) + 3 mL GOPOD) kars1 okuma yapilarak belirlenmis ve EDN miktari
denklem (3.6)’ya goére hesaplanmustir.

EDN Miktar1 (g/100g 6rnek) = AE*(F/W)*9.27 (3.6)
AE : Ornegin absorbansi
F : Absorbanstan mikrogram doniistimii (100/D-glikoz standart absorbansi)

W : Ornek agirlig1 (kurumadde bazinda, g)

3.2.8. Fiziksel analiz yontemleri
3.2.8.1. Renk analizi

Bugday unu ve fenilalanin igerigi azaltilmis un 6rneklerinin renk degerleri, renk
Olgtim cihazi (Minolta CR 400, Konica Minolta, Japonya) kullanilarak L* [(0) siyah,
(100) beyaz], a* [(+) kirmizi, (-) yesil] ve b* [(+) sar1, (-) mavi] degerleri tespit edilmistir.
Bunun i¢in, cihaz kalibrasyon plakasi ile kalibre edildikten sonra, cihazin 6l¢iim kabina
alinan un orneklerinin 3 farkli noktasindan 6l¢iim yapilarak L*, a* ve b* degerleri
belirlenmistir (Protonotariou vd 2014).

3.2.8.2. Y1gin yogunlugu analizi

Bugday unu ve fenilalanin igerigi azaltilmis un 6rneklerinin yigin yogunlugu
analizi igin yaklagik 10 g un 6rnegi 25 mL hacmindeki 6l¢i silindirine tartilmustir.
Tartilan Ornekler ol¢i silindiri tabana 50 kez hafif hafif vurulduktan sonra elde edilen
hacim kullanilarak yigin yogunlugu analizi tartilan agirligin, hacme oranindan g/mL
olarak belirlenmistir (Adeleke ve Odedeji 2010).

3.2.9. Duyusal analiz

Fenilalanin igerigi azaltilmis un Orneklerinin duyusal olarak tiiketilebilirligini
belirlemek i¢in Protonotariou vd (2016) yontemi modifiye edilerek biskiivi iiretilmistir.
Biskiivi tiretimi, fenilalanin igerigi azaltilmig un ve kontrol 6rnegi olarak bugday ununda
gerceklestirilmistir. Buna gore kontrol 6rnegi i¢in; 20 g bugday unu, 5.66 g pudra sekeri,
0.2 g soya lesitini, 0.22 g tuz ve 0.13 g sodyum asit prifosfat ve sodyum bikarbonat igeren
kabartma tozu tartilmis ve bir kap igerisinde yaklasik 1 dk karistirilmistir. Uzerine 4 g
margarin eklendikten sonra 1 dk daha el ile karistirilmis ve sonra tizerine 6 mL su
eklenerek homojen bir hamur elde edene kadar 3 dk boyunca yogurulmustur. Elde edilen
hamur, kalinligr yaklasik 2 mm olacak sekilde merdane yardimiyla agilmis ve 30 mm
capinda kesilerek sekil verilmistir. Kesilen hamurlar yagl kagit izerine alinarak pisirme
islemine tabi tutulmustur. Pisirme islemi 100°C’de 5 dk, 130°C’de 5 dk ve 150°C’de 2.5
dk olmak tizere kademeli olarak gergeklestirilmistir.

Firm tirtinlerinde hamur ve {irlin yapis1 iizerine gliiten proteini ve nisasta etkili

olmaktadir (Ozugur ve Hayta 2011). Fenilalanin icerigi azaltilmis un iiretiminde in vitro
protein sindiriminin uygulanmasina bagli olarak gliiten proteinin de parcalanmasi
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nedeniyle bu un ile iretilen biskiivi Orneklerinde hamur yapisinin saglanamadigi
gozlemlenmistir. Bu nedenle yapinin saglanmasi ve yapiskanliginin giderilebilmesi i¢in
formiilasyona 5 g bugday nisastasi daha ilave edilmistir. Ayrica fenilalanin igerigi
azaltilmis unun tuz igeriginin de fazla olmasi nedeniyle bu formiilasyondan tuz

cikarilmistir. Geriye kalan biitiin bilesenler ayn1 miktarlarda kullanilmistir.

Uretilen biskiivilerin renk, koku, sertlik, ¢ignenebilirlik, yapiskanlik, aroma-tat ve
genel begeni 6zellikleri, 9 egitimli panelist tarafindan kontrol 6rnegine kiyasla 9 puanlik
hedonik skala testine gore degerlendirilmistir. Duyusal degerlendirmede kullanilan form

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Duyusal analiz formu

Duyusal Analiz Formu

Uriin: FKU hastalarma yonelik olarak
fenilalanin igerigi azaltilmis un ile iiretilen
biskiivi

Tarih

Aciklama: Liitfen size verilen iiriinleri agagidaki kalite kriterleri agisindan 9 puan

lizerinden degerlendiriniz.

Kalite Kriterleri

Puan

Renk

Koku

Sertlik

Cignenebilirlik

Yapiskanlik

Aroma-Tat

Genel begeni

Puanlama: 1= Cok kétii, 5= Orta, 9= Cok iyi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Mhsir Filizi FAL Enzim Aktivitesi

Fenilalanin igerigi azaltilmis un tiretiminde kullanilan musir filizi FAL enzim
aktivitesinin maksimum oldugu ¢imlenmenin 7. giiniine ait 1. ve IL. tekerriir verileri
Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Musir filizinde ¢imlenmenin 7. giiniinde FAL enzim aktivite degerlerine ait
L. ve II. tekerrtir verileri

Enzim kaynagi FAL enzim aktivitesi (umol/h.g taze agirlik)
. l. 6.10
Masir filizi 1. 6.08

Cizelge 4.1°¢ gore 1 g taze musir filizinde enzim aktivitesi ortalama 6.09 umol/h.g
taze agirlik olarak tespit edilmistir.

Yiiksek FAL enzim aktivitesine sahip olan bir ¢esit Japon misirin (Zea mays L.
cv. japonica) ¢imlendirilmesi ile elde edilen musir filizi koklerinin FKU hastalarina oral
olarak verilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, koklerin enzim aktivitesinin 9 pmol/h.g
taze agirhik (150 nmol/dk.g taze agirlik) oldugu tespit edilmistir (Lopez-Villalobos vd
2014). FAL enzim aktivitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada bugday filizinin enzim
aktivitesi 1.37 umol/h.g taze agirlik olarak bulunmustur (Goldson vd 2008).

FAL enzim aktivitesinin bitki ¢esidi ve 151k, tuz ve stres ile beraber degisebilecegi
bildirilmistir (Sirin vd 2016). Bu arastirmada ve literatiirdeki tahil filizi ve koklerinden
elde edilen FAL enzim aktivitelerinin farklilik gostermesinin kullanilan tahilin cins ve
cesidine, sicaklik ve nem gibi ¢imlendirme kosullarina ve ¢imlendirmede kullanilan
topragin 6zelliklerinden kaynaklanmis olabilecegi degerlendirilmistir.

Endemik bir bitki olan Cyathobasis fruticulosa (Bunge) Aellen’den izole edilen
FAL enziminin FKU diyet tedavisinde kullanilmak iizere degerlendirildigi bir ¢alismada,
enzimin optimum pH, sicaklik ve tampon kosullarinda (pH 8.8, 37°C, 100mM Tris-HCI
ve fenilalanin tamponu) enzim aktivitesi 64.9 U/mg olarak tespit edilmistir (Sirin vd
2016). Yapilan bir diger ¢caligsmada ise, Centaurea depressa bitkisinden izole edilen FAL
enzim aktivitesi 53.30 U/mg protein olarak belirlenmistir (Babaoglu Aydas vd 2016).

4.2. Bugday ununun toplam amino asit degerleri

Fenilalanin igerigi azaltilmisg un {iretiminde kullanilan unun toplam amino asit
igerigine ait sonuclar Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Fenilalanin igerigi azaltilmis un iiretiminde kullanilan unun toplam amino

asit icerigi (mg/kg)
Amino asit Miktar Amino asit Miktar
Fenilalanin 6201 Valin 5193
Aspartik asit 4850 Methionin 1860
Glutamik asit 43926 Triptofan 310
Asparjin 112 Sistein 1838
Serin 5714 Izoldsin 4363
Histidin 2702 Ornitin 321
Glisin 4562 Losin 8626
Treonin 3577 Lisin 2890
Sitriilin 78 Hidroksiprolin 299
Arjinin 5127 Sarkosin 100
Alanin 4042 Prolin 19477
Tirozin 2923 Toplam aminoasit 129100

Cizelge 4.2’ye gore iiretimde kullanilan bugday ununun 1 kg’inda yaklasik 6200
mg fenilalanin bulunmaktadir. Yapilan literatiir taramasinda unun fenilalanin igeriginin 1
kg un ic¢in 5270 mg oldugu belirtilmistir (Tirkomp 2015). In vitro protein sindirim
sonrasinda agiga ¢ikan serbest fenilalanin miktarinin (Cizelge 4.5) bu degere gore 10 kat
daha az oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeninin ince bagirsak mikrovilluslarina
tutunmus olarak gorev yapan ve diisiikk molekiil agirlikli peptitleri hidroliz eden proteaz
(brush wall enzymes) enzimlerinin (Srichanun vd 2014, Da Encarnagao vd 2015) in vitro
sindirimde kullanilamamasindan ve dolayisyla proteinlerin daha ¢ok diisiikk molekiil
agirlikli tripeptit ve dipeptitlere kadar hidroliz olmasindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir.

4.3. In vitro Sindirim ve FAL Enzim Uygulamasmmin Unun Serbest Fenilalanin
Icerigi Uzerine Etkisi

Fenilalanin igerigi azaltilmis un tretiminde in vitro sindirim ve FAL enzim
uygulamasimin unun kurumaddede serbest fenilalanin igerigi tizerine etkilerine ait I. ve
IL. tekerriir verileri Cizelge 4.3’te, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’te,
onemli bulunan varyasyon kaynaklarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari
Cizelge 4.5’te ve in vitro sindirimin ve FAL enzim uygulamasinda kullanilan misir
filizinin unun serbest fenilalanin igeriginin zamana kargi gosterimine ait grafik Sekil
4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.4’te verilen varyans analiz sonuglarina goére, in vitro sindirim
agamalarmin ve FAL enzim uygulamasinin unun serbest fenilalanin igerigi iizerine
onemli (P<0.01) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina goére, in vitro protein sindiriminin
mide, bagirsak birinci ve bagirsak ikinci kisim uygulamalarinin ve FAL enzim
uygulamasinin unun serbest fenilalanin igerigi lizerine 6nemli bir etkisinin oldugu tespit
edilmistir. In vitro sindirim sirasinda proteinlerin amino asit ve diisitk molekiil agirlikli
peptitlere hidrolize olmasi ve dolayisiyla serbest fenilalanin igeriginin artmasi yapilan
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sindirimin kismen basarili oldugunu gostermistir. In vitro sinidirimin baslangicina gore
sindirimin sonunda serbest fenilalanin i¢eriginin yaklasik 15 kat arttig1 tespit edilmistir.

In vitro sindirim sonrasi serbest fenilalanin igerigini azaltmak i¢in uygulanan FAL
enzim uygulamasinda musir filizinin unun serbest fenilalanin igerigini azaltic1 bir etki
gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 4.1°e gore, musir filizi FAL enzim uygulamasinin unun serbest fenilalanin
igerigini zamanla istatiksel olarak 6nemli (P<0.01) bir sekilde etkiledigi ve 240 dakikalik
FAL enzim uygulama siiresince serbest fenilalanin igeriginin %49.78 kadar azalttig
tespit edilmistir.

Rhodosporidium toruloides mayasindan izole edilen FAL enzimi ile gesitli ticari
protein hidrolizatlarinda bulunan fenilalaninin azaltilmasinin amaglandig1 bir ¢alismada,
optimum reaksiyon kosullarinda (42°C, pH 8.7) uygulanan FAL enziminin kazein asit
hidrolizatindaki fenilalaninin seviyesinin yaklasik %92 oraninda azaltildigi ve diger
protein hidrolizatlarinda da benzer sonuclar elde edildigi bildirilmistir (Castafieda vd
2015).

Diistik fenilalaninli tost ekmegi tiretmek amaciyla yapilan bir ¢alismada; bugday
unu proteinlerinden ve fenilalanince zengin olan gliadin, susuz alkol ¢6zeltisi kullanilarak
ekstrakte edilmis ve diisiik fenilalaninli bugday unu iiretilmistir. Bu undan iiretilen

ekmegin fenilalanin igeriginin Kontrol Ornegine gore %43.2 azaltildigi belirtilmistir
(Mohsen vd 2010).

29



BULGULAR ve TARTISMA Ozlem KILIC BUYUKKURT

Cizelge 4.3. In vitro sindirim ve FAL enzim uygulamasinin unun serbest fenilalanin
icerigi lizerine etkilerine ait 1. ve IL. tekerriir verileri

Uygulama Zaman (dk) Fenilalanin (mg/kg.KM)
l. .

0. 43.71 38.16

Mide 60. 69.61 55.74
120. 102.26 59.94

180. 125.43 73.81
0. 432.45 503.17
Bagirsak 1 60. 418.79 294.18
120. 588.34 437.38
0. 656.22 485.45
Bagirsak 2 60. 739.63 452.00
120. 771.56 487.10
0. 646.16 500.12
20. 420.69 400.46
40. 419.17 411.09
60. 419.12 382.66
80. 422.20 422.20
100. 376.00 393.76
FAL 120. 387.58 387.58
140. 383.42 368.84
160. 364.96 364.96
180. 358.02 358.02
200. 345.23 332.99
220. 343.68 343.68
240. 280.88 294.82

Cizelge 4.4. In vitro sindirim ve FAL enzim uygulamasiin unun serbest fenilalanin
icerigi tizerine etkilerine ait varyans analiz sonuglari

Fenilalanin
VK SD KO F
Uygulama 3 357597.37 55.39**
Hata 42 6455.75
**P<0.01
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Cizelge 4.5. Invitro sindirim ve FAL enzim uygulamasuin unun serbest fenilalanin i¢erigi
iizerine etkilerine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Uygulama N Fenilalanin (mg/kg.KM)
Mide 8 71.08°+10.46
Bagirsak 1 6 445,72 + 39.82
Bagirsak 2 6 598.66% + 57.69
FAL 26 389.55° + 18.10

Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkli oldugunu gésterir (P<0.01).
700
600

(b
500 =
o] %)
40 o g
30
: ‘ ||| “
10
Ollll

0 60120180 0 60120 0 60120 O 20 40 60 80 100120140160180200220240
Mide Bagirsak 1 Bagirsak 2 FAL
Zaman (dk)

o O O
b,c,d
YC!
b,c,d

o

Fenilalanin (mg/kg.KM)

I e,d
___

Sekil 4.1. In vitro sindirim ve musir filizi ile yapilan FAL enzim uygulamasinin unun
serbest fenilalanin icerigi lizerine etkisi

4.4. Fenilalanin Icerigi Azaltilmis Unun Bazi Kimyasal ve Fiziksel Analiz Sonuclari

FKU hastalarina yonelik olarak iretilen fenilalanin igerigi azaltilmis unun
(FAUN) su tutma kapasitesi, suda ¢oziiniirliik ve su absorpsiyonu indeksi, kurumadde, su
aktivitesi, pH-titrasyon asitligi, toplam protein ve EDN igerigi gibi kimyasal 6zellikleri
ile renk ve y1gin yogunlugu gibi bazi fiziksel 6zellikleri belirlenmistir.

4.4.1. Fenilalanin icerigi azaltilmus unun su tutma kapasitesi, su absorpsiyon ve suda
coziiniirliik indeks degerleri

Uretimde kullanilan un (kontrol) ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun su tutma
kapasitesi, su absorpsiyon ve suda ¢oziiniirliik indeks degerlerine ait 1. ve II. tekerriir
sonuglar1 Cizelge 4.6’da, bu verilere ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.7°de ve
ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.8°de verilmistir.
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Cizelge 4.6. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun su tutma
kapasitesi, su absorpsiyon ve suda ¢oziiniirliik indeksi degerlerine ait I. ve
II. tekerriir sonuclar1

Ozellik un FAUN
Su tutma kapasitesi l. 1.20 1.20
(STK, g su/ g KM) . 1.07 1.05
Su absorpsiyon indeksi l. 1.02 1.03
(SAl, g/9) . 1.02 1.02
Suda ¢dziiniirliik indeksi I 0.75 7.06
(SCL, /100 g) . 0.83 7.72

Cizelge 4.7. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun su tutma
kapasitesi, su absorpsiyonu ve suda ¢oziinirlik indeksi degerlerindeki
degisime ait varyans analizi sonuglar1

VK STK SAI SCI

SD KO F KO F KO F
Un 1 00001 0.02 0.000025 1 4356 386.29%*
Hata 2 0.0106 0.000025 0.11

** P<0.01, - P>0.05

Cizelge 4.8. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun su tutma
kapasitesi, su absorpsiyon ve suda c¢oziiniirlik indeksi degerlerinin
ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglar1 (+ standart

hata)
Ozellik N Un FAUN
Su tutma kapasitesi (STK, g su/ g KM) 2 1.142+0.07 1.132+0.08
Su absorpsiyon indeksi (SAI, g/g) 2 1.022 + 0.00 1.02% + 0.01
Suda ¢oziiniirliik indeksi (SCI, g/ 100 g) 2 0.79° + 0.04 7.399+£0.33

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkl oldugunu gosterir (P<0.01).

Cizelge 4.7°de verilen varyans analiz sonuglarina gore, fenilalanin igerigini
azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamanin iretilen unun su tutma kapasitesi ve su
absorpsiyon indeksi tizerine istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin olmadigi (P>0.05),
ancak suda ¢oziiniirliikk indeksi degerleri tizerine onemli (P<0.01) bir etkisinin oldugu
tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmis
unun suda ¢o6ziiniirliik indeksi bugday ununa goére daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
Bunun, in vitro sindirim sirasinda proteinlerin peptit ve amino asitlere hidrolize
olmasindan ve bu peptit ve amino asitlerin de suda ¢oziiniir kurumadde miktarini
artirmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir (Sharma vd 2016, Bashir vd 2017).
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Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmig
un ile bugday unun su tutma kapasitesi ve su absorpsiyon indeksi degerleri arasinda
istatiksel acidan bir fark bulunmadigi tespit edilmistir. Su tutma kapasitesi ve su
absorpsiyon degerleri makro molekiillerin sahip oldugu c¢ogunlukla hidroksil
gruplarindan kaynaklanmaktadir (Martinez vd 2014, Mei vd 2016, Lee vd 2017).
Fenilalanin i¢erigini azaltmak i¢in uygulanan hidroliz islemi hidroksil gruplarinca zengin
nisastay1 etkilemeyip yalnizca proteinler iizerine etkili oldugu i¢in uygulamanin bu
degerler iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig diisiiniilmiistiir.

Su absorpsiyon indeksinin, nisasta ve nigastanin hidrofilik gruplarin miktarlarina
bagli oldugu belirtilmistir (Silva vd 2009, Bashir vd 2017). Buna gore, bugday unu ile
fenilalanin igerigi azaltilmis un arasinda su tutma kapasitesi ile su absoprsiyon indeksi
arasinda fark bulunmamasi, in vitro sindirimi ile sadece proteinlerin hidroliz edilmis
olmasindan ve dolaysiyla nisastanin zarar gdérmemis olmasindan kaynaklandig
distinilmustur.

Yapilan bir ¢aligmada bugday ununun su absorpsiyon indeks degerinin ortalama
1.39 g/g oldugu tespit edilmistir (Sharma vd 2016).

4.4.2. Fenilalanin icerigi azaltilmis unun nem igerigi ve su aktivitesi degerleri

Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun nem icerigi ve su
aktivitesi degerlerine ait 1. ve I1. tekerriir sonuglar1 Cizelge 4.9°da, bu verilere ait varyans
analiz sonuglari Cizelge 4.10°da ve ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi
sonuclar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.10’da verilen varyans analiz sonuglarina gore, fenilalanin igerigini
azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamanin {iretilen unlarin nem igerikleri iizerine
istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) bir etkisinin oldugu, su aktivitesi degerleri {izerine ise
onemli (P>0.05) bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonucglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmig
unun nem igerigi bugday ununa gore daha yiiksek tespit edilmistir. Bu durumun protein
hidrolizi sonucu olusan serbest amino asit ve suda ¢oziiniir peptitlerin koligatif etkisinden
kaynaklandig: diisliniilmistiir. Artan serbest amino asit ve peptit miktar: dolayisyla suda
¢Oziinen madde miktarin1 da artirmis ve bu da dogal olarak maddenin daha yiiksek
miktarda rutubete sahip olmasina neden olmustur. Bu durum fenilalanin icerigi azaltilmis
un Orneginin su aktivitesi degerinin destkriptif olarak daha diisiik olmasindan da
anlasilmaktadir.

Depolama boyunca unlarda mikrobiyal gelismenin 6nlenmesi ve dolayisyla gida
giivenliginin saglanmas1 amaciyla nem igeriginin %14’tin (Tharise vd 2014) ve su
aktivitesi degerinin 0.65’in (Bell ve Labuza 2000) altinda olmas: gereklidir. Hem nem
hem de su aktivitesi sonuglar dikkate alindiginda fenilalanin igerigi azaltilmis unun gida
giivenligi yoniiyle giivenli bir sekilde depolanabilecegi anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.9. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin icerigi azaltilmis unun nem igerigi ve
su aktivitesi degerlerine ait 1. ve 1. tekerriir sonuglari

Ornek Nem igerigi (%) Su aktivitesi (aw)
U l. 9.44 0.48
" . 9.95 0.47
l. 11.34 0.44
FAUN . 11.36 0.38

Cizelge 4.10. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun nem icerigi
ve su aktivitesi degerlerindeki degisime ait varyans analizi sonuglar1

VK Nem igerigi Su aktivitesi

SD KO F KO F
Un 1 2.73 42.06* 0.0041 4.57
Hata 2 0.06 0.0009

* P<0.05, - P>0.05

Cizelge 4.11. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun nem igerigi
ve su aktivitesi degerlerinin ortalamalarma ait Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi sonuglar1 (+ standart hata)

Ozellik N Un FAUN
Nem icerigi (%) 2 9.70° £ 0.25 11.35%+ 0.01
Su aktivitesi (aw) 2 0.472+0.01 0.41*+ 0.03

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkli oldugunu gosterir (P<0.05).

4.4.3. Fenilalanin icerigi azaltilmis unun pH ve titrasyon asitligi degerleri

Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun pH ve titrasyon
asitligi degerlerine ait I. ve II. tekerriir sonuglar1 Cizelge 4.12°de, bu verilere ait varyans
analiz sonuglar1 Cizelge 4.13’te ve ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
sonuclar1 Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.12. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun pH ve
titrasyon asitligi degerlerine ait I. ve II. tekerriir sonuglari

Ornek pH Titrasyon asitligi (%)
U I 6.32 0.054
n . 6.35 0.054
I 6.34 0.207
FAUN
U . 5.63 0.289
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Cizelge 4.13. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun pH ve
titrasyon asitligi degerlerindeki degisime ait varyans analizi sonuglari

VK pH Titrasyon asitligi

SD KO F KO F
Un 1 0.1225 0.97 0.03763 22.39*
Hata 2 0.1265 0.00168

* P<0.05, - P>0.05

Cizelge 4.14. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun pH ve
titrasyon asitligi degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi sonuclari (+ standart hata)

Ozellik N Un FAUN
pH 2 6.342 + 0.01 5.992 + (.36
Titrasyon asitligi (%) 2 0.054° + 0.00 0.248%+0.04

Aymi satirdaki farkli harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkli oldugunu gosterir (P<0.05).

Cizelge 4.13’te verilen varyans analiz sonuglarina gore, fenilalanin igerigini
azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamanin iiretilen unlarin pH degerleri {izerine istatiksel
olarak onemli (P>0.05) bir etkisinin olmadigi, titrasyon asitligi degerleri iizerine ise
onemli (P<0.05) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmis
un ile bugday unu arasinda pH degerinin istatiksel agidan bir fark bulunmadigi tespit
edilmistir. Adeleke ve Odedeji (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada bugday ununun
pH degeri 6.01 olarak belirtilmistir. Romano vd (2016) tarafindan yapilan bir bagka
caligmada ise transglutaminaz enziminin, fasulye ununun mikro yapisi, bazi fiziksel ve
fonksiyonel oOzellikleri Tlizerine etkisi incelenmistir. Bu ¢alismaya gore enzim
uygulamasinin unun pH degeri iizerine etkisinin olmadigi ve enzim uygulanan ve
uygulanmayan un o6rneklerinin pH degeri 6.8 olarak tespit edilmistir. Lee vd (2017)
tarafindan yapilan bir baska calismada ise bugday ununun pH degeri 5.74 olarak
belirtilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonucglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmig
unun titrasyon asitligi degeri bugday ununa gore daha yiiksek tespit edilmistir. Titrasyon
asitligi, Tirk Gida Kodeksi Bugday Unu Tebligi’ne (2013/9) gore siilfiirik asit cinsinden
hesaplanmustir. Teblige gore, % asitlik kurumaddede en ¢ok %0.07 olarak belirtilmistir.
Buna gore bugday ununun titrasyon asitligi tebligde belirten degerin altindayken,
fenilalanin igerigi azaltilmis unun asitlik degeri bu degerin lizerinde tespit edilmistir. Bu
durumun in vitro sindirim ve FAL enzim uygulamasi ile proteinlerin hidrolizi i¢in ortam
pH’smin ayarlanmasindan ve hidroliz ile serbest amino asit miktarinin artmasindan
kaynaklandig1 diistintilm{istiir.

Fenilalanin igerigi azaltilmig unun titrasyon asitligi degeri bugday ununa gore

artarken, pH degeri bugday ununa gore degismemistir. Bu durumun nedeni, in vitro
sindirim sirasinda serbest amino asit miktarinin artmasiyla bu amino asitlerin tamponlama
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ozelligi gostermesi ve dolayisiyla pH degerinin degisememesinden kaynaklandigi
diisiiniilmiistiir. Yapilan bir ¢aligmada bugday ununda titrasyon asitligi %0.057 olarak
tespit edilmistir (Ade-Omowaye vd 2008).

4.4.4, Fenilalanin icerigi azaltilmis unun toplam protein icerigi

Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmig unun % proetin icerigi
degerlerine ait 1. ve II. tekerriir sonuglar1 Cizelge 4.15’te, bu verilere ait varyans analiz
sonuglar1 Cizelge 4.16’da ve ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
sonuglar1 Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.15. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun % protein
icerigi degerlerine ait L. ve II. tekerriir sonuglari

Ornek Protein icerigi (%)
l. 12.69
Un 1 12.73
l. 11.14
FAUN 1. 11.93

Cizelge 4.16. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin icerigi azaltilmis unun % protein
icerigi degerlerindeki degisime ait varyans analiz sonuglari

Protein igerigi

VK SD KO F
Un 1 1.38 8.83
Hata 2 0.15
- P>0.05

Cizelge 4.17. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin icerigi azaltilmis unun % protein
icerigi degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi
sonuglar1 (£ standart hata)

Ozellik N Un FAUN
Protein icerigi (%) 2 12.713+0.02 11.54% £ 0.39

Cizelge 4.16°da verilen varyans analiz sonuglarina gore, fenilalanin igerigini
azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamanin iiretilen unun % protein igerigi degerleri lizerine
istatiksel olarak 6nemli (P>0.05) bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmis
un ile bugday ununun % protein igerigi degerleri arasinda istatiksel agidan bir fark
bulunmadigi tespit edilmistir. Bunun nedeninini in vitro sindirim ve FAL enzim
uygulamasinda unun azot igeriginin ve dolayisiyla toplam protein igeriginin
degismemesinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir.
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Yapilan bir ¢aligmada ekmeklik bugday unlarinin protein iceriklerinin %11.85-

13.44 arasinda degistigi belirtilmistir (Yagdi 2004). Bir baska ¢alismada ise tam bugday
ununun protein icerigi %12.63 olarak tespit edilmistir (Kundu vd 2017).

4.4.5. Fenilalanin icerigi azaltilmis unun enzime direncli nisasta (EDN) degerleri

Uretimde kullanilan un ve fenilalanin icerigi azaltilmis unun % EDN igerigi
degerlerine ait 1. ve II. tekerriir sonuglar1 Cizelge 4.18°de, bu verilere ait varyans analiz
sonuglar1 Cizelge 4.19’da ve ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.18. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun % EDN igerigi
degerlerine ait 1. ve II. tekerriir sonuglari

Ornek EDN icerigi (%)
I 0.086
Un . 0.184
I 0.632
FAUN . 0.537

Cizelge 4.19. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin icerigi azaltilmis unun % EDN icerigi
degerlerindeki degisime ait varyans analiz sonuglari

EDN igerigi
VK SD KO F
Un 1 0.2020 43.38*
Hata 2 0.0046
* P<0.05

Cizelge 4.20. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun % EDN igerigi
degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari
(£ standart hata)

Ozellik N Un FAUN
EDN icerigi (%) 2 0.14° +0.05 0.58% + 0.05

Aym satirdaki farkli harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkl oldugunu gosterir (P<0.05).

Cizelge 4.19’da verilen varyans analiz sonuglarina gore, fenilalanin igerigini
azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamanin iiretilen unun % EDN igerigi degerleri iizerine
istatiksel olarak 6nemli (P< 0.05) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmis
unun % EDN igerigi bugday ununa gore daha yiiksek tespit edilmistir. Bunun nedeninin,
fenilalanin igerigi azaltilmig un iiretimi sirasindan uygulanan isitma, sogutma, pH
ayarlama ve karistirma islemleri sirasinda zedelenmis nisasta graniillerindeki amiloz
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zincirlerinin graniilden ¢ikarak yeniden diizenlenmesi ve kurutma sirasinda retrograde
olarak Tip 3 direncli nigastaya doniigmesinden kaynaklandig: diistiniilmiistiir.

Unda EDN igeriginin arastirildig1 bir ¢aligmada 1s1l islem-dondurma uygulamast
yapilan un Orneginin, kontrol O6rnegine gére EDN igeriginin yaklasik 8 kat arttig
belirlenmistir (Arcila ve Rose 2015).

4.4.6. Fenilalanin icerigi azaltilmis unun renk degerleri

Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun renk degerlerine ait
L. ve II. tekerriir sonuglar1 Cizelge 4.21°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.22°de ve ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.23°te
verilmistir.

Cizelge 4.21. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun renk
degerlerine ait 1. ve IL. tekerriir sonuglar

Ornek L* a* b*

o . 90.70 -4.89 15.30
I, 90.69 -4.93 15.39
. 68.89 -3.88 17.25

FAUN I, 75.34 -4.86 24,59

Cizelge 4.22. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin icerigi azaltilmis unun renk
degerlerindeki degisime ait varyans analizi sonuglart

L* a* b*
VK SD KO F KO F KO F
Un 1 364.04 26.24* 0.29 1.21 31.07 2.31
Hata 2 13.87 0.24 13.47

* P<0.05, - P>0.05

Cizelge 4.23. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun renk
degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari
(£ standart hata)

Ozellik N Un FAUN

L* 2 90.702+ 0.01 71.62°+3.73
a* 2 -4.912+0.02 -4.37%+0.49
b* 2 15.352 + 0.05 20.922 + 3.67

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkli oldugunu gésterir (P<0.05).

Cizelge 4.22’de verilen varyans analiz sonuglarina gore, fenilalanin igerigini
azaltmak igin yapilmis olan uygulamanin L* degerleri lizerine istatiksel olarak dnemli
(P<0.05) bir etkisinin oldugu, a* ve b* degerlerinin iizerine ise 6nemli (P>0.05) bir
etkisinin olmadig: tespit edilmistir.
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Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmis
unun L* degerinin kontrol ununa gore daha diisiik bir L* degerine ve dolayisiyla daha
koyu bir renge sahip oldugu tespit edilmistir. Fenilalanin icerigi azaltilmis unun daha
koyu bir renge sahip olmasinin nedeninin in vitro sindirim sirasinda uygulanan sicaklik
ve olusan serbest amino asitlerin Maillard gibi enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlarindan kaynaklandigi degerlendirilmistir. Serbest amino asitler indirgen
sekerlerle Maillard reaksiyonuna girerek iirlinlerin daha koyu renkli olmasina neden
olmaktadir (Fennema 1996, Martinez vd 2015, Oliveira vd 2017).

4.4.7. Fenilalanin icerigi azaltilmis unun y1gin yogunlugu degerleri

Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun yi1gmn yogunlugu
degerlerine ait 1. ve II. tekerriir sonuglar1 Cizelge 4.24°te, bu verilere ait varyans analiz
sonuglart Cizelge 4.25°te ve ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi
sonuclar1 Cizelge 4.26’da verilmistir.

izelge 4.24. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun yigin
g g y1g
yogunlugu degerlerine ait 1. ve II. tekerriir sonuglar1

Ornek Y1gin yogunlugu (g/mL)
l. 0.70

un I. 0.68
l. 1.03

FAUN . 1.02

Cizelge 4.25. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis unun yi§m
yogunlugu degerlerindeki degisime ait varyans analizi sonuglar1

Y181n yogunlugu
VK SD KO F
Un 1 0.112 897.80**
Hata 2 0.000125
**pP<0.01

Cizelge 4.26. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmig unun yigin
yogunlugu degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi sonuglari (+ standart hata)

Ozellik N Un FAUN
Y1gm yogunlugu (g/mL) 2 0.69° + 0.01 1.03*+£0.01

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkli oldugunu gosterir (P<0.01).

Cizelge 4.25’te verilen varyans analiz sonuglarina gore, fenilalanin igerigini
azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamanin iretilen unlarin yigin yogunlugu degerleri
izerine istatiksel olarak 6nemli (P<0.01) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.
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Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmis
unun y1gin yogunlugu degeri bugday ununa gore daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu
durumun proteinlerin hidroliz olmas1 ve bunun sonucu olarak da birim hacme daha ¢ok
kiitle girmesinden ve ayrica fenilalanin igerigi azaltilmis unun homojen olarak
ogiitilememesi nedeniyle partikiil boyutunun bugday ununun partikiil boyutundan daha
yiikksek olmasi gibi nedenlerden kaynaklandigi diistintilmistiir. Drakos vd (2017)
tarafindan ayn1 agirliga sahip olan unlarda partikiil boyutu arttik¢a y1§in yogunlugunun
da arttig1 bildirilmistir.

Farkli besleme hizlar ile jet 68iitme yapilan arpa ve piring unlarinda partikiil
boyutunun yi1gin yogunlugu iizerine yapilan bir ¢alismada partikiil boyutu kiigiildiik¢e
yigm yogunlugunun 0.48 g/mL’den 0.39 g/mL’ye diistiigli belirlenmistir (Drakos vd
2017). Yapilan bir bagka ¢alismada ise bugday ununun y1gin yogunlugu 0.57 g/mL olarak
tespit edilmistir (Ade-Omowaye vd 2008).

4.5. Duyusal Analiz

Uretimde kullanilan un ve fenilalanin icerigi azaltilmis unun duyusal analiz
degerlerine ait I. ve Il. tekerriir sonuglar1 Cizelge 4.27°de, bu verilere ait varyans analiz
sonuglart Cizelge 4.28’de ve ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
sonuclari Cizelge 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.28’de verilen varyans analiz sonuglarina gore, fenilalanin icerigini
azaltmak icin yapilmis olan uygulamanin firetilen biiskivi orneklerinin tiim duyusal
ozellikleri tizerine 6nemli (P<0.01, P<0.05) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore fenilalanin igerigi azaltilmis
undan iiretilen biskiiviler, duyusal puan1 9 olarak kabul edilen kontrol 6rneklerine kiyasla
daha diisiik puanlar aldigi ancak puanlarinin 9 puanlik hedonik skalada kabul edilebilirlik
sinirt olan 4.5 puandan da daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu nedenle fenilalanin
icerigi azaltilmis un ile iiretilebilecek bir unlu mamiiliin FKU hastalar tarafindan kabul
edilebilir bulunabilecegi degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.27. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis undan iiretilen biskiivilerin duyusal analiz degerlerine ait 1. ve II.
tekerriir sonuglari

('?Zue)ll:JiSkEII(Ier Renk Koku Sertlik  Cignenebilirlik Yapigkanlik Aroma-Tat  Genel Begeni
Un l. 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00
. 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00
FAUN l. 6.89 6.00 7.89 6.22 4.33 4.78 5.56
. 6.00 5.63 8.00 6.75 4.75 4.75 5.63
Cizelge 4.28. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin icerigi azaltilmis undan iiretilen biiskivilerin duyusal analiz degerlerine ait varyans analiz
sonugclari
Renk Koku Sertlik Cignenebilirlik Yapigkanlik Aroma-Tat Genel begeni
VK SD
KO F KO F KO F KO F KO F KO F KO F
un 1 6.528 32.97* 10.144 296.40** 1.113 367.94** 6.325 90.07*  19.891 451.06** 17.935 79712.1**  11.594 9464.51*
Hata 2 0.396 0.034 0.003 0.070 0.044 0.0002 0.001

**P<0.01, * P<0.05

Cizelge 4.29. Uretimde kullanilan un ve fenilalanin igerigi azaltilmis undan iiretilen biiskivilerin duyusal analiz degerlerine ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglari (+ standart hata)

Ornek N Renk Koku Sertlik Cignenebilirlik Yapiskanlik Aroma-Tat Genel begeni
Un 1 9.00? 9.00% 9.00? 9.00? 9.00% 9.00? 9.00?
FAUN 2 645°+044  582°+0.19  7.95°+0.06 6.49°+0.27  454°+£021  477°+£0.02  5.60°+0.04

Aynu siitundaki farkli harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkli oldugunu gésterir (P<0.01, P<0.05).
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5. SONUC

Bu c¢alismada, in vitro olarak protein sindirimi yapilan un &rnegine, fenilalanin
icerigini azaltmak amaciyla FAL enzimi igeren musir filizi uygulanmis ve bu
uygulamadan sonra un tekrar kurutularak FKU hastalari igin fenilalanin igerigi azaltilmis
bir un liretme yontemi gergeklestirilmistir.

Fenilalanin igerigi azaltilmis un tiretiminde in vitro sindirimden sonra fenilalanin
icerigini azaltmak amaciyla yapilan FAL enzim uygulamasinda kullanilan msir filizinin
FAL enzim aktivite degeri belirlenmistir. In vitro sindirim ve FAL enzim uygulamasinin
unun serbest fenilalanin igerigi iizerine etkisini incelemek amaciyla alinan orneklerin
serbest fenilalanin igerikleri tespit edilmistir. Ayrica elde edilen fenilalanin igerigi
azaltilmig unda su tutma kapasitesi, suda ¢oziiniirliik indeksi, su absorpsiyon indeksi,
kurumadde, su aktivitesi, pH-titrasyon asitligi, toplam protein, renk ve yi1gin yogunlugu
analizleri yapilmistir. Uretilen un 6rneginin duyusal olarak tiiketilebilirligini belirlemek
icin biskiivi liretimi gerceklestirilerek bu biskiivilerin duyusal 6zellikleri belirlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

e FAL enzim uygulamasinda kullanilan musir filizinin ¢imlenmenin 7.
gliniindeki maksimum FAL enzim aktivitesi ortalama 6.09 umol/h.g taze
agirlik olarak tespit edilmistir.

e In vitro protein sindirim sonrasinda agiga ¢ikan serbest fenilalanin miktari,
unun toplam fenilalanin miktarindan yaklasik 10 kat daha az oldugu tespit
edilmisgtir.

e In vitro protein sindiriminin mide, bagirsak birinci ve bagirsak ikinci kisim
uygulamalarimin ve FAL enzim uygulamasinin unun serbest fenilalanin
icerigi lizerine onemli bir etkisinin oldugu ve in vitro sindirim sonunda
serbest fenilalanin iceriginin yaklasik 15 kat arttig1 tespit edilmistir.

e Invitro sindirim sonrasi serbest fenilalanin igerigini azaltmak i¢in uygulanan
FAL enzim uygulamasinda misir filizinin unun serbest fenilalanin icerigini
%49.78 oraninda azaltic1 bir etki gosterdigi tespit edilmistir.

e Fenilalanin igerigi azaltilmig unun su tutma kapasitesi ve su absorpsiyon
indeksi degerleri {izerine fenilalanin igerigini azaltmak igin yapilmis olan
uygulamanin 6nemli bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Suda ¢oziintirliik
indeks degerinin ise bugday ununa gore yaklasik 9 kat arttig1 belirlenmis olup
bu deger 7.39 g/100 g olarak tespit edilmistir.

e Fenilalanin igerigi azaltilmis unun nem igerigi bugday ununa gore artmis olup
bu deger %11.35 olarak tespit edilmistir. Fenilalanin igerigini azaltmak igin
yapilmis olan uygulamanin su aktivitesi degeri iizerine ise dnemli bir etkisinin
olmadigi tespit edilmistir.
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e Fenilalanin igerigi azaltilmis unun pH degeri ilizerine fenilalanin icerigini
azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamanin énemli bir etkisinin olmadig tespit
edilmistir. Titrasyon asitligi degeri ise bugday ununa goére artmis olup bu
deger, siilfiirik asit cinsinden %0.248 olarak tespit edilmistir.

e Fenilalanin icerigi azaltilmis unun protein igerigi iizerine fenilalanin igerigini
azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamanin 6nemli bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir.

e Fenilalanin igerigi azaltilmis unun %EDN ig¢erigi bugday ununa gore yaklasik
4 kat artmis olup bu deger, %0.58 olarak tespit edilmistir.

e Fenilalanin igerigi azaltilmis unun L* degeri bugday ununa gore diigsmiis olup
bu deger, 71.62 olarak tespit edilmistir. Uygulanan iglemlerin a* ve b*
degerleri lizerine ise 6nemli bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

e Fenilalanin igerigi azaltilmis unun y1gin yogunlugu degeri bugday ununa gore
artmis olup bu deger, 1.03 g/mL olarak tespit edilmistir.

e Fenilalanin igerigi azaltilmig un ile iiretilen biskiivilerin duyusal 6zellikleri 9
puanlik hedonik skalaya gore yapilan degerlendirmede kabul edilebilirlik
siirt1 olan 4.5 ve daha yiiksek puanlar1 aldig1 tespit edilmistir.

Sonug olarak; uygulanan in vitro protein sindiriminin proteinleri hidroliz ettigi ve
serbest fenilalanin igerigini yaklasik 15 kat artirdigt ve musir filizi FAL enzim
uygulamasinin ise bu serbest fenilalanin igerigini %49.78 kadar azalttig1 ve bu undan
yapilan biskiivilerin duyusal olarak kabul edilebilir bulundugu tespit edilmistir.

Ayrica bu tez sonucunda; in vitro protein sindirim siirecinin sonuna ince bagirsak
mikrovilluslarina tutunmus olarak gorev yapan enzimlerinin (brush wall enzyme) de ilave
edilmesinin daha ¢ok fenilalanin amino asidinin serbest hale ge¢gmesini saglayacagi, FAL
enzim igerigi ve aktivitesi daha yiiksek bitki kaynaklarmin veya biyoteknolojik
yontemlerle iiretilen saf FAL enzimlerinin kullanilmasiyla bu tez ¢alismasinda 6nerilen
yontemle FKU hastalarina yonelik fenilalanin igerigi daha ¢ok diisliriilmiis tam gida
kaynaklarimin tretilebilecegi sonucuna varilmistir.
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