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OZET

SALEBIN TAKLIT VE TAGSISININ BELIRLENMESINDE
KULLANILABILECEK HIZLI ANALiZ YONTEMLERININ
GELISTIRILMESI

Ayse Kevser BILGIN
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Danmisman: Prof. Dr. Muharrem CERTEL

Ocak 2019; 139 sayfa

Salep, dogadan toplanan Orchidaceae ailesinin bazi cinslerinden elde edilen
yumrularin gesitli islemlerden gegirilmesinden sonra toz formda elde edilen bir gida
maddesidir. Uretimi igin yeterli diizeyde bitkisel materyalin bulunamamasi nedeniyle
yiiksek fiyatlarla tiiketiciye sunulmaktadir. Bununla birlikte, salep bitkisinin endemik
bir tiir olmasi gerekgesiyle herhangi bir formda yurtdisina c¢ikarilmasi kanunen
yasaklanmistir. Buna ragmen, literatiirde, iilkemizden oOnemli diizeylerde salebin
yurtdisina ¢ikarildigina yonelik bulgular mevcuttur. Ayrica, piyasada “salep” ibaresiyle
satisa cikarilan iriinlerin igeriginde salep bulunmasi halinde, miktarinin etikette beyan
edilmesi zorunlulugu da bulunmaktadir. Bu sebeplerden dolay1, degisik iirlinlerde salep
olup olmadigm1 ve/veya hangi oranda salep igerdigini ortaya koyacak analitik
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada; toz salep iiriiniiniin hakiki olup olmadiginin veya tagsise ugratilip
ugratilmadiginin belirlenmesinde kullanilabilecek hizli, giivenilir ve ekonomik analiz
yontemlerinin  gelistirilmesi amaclanmistir. Belirtilen hedefe ulasabilmek igin,
tilkemizde yetisen gercek salep numuneleri ve bu numunelerin taklit/tagsise
ugratilmasinda kullanilan maddeler tedarik edilerek, valide edilen yontemlerle analiz
edilmislerdir. Bu kapsamda numunelerdeki temel bilesenleri belirlemek {izere kimyasal
yontemler; glukomannan ve nisasta igerigini belirlemek {izere enzimatik yontemler;
karbonhidrat bilesenlerini belirlemek lizere kromatografik yontemler; izotop oranlarini,
elementel diizeylerini, organik asit ve amino asit iceriklerini belirlemek {izere kiitle
spektrometrik yontemler; erime sicakligi, termal gegis ve entalpi diizeylerini belirlemek
icin kalorimetrik yontemler kullanilmistir. Veriler istatistiksel ve kemometrik
yontemlerle degerlendirilerek incelenen parametrelerde, salep ve taklit/tagsis maddeleri
ayrimi i¢in 6nemli bulunan analiz yontemleri belirlenmistir.

Bu kapsamda; sirasiyla amino asit analizleri, elementel analizler, enzimatik
analizler, izotop analizleri, karbonhidrat bilesenleri, organik asit analizleri ve anabilesen
analizlerinin salep ve taklit/tagsis maddeleri aras1 ayrimda 6nemli yontemler olduklar
tespit edilmistir. Belirlenen yontemler % 0-10 ve % 0-100 araliklarinda farkli oranlarda



salep icerecek sekilde hazirlanmis regetelerle test edilmis ve yOntemlerdeki
parametrelerin karisimlardaki salep oranini belirleyebilme diizeyleri arastirilmistir.

% 0-10 araliginda gercek salep iceren regetelerde glukomannan, toplam nisasta,
malik asit, fenilalanin, arjinin, 16sintizolésin, lizin, histidin, tirozin degerlerinin
karisimdaki gercek salep oraniyla yiiksek diizeyde korelasyon ve dogrusallik gosterdigi
belirlenmistir. % 0-100 araliginda gergek salep igeren regetelerde ise glukomannan,
toplam nisasta, bakir, demir, *C/*2C izotop oram, malik asit, valin, fenilalanin, lizin,
arjinin, 16sin + izolGsin, tirozin, treonin, prolin, glutamik asit, aspartik asit, metiyonin ve
histidinin karigimdaki gergek salep oraniyla yiiksek diizeyde korelasyon ve dogrusallik
gosterdigi belirlenmistir. Taklit/tagsis maddelerinin ayrimda ©6ne ¢ikan en 6nemli
parametrenin hem % 0-10 hemde % 0-100 salep igeren karigimlar i¢in glukomannan
oldugu sonucuna varilmastir.

Arastirma sonucunda, iilkemizin farkli bolgelerinden temin edilen salep
numunelerinin analiz edilen parametreler yoniinden kapsamli bilesimleri tespit edilmis
ve salep ile taklit/tagsis maddelerinin ayrimi konusunda Onemli bulunan analitik
parametreler belirlenerek yontemler valide edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Analiz, Bilesen, Kromatografi, Kiitle spektrometri, Salep,
Taklit, Tagsis.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF FAST ANALYTICAL METHODS FOR THE
DETERMINATION OF SALEP AND ITS ADULTERATION

Ayse Kevser BILGIN

PhD. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Muharrem CERTEL

January 2019; 139 pages

Salep is a foodstuff obtained in powder form after a variety of treatments of
tubers obtained from some species of the Orchidaceae family collected from the nature.
Due to the lack of sufficient plant material for its production, it is offered to the
consumers at high prices. If the products are sold in the market contain the word
"salep", it is mandatory to declare the amount in the label. In addition, it is forbidden by
law to remove it in any form of salep forms the country due to salep plant is an endemic
species. However, in the literature, there are findings in the literature that significant
levels of salep have been taken out of our country. Due to these reasons, a need arises
for analytical methods to determine whether salep is present and/or to what extent it
contains salep.

The aim of this study is to develop fast, reliable and economical methods of
analysis which can be used in determining salep adulteration. In order to reach the
stated target, by supplying the salep samples grown in our country and the substances,
which specified as adulterant in the literature, were analyzed by validated methods. In
this context, chemical methods to determine the basic compounds; enzymatic methods
to determine glucomannan and starch content; chromatographic methods for
determining carbohydrate compounds; mass spectrometric methods to determine
isotope ratios, elementel levels, organic acid and amino acid contents; calorimetric
methods to determine melting temperature, thermal transition, and enthalpy levels were
used. The data were evaluated by statistics and chemometric methods and important
analysis methods were determined for the discrimination between salep and adulterants
at the investigated parameters.

In this context, amino acid analyzes, elementel analyzes, enzymatic analyzes,
isotope analysis, carbohydrate components, organic acid analysis and parent analysis
were found to be important for distinction. Determined methods, in the mixtures which
between 0-10 % and 0-100 % of different ratios of contain salep were tested and the
determination level of the ratio of salep in mixtures were investigated in the parameters
of determined the methods. Glucomannan and total starch, malic acids, lysine, histidine,



arginine, tyrosine, leucine+isoleucine and phenylalanine contents were determined as
parameters which resulted in high level of correlation and linearity with salep levels in
the range 0-10 %.

Glucomannan and total starch, iron, copper, 3C/*2C ratio, malic acid, lysine,
valine, threonine, proline, glutamic acid, aspartic acid, methionine, histidine, arginine,
tyrosine, leucine+isoleucine and phenylalanine which resulted in high level of
correlation and linearity with salep levels in the range 0-100 %. It was concluded to be
critical, the most important parameters that distinguishes the adulteration substances is
glucomannan for in the mixtures which contain both 0-10 % and 0-100 % of different
ratios of salep.

As a result of the study, comprehensive compositions of salep samples obtained
from different regions of our country in terms of analyzed parameters were determined,
analytical parameters which are important in the distinction of between salep and
adulterants were determined.

KEYWORDS: Analysis, Component, Chromatography, Mass spectrometry, Salep,
Adulteration.
COMMITTEE: Prof. Dr. Muharrem CERTEL

Prof. Dr. Sebahattin NAS

Prof. Dr. Erdogan KUCUKONER
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ONSOZ

Salep, ¢igeklenmesini tamamlamigs Orchidaceae ailesine dahil olan yumru
baglayan farkli cins ve tiirlere ait toprak orkidelerinin yumrularinin teknigine uygun
olarak temizlenip, su veya siitte haslandiktan sonra kurutulup, ogiitiilmiis veya
ogiitiilmemis halde bulunan bir gida maddesidir. Salep elde edilen orkide cinslerin ticari
Olgekte yetistiriciliginin halen yapilamamasindan dolayida, salep tozu yiiksek fiyatlarla
tiketiciye sunulmaktadir. Bununla birlikte, son yillarda endiistriyel yetistiriciligi
konusunda bolgesel caligmalar yapildigi ve oOnemli gelismeler kaydedildigi
bildirilmektedir. Salep, degerli bir gida maddesi olmasinin yaninda, bilesiminde kolay
taklit edilebilir baz1 bilesenlerin olmasi nedeniyle hilelere agik bir iiriin haline gelmesine
sebep olmustur. Ayrica salebin herhangi bir formda yurtdisina ¢ikarilmasi yasak olmasi
nedeniyle farkli isimlerde bu yasagin delinebilme ihtimali bulunmaktadir. Tiim bunlara
karsin giiniimiizde herhangi toz iriiniin salep olup olmadigini ve/veya hangi oranda
salep icerdigini tespit edebilen bir analiz ydntemi mevcut degildir. TUBITAK
tarafindan 1150058 numarali proje numarasi ile desteklenen bu tez kapsaminda, toz
salep irlinlinlin taklit ve tagsis durumlarinin belirlenebilmesinde kullanilmak iizere
hizli, gilivenilir ve ekonomik analiz yontemlerinin gelistirilmesi amaglanmis ve bu
cergevede gida endiistrisinin, gida kontrolii ile yetkili kurum ve kuruluslarm ve de
ihracat birimlerinin ihtiyacinin karsilanmasi hedeflenmistir.

Bu kapsamda, Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki salep toplama alanlarindan salep
yumrular toplanilmis ve teknigine uygun olarak hazirlanarak gergek oldugundan emin
olunan salep tozlar1 elde edilmistir. Taklit ve tagsis malzemelerin ise her biri ti¢ farkli
tedarik¢iden temin edilmistir. Hazirlanan gergek salep tozlar ve taklit/tagsis maddeleri
temel analizler (rutubet, kiil, protein ve indirgen seker), enzimatik analizler
(glukomannan ve toplam nisasta) ve aletsel analizler (elementel bilesenler, izotop
oranlari, karbonhidrat bilesenleri, organik asit bilesenleri ve amino asit bilesenleri)
acisindan analizlere tabi tutulmus ve elde edilen sonuglar istatiksel yontemlerle
degerlendirilerek incelenen parametrelerin salep ve taklit/tagsis maddeleri arasindaki
ayrimda etkinlikleri belirlenmistir.

Projenin sonraki asamasinda ayrim konusunda énemli bulunan yontemler % O -
% 10 ve % 0 - % 100 araliklarinda farkli oranlarda salep icerecek sekilde hazirlanmis
karisimlarla  denenerek  yontemlerdeki parametrelerin  hangi  diizeyde tespit
saglayabildigi ve tekrarlanabilirligi arastirilmistir. Son olarak salebin taklit ve tagsisinin
belirlenmesinde kullanilmasina karar verilen yontemler ile piyasa Ornekleri analiz
edilmistir. Elde edilen tiim bulgular degerlendirildiginde; glukomannandiizeyine
bakilarak hem tiiketime hazir toz formdaki salebin hemde saf salep olarak tiiketime
sunulan driinlerdeki salebin taklit tagsisin tamimlanmasinda kullanilabilecegi
belirlenmistir. Sonug olarak, bu tez ¢aligsmasi ile salepte taklit ve tagsis uygulamalarini
ortaya ¢ikarabilecek yoOntemler gelistirilmistir. Bilim ¢evrelerinin yani sira Yasal
yaptirimlarin uygulanmasin1 saglayan kamu kuruluslarinin, salep ticareti ile ugrasan
kuruluslarin, salep igerikli driinleri toplu olarak tedarik etmek durumunda olan
isletmecilerin ve gida analizleri yapan merkezlerin hizmetine sunulmaktadir.



Bu calismanin gerceklesmesinde bana bilgi ve tecriibeleriyle yardimci olan,
destegini esirgemeyen her zaman fikirleriyle beni aydinlatan hocalarim sayin Prof. Dr.
Muharrem CERTEL ve Dog. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ’e, yanimda olup calismalarda
bana destek olan Onur BASANCELEBI’ye ve manevi olarak daima yanimda bulunan
sevgili arkadasim Nisa DURAK’a, kromatografik cihaz kullaniminda yardimci olan
Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi’ndeki uzmanlara, ¢alismaya maddi
destek saglayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu (TUBITAK)’a,
Gida Miihendisligi Boliimii’nde bana yardimci olan tiim hocalarima ve arkadaslarima
tesekkiirli borg bilirim.

Son olarak hayatim boyunca destegini her zaman hissettigim, giiclenmemde ve
en zor durumlarda bile dimdik ayakta durmama yardimeci olan, dogruyu yanlis1 ayirt
etmemde bana yol gosteren ve basarilarimda biiyiik paya sahip olan sevgili anneannem
Emine Sayegan TEZSOZ ve teyzem Serife Giilgin TEZSOZ e, ne olursa olsun beni
seven annem Meliha Goksin BILGIN ve babam Kemal BILGIN e, dogdugu ilk giinden
itibaren varligindan hep mutluluk duydugum, beni her zaman neselendiren, benimle
ayni duygulari paylasan, iyi ve kotli giiniimde daima yanimda olup ne olursa olsun beni
seven ve daima beni gururlandiran kiz kardesim Serife BILGIN’e ve ismini
sayamadigim TEZSOZ ve BILGIN ailesinin tiim fertlerine ¢ok tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Salep, Tiirk Gida Kodeksi 2013/12 baharat tebligine gore; “ci¢eklenmesini
tamamlamis Orchidaceae ailesine dahil olan yumru baglayan farkli cins ve tiirlere ait
toprak orkidelerinin yumrularinin teknigine uygun olarak temizlenip, su veya siitte
haslandiktan sonra kurutulup, Ogiitiilmiis veya oOgitiilmemis hali” seklinde
tamimlanmaktadir (Tirk Gida Kodeksi 2013). Farkli kaynaklarda salep, kurutulmus ve
toz haline getirilmis salep bitkisi yumrusu ile tiretilen geleneksel icecegin adi olarakda
kullanldig: ifade edilmektedir (Hossain 2011; Tiirk Gida Kodeksi 2013). i¢cecek olarak
kullanim1 disinda dondurma yapiminda ve ila¢ sanayinde de genis bir kullanim
alanlarina sahip oldugu goriilmektedir (Farhoosh ve Riazi 2007; Tekingsen ve Giliner
2010).

Salebin, genis kullanim alanina sahip ve ekonomik agidan pahali bir madde
olmasi sebebiyle, orkideler son yillarda biiylik 6nem tasimaktadir. Salep, yumrulu
orkidelerden elde edilmesine karsin tiim yumrulu orkide cinsleri bu amag i¢in uygun
degildir. En ¢ok Orchis, Ophrys, Serapias, Platanthera, Dactylorhiza tiirlerinden
salebin elde edilebildigine dair literatiir bilgileri bulunmaktadir (Tekingen ve Giiner
2010; Erzurumlu ve Doran 2011). Ayrica, 1 kilogram (kg) salep iiretimi i¢in yaklasik
1000-4000 arasinda degisen sayida kuru yumru ihtiyact s6z konusu oldugu ve
Tiirkiye’de salep toplayiciliginin bilingsizce ve asirt toplanmasi sonucunda ¢ok ciddi
miktarlarda orkide tahribat1 s6z konusu oldugu bildirilmistir (Tekinsen ve Giiner 2010).
Bu sebeplerle 1974 yilindan itibaren hem sokiim hem de ihracatta salep yumrular1 ve
droglar1 (toz, tablet ve her tiirlii formda) belirli yasalarla koruma altina alinmistir
(Erzurumlu ve Doran 2011; Yaman 2013).

Ulkemizde salep iiretimi ve ihracati diginda yasanan bir diger sorun da, salep
icerdigi bildirilen bir iriiniin etiketlenmesi ile ilgilidir. 29.12.2011 tarihli ve 28157
saylli Resmi Gazete’de yayimlanan Tiirk Gida Kodeksi Etiketleme Yonetmeligi
geregince gida maddelerinin etiketlenmesinde uyulmasit gerekenler kurallar
belirtilmistir. Yonetmelige gore; ilgili bilesen veya bilesen grubu, gidanin adinda yer
aliyorsa veya tiiketici tarafindan genellikle gidanin adi ile iliskilendiriliyorsa, etiket
tizerinde kelimeler, resimler veya grafikler ile vurgulaniyorsa, gidanin tanimlanmasi
icin ve adindan veya goriinlisiinden dolayr karistirilabilecegi tiriinlerden ayirt edilmesi
icin elzem ise, net miktarinin etiket tizerinde belirtilmesi zorunludur” ifadesi yer
almaktadir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi 2017). Tiim bu nedenlerden dolay,
belirtilen yasal zorunluluklarin kontrol edilebilmesi ve tiiketici haklarinin korunmasi
amactyla, bir iiriiniin salep olup olmadigimnin belirlenmesi bilyiikk 6nem arz etmektedir.

Bu tez kapsaminda; toz salep iiriinliniin hakiki olup olmadiginin ortaya
konulmasinda veya tagsise ugratilip ugratilmadiginin belirlenmesinde kullanilabilecek
hizli ve ekonomik analiz yontemlerinin gelistirilmesi amaclanmistir. Bunun i¢in
tilkemizde satisa sunulan gercek salep oOrnekleri ile taklit ve tagsiste kullanilmasi
muhtemel maddeler tedarik edilerek analiz edilmistir. Bu kapsamda gergeklestirilecek
analizlerde temel bilesenleri belirlemek tizere kimyasal yontemler, glukomannan ve
nisasta i¢erigini belirlemek {izere enzimatik yontemler, izotop oran kiitle spektrometresi
(IR-MYS), indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS), diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) ve yiikksek performans sivi kromatografisi (HPLC), sivi
kromatografisi kiitle kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ve ORBITRAP kiitle



GIRIS A. K. BILGIN

spektrometresi (ORBITRAP-MS) gibi aletsel teknikler kullanilmistir. Elde edilen
veriler kemometrik yontemlerle degerlendirilmis ve istatistiksel olarak dnemli oldugu
tespit edilen parametreler iizerinden belirleyici yontemler gelistirilmistir. Piyasada
satilan ornekler baz alinarak, laboratuvar ortaminda, gercek salep 6rnekleri kullanilarak
farkli salep igerigine sahip toz karisim gruplari hazirlanmistir. Karigimlar istatistiksel
olarak 6nemli oldugu tespit edilen yontemlerle analiz edilmis ve salebin hangi diizeyde
tespit edilebildigi arastirilmistir. Son olarak, piyasadan temin edilen 40 farkl tiiketime
hazir toz salep karisim ornekleri ile saf oldugu bildirilen 20 toz salebin analizleri
gergeklestirilmis ve bu tirtinlerin salep igerikleri belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, salep iireticilerinin; salep tiiketicilerini veya sanayi
6l¢eginde salep kullananlar1 yaniltmaya yonelik taklit ve tagsis uygulamalarinin ortaya
konulmasini saglayabilecek yontemlerin gelistirilmesidir. Ayni zamanda, bu yontemler
yanlig beyan vererek gergek salebi ihrag etme girisiminde bulunan ihracatgilarin tespiti
icin gorevli kamu kuruluslarinin hizmetine de sunulabilecektir. Salepte taklit ve tagsisin
tespitinde kullanilabilecek yontemlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi halinde dogrudan
ve caydirict etki ile salebin yurt disina ¢ikisi 6nlenerek, endemik olan veya olmayan
Tiirkiye orkidelerinin korunmasina da katki saglayacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Salep ile Ilgili Genel Bilgiler

Salep, cigeklenmesini tamamlamig Orchidaceae ailesine dahil olan yumru
baglayan farkli cins ve tiirlere ait toprak orkidelerinin yumrularinin teknigine uygun
olarak temizlenip, su veya siitte haslandiktan sonra kurutulup, Ogitiilmiis veya
ogiitiilmemis hali seklinde tanimlanan, kis aylarinda tiiketilen ve yine ayni adla bilinen
geleneksel icecek iiretiminde ve dondurma sektoriinde yaygin sekilde kullanilan,
Yunanca “salapi”, Arapga “sahlab” olarak bilinen toz bir iiriindiir (Tekinsen ve Giliner
2010; Hossain 2011; Tiirk Gida Kodeksi 2013). Tiirkiye’de 24 cins ve 140 orkide tiirii
bulunmakta olup, bu orkidelerin %13’i Tiirkiye i¢in endemiktir (Glimiis 2009). Salep,
orkidelerin yumrularindan elde edilmesine kargin tiim orkide cinsleri salep tozu elde
edilebilmesi i¢in uygun degildir (Erzurumlu ve Doran 2011).

Tiirkiye’de salep elde edilebilen 11 cinse ait (Orchis, Ophrys, Serapias, Aceras,
Platanthera, Anacamptis, Barlia, Comperia, Neotinea, Himantoglossum ve
Dactylorhiza) orkide tirlerinin yer aldigi belirtilmistir (Sezik 2012). Bu kapsamda,
Tirkiye’nin Kuzey Anadolu (Kastamonu), Giiney Anadolu (Antalya, Silifke),
Gilineybatt Anadolu (Mugla) Giineydogu Anadolu, (Kahramanmaras, Adiyaman,
Malatya) ve Dogu Anadolu (Van, Mus, Bitlis) bolgelerinin zengin orkide ¢esitliligine
sahip oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, orkideler bakimindan en zengin bélgenin
Mugla Bolgesi olduguna dikkat ¢ekilmistir (Sezik 2002; Sandal ve Sogiit 2010; Sezik
2012). Turkiye’de salep elde edilen bolgeler detayli olarak gizelge 2.1°de gosterilmistir
(Sezik 2002).

Cizelge 2.1. Ulkemizde salep toplama bdlgeleri (Sezik 2002)

Bolge Iller

Kastamonu ve civari; Kastamonu salebi

Kuzey Anadolu Akdag Madeni—Tokat civari: Akdag Madeni salebi

Giineybat1 Anadolu Mugla salebi
Elmali’dan Gazipasa civarina kadar olan bolge: Antalya

Giliney Anadolu salebi

Mersin bolgesinden elde edilen: Silifke salebi
Giineydogu Anadolu  Maras, Adiyaman ve Malatya civari

Dogu Anadolu Van, Mus, Siirt, Hakkari ve Bitlis civari

Diinyada orkide bitkileri; gida uygulamalari, tibbi amaglar, kozmetik
uygulamalar ve siis bitkisi olmak iizere gesitli alanlarda kullanilmaktadir. Ulkemizde ise
daha ¢ok gida sektoriinde (kisin sicak igecek olarak ve Kahramanmaras tipi sert
dondurma olarak bilinen geleneksel dondurmada stabilizor olarak) ve ilag sektoriinde
(hammadde olarak) kullanildigi belirtilmistir (Ayar vd. 2009; Sandal ve Sogiit 2010).
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Genellikle yumrulu orkideler, iki yumruya sahip olup, bunlar birbirine yapisik
durumda bulunmaktadir. Kis1 bir sene dnceki yumru ile gegiren bitkinin, bahara dogru
koklerinden birinin kalinlagsmaya baslamasiyla ucunda yeni bir yumru daha meydana
gelmektedir (Sezik 2012). Orkide tahribatinin engellenmesi igin, Salep tozu iretimi
amaciyla toplanacak olan orkidenin iki yumrusundan sadece yan yumrunun (geng
yumru) alinmasi gerekliligi bildirilmistir (Erzurumlu ve Doran 2011; Sezik 2012).

Yumrular orkide cinsine bagli olarak yuvarlak veya dalli bir yapiya sahip olup
0,70-3,60 cm ¢apinda veya 0,30-1,20 cm eninde, 0,20 g ile 1,60 g arasinda degisen
agirlikta, yari seffaf, kirli sar1, piiriizlii, sert, kKokusuz ve lezzetsiz yapidadir (Tamer vd.
2006). Sekil 2.1’de tez kapsaminda kullanilan orkide yumrulari &rnek olarak
gosterilmistir.

(b)

Sekil 2.1.Tez kapsaminda kullanilan yumru 6rnekleri; (a) Siirt salebi, (b) Bartin salebi

Toplanan yumrular fiziksel olarak su ve ovalama yoluyla iyice temizlenir,
enzimatik aktiviteyi durdurmak ve salebin kendine has tadinin ve kokusunun olugmasi
igin su, ayran veya siit i¢inde 15-30 dakika (dk.) kaynatilip, yumrular ya dogrudan
glinese serilir veya tespih dizer gibi ipe dizildikten sonra kurutulmaktadir . Kuruyan
yumrular oldukga serttir ve bu sekilde yillarca bozulmadan depolanmaktadir (Sezik
2012). Soluk-sarimsi, kurutulmus yumrular doviilerek veya bir degirmenden
gecirilmesiyle yumrular toz haline getirilmektedir. Bdylece ¢esitli amaglarda
kullanilmast igin salep tozu elde edilmektedir (Kaya ve Tekin 2001; Tekinsen ve Giiner
2010).

Ortalama 1000-4000 adet kurutulmus salep yumrusundan 1 kg salep elde
edilmektedir (Tekinsen ve Giiner 2010). Orkide yetistiriciligi bakimmdan diinya’da
ikinci sirada yer alan Tirkiye’de, salep tozu iretimi igin her yil yaklagik 45 ile 180
milyon adet orkide yumrusunun toplandigi ve bu yumrulardan yaklasik 30 ton salep
tozu dretildigi bildirilmektedir (Sen vd. 2018). Baska bir g¢alismada ise, biiyiik
yumrularin Tirkiye’de azalmasi nedeniyle yilda yaklasik 20 ton salep tiretiminin oldugu
ve bu miktarda salep tiretimi i¢in 40 milyon orkidenin tahrip edildigi ifade edilmektedir
(Hossain 2011). “Salep ve Orkidelerin tahribi” adli proje kapsaminda belirlenmis
bolgelerdeki salep ticareti yapan belli bash kisilerden alinan degerlerin toplanmasi ile
elde edilen 2006 yilina ait veriler (salep toplanan bolgeler ve miktarlari) ¢izelge 2.2°de
gosterilmistir (Sezik 2012).
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Cizelge 2.2. 2006 yilinda salep toplanan bdlgeler ve miktarlart (Sezik 2012)

Bolge Miktar (kg) Bolge Miktar (kg)
Antalya 700 K.Maras 500

Mugla 3000 Siirt 300

Aydin 2500-5000 Van 500
Kastamonu 4000 Siirt 1000

Akdag Madeni 7000 Siirt-Van Cayir 20000

Eskiden Tiirkiye’deki salep ticaret merkezi sadece Bucak (Burdur) iken,
giiniimiizde Siirt bolgesi de salep ticaretinin yapildigi 6nemli bir merkez haline gelmis
durumdadir. Piyasada yer alan salepler, genellikle o bolgede bulunan orkide
yumrularinin karigimi olarak satilmaktadir. Buna ilave olarak, ticaret merkezlerine
komsu iilkelerden illegal olarak getirilen saleplerin de (Irak, iran, Azerbaycan) satildig1
bildirilmektedir (Sezik 2012).

Salep ¢ok eskiden beri besleyici ve teskin edici olmasindan dolay: tercih edilen
bir iriin olmustur (Hossain 2011). Ortadogu'ya ozgii bir icecek olan salep Bati
Avrupa'da kahvenin ve cayin yayginlasmasindan oOnce oOzelliklede Almanya ve
Ingiltere'de ¢ok tercih edilen bir igecek oldugu bildirilmistir (Georgiadis vd. 2012).
Tarihte Tbn-i Sina’nin El-Kanun Fi't-Tibb eserinde salebin afrodizyak oldugu ve diger
iyilestirici Ozelliklerinden bahsettigi belirtilmistir (Hossain 2011). Salebin kolay
sindirilmesi ve zevkle tiikketilmesi; kalsiyum, demir, ¢inko, fosfor gibi Onemli
mineralleri, A, C ve B1, B2, B3 vitaminlerini i¢germesi nedeniyle beslenme acisindan da
olduk¢a onemlidir (Tamer vd. 2006). Musilajli bir yapiya sahip olmasindan dolayi
gastrointestinal hastaliklarda olusan tahrigin azalmasini sagladigi, karacigeri koruyucu
etkisininin oldugu, ishal ve bronsit tedavisinde yardimci madde olarak kullanildig
belirtilmigstir. Hatta, Alman farmakopisinde salep musilajinin hazirlanmasina yonelik
resmi kayitlarin mevcut oldugu ifade edilmistir. Ayrica gastroentestinal calismalarda
salebin prebiyotik oldugu ve Bifidobacterium tiirlerinin gelisimine olanak sundugu
bildirilmistir (Usta ve Yilmaz-Ersan 2017). Fareler ilizerinde yapilan son ¢alismalarda
karaciger fonksiyonlarinda bozulmaya neden olan ancak tuberkiiloz hastaliginin
tedavisinde kullanimi zorunlu olan isoniazid ilacinin olumsuz etkilerini engelledigi
bildirilmigtir (Jahromi vd. 2018).

2.1.1. Salebin kimyasal yapis1

Salebin kalitesi, salebin kimyasal o6zelliklerine bagli olarak degisiklik
gostermekle birlikte, farkli bolgelerden, farkl tiirlerinden ve farkli donemlerde toplanan
salebin, standart bir kimyasal bilesimden bahsedilebilmesi s6z konusu degildir (Kaya ve
Tekin 2001; Tekinsen ve Giiner 2010; Citil ve Tekinsen 2011). Literatiirde yer alan
bilgilere gore; salep bilesiminde % 55,10 glukomannan, % 2,80 nisasta, % 2,3 kiil % 7,5
nem bulunmaktadir (Kaya ve Tekin 2001). Baska bir kaynakta ise yaklasik % 7-61
glukomannan, % 8-19 nisasta, % 0,50-1,50 azotlu maddeler, % 1-4 seker, % 6-12 nem
ve % 0,20-6 kiil igerdigi arasinda degistigi belirtilmektedir (Tekinsen ve Giiner 2010;
Sen vd. 2018).
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Citil ve Tekingen (2011), bazi Orchidaceae tiirlerinden elde edilen salebin yag
asidi bilesenlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarinda yag asidi igeriginin ortalama
% 2,02 oldugu ve salep bilesiminde 32 farkli yag asidi belirledikleri ifade edilmistir.
Orchis italica igin linoleik asidin, O. anatolica i¢in palmitik asidin, O. palustris igin
oleik asidin, O. anatolica i¢in miristik asidin ve Serapia vomeracea ssp. orientalis i¢in
stearik asidin salep bilesimlerinde yer alan en yiiksek yag asidi oranlarina sahip oldugu
belirtilmistir. Saleplerin toplam doymus yag asidi kompozisyonunun % 24,67-61,24
oldugu; coklu doymamis yag asidi kompozisyonunun % 9,27-66,04 arasinda degistigi
bildirilmistir (Citil ve Tekinsen 2011).

Lalika ve arkadaslarmin (2013), Tanzanya’nin giineyindeki iki bolgeden elde
edilen salep Orneklerinin besinsel kompozisyonlarinin belirlenmesine yonelik yapmis
olduklar1 calismalarinda, orneklerin kimyasal kompozisyonlarinda hakim bilesenlerin
nem, protein, karbonhidrat, ham lif, kiil ve kalsiyum oldugu ifade edilmistir (Lalika vd.
2013). Bulut-Solak ve arkadaslari (2017), yapmis olduklari ¢aligmalarinda, Orchis
anatolica oOrneginin kimyasal bilesimini benzersiz olarak nitelendirerek, nisasta,
glukomannan ve diyet lifin Orchis anatolica’nin temel bilesenleri oldugu bildirilmistir
(Bulut-Solak vd. 2017).

2.1.1.1. Glukomannan

Salebin kimyasal bilesimi, tiire ve yetisme sartlarina bagli olarak farklilik
gostersede en 6nemli ve ayn1 zamanda salebin Kkalitesi tizerinde dogrudan etkili olan
bilesenin glukomannan oldugu bildirilmistir (Kaya ve Tekin 2001). Glukomannan, su
veya siit icinde ¢Oziinilip, siserek viskoz bir ¢ozelti meydana getirmektedir. Salep
igeceginde istenen kivamin olusmasi, Maras dondurmasinin geg¢ erimesi ve Sert yapisi,
glukomannanin bu 6zelliginden kaynaklanmaktadir (Sen vd. 2018).

Glukomannan, bir polisakkarit olup bir ¢esit hemiseliilloz, ayn1 zamanda ytiksek
stabilizasyon kapasitesine sahip olan bir hidrokolloiddir (Ayar vd. 2009; Georgiadis vd.
2012). B-1-4 baglariyla baglanmig, D-mannoz ve D-glikoz monomerlerinden
olusmaktadir (Alonso-Sande vd. 2009). Mannoz ve glikozun birlesme oranlar1 elde
edildigi kaynaga gore farklilik gostermektedir. Literatiirde orkidelerdeki mannoz:glikoz
oraninin ortalama 3:1 oldugu ve mannozun baskin oldugu belirtilmistir (Georgiadis vd.
2012; Sezik 2012; Tester ve Al-Ghazzewi 2017).

Glukomannanin, salebin yapisinda yer alan en dnemli bileseni olmas1 ve salebin
kalitesini dogrudan etkilemesinden dolay1 literatiirde miktarinin belirlenmesine yonelik
birgok caligma oldugu tespit edilmistir. Kaya ve Tekin’nin yaptigi ¢alismada (2001),
Gaziantep’ten temin edilen salep Orneklerinin glukomannan miktarmin ortalama %
55,10 olarak tespit ettiklerini ve dondurma reolojisi tizerinde glukomannannin énemli
bir kalite parametresi oldugu ifade edilmistir (Kaya ve Tekin 2001). Farhoosh ve Riazi
(2007), iran’daki iki farkli salep &rneklerinde yaptiklari ¢alismada; yuvarlak tipli ve
dall1 tip yumrularda glukomannan miktarinin sirasiyla % 22,13 ve % 58,22 oldugu, dall
tip yumrularin glukomannan igeriginin yuvarlak tipli yumrulara gére daha yiiksek tespit
edildigi ancak yuvarlak tipli yumrular1 glukomannan kalitesinin daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir. (Farhoosh ve Riazi 2007).
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Tekingen ve arkadaslar1 (2010) tarafindan on farkli salep tiiriiniin fizikokimyasal
Ozellikleri belirtilmektedir. Bu c¢alismada, Orchis cinsinden elde edilen salep
orneklerinde glukomannan miktarmin % 38,30-54,60 arasinda oldugu, Serapias
cinsinden elde edilen salep Orneklerinde glukomannan miktarinin % 44,80°¢,
Dactylorhiza cinsinden elde edilen salep Orneklerinde glukomannan miktarinin %
22,50’¢ dustiigii ifade edilmektedir (Tekinsen ve Giiner 2010). Ayrica, Kaliteli bir
salebin yaklasik % 40 oraninda glukomannan igermesi gerektigi bildirilmistir (Sen vd.
2018). Tekinsen’in yapmis oldugu calismada da elde ettigi bilgiler literatiir bilgileriyle
paralellik gostermekte olup, Orchis italica’nin en yiiksek glukomannan igerigine sahip
olmasi sebebiyle (% 54,60) en kaliteli salebin bu tiirden elde edildigi belirtilmistir
(Tekingen ve Giiner 2010).

Vatansever (2016) calismasinda kullanmak amaciyla piyasadan temin etmis
oldugu saf toz salep 6rneginin glukomannan diizeyinin % 18,92 oldugunu bildirmistir
(Vatansever 2016). Bulut-Solak ve arkadaslar1 (2017), Orchis anatolica tiirii tizerinde
yapmis olduklart ¢alismada, Orchis anatolica’nin glukomannan igerigini % 18,50
olarak tespit ettiklerini belirtmislerdir (Bulut-Solak vd. 2017). Sen ve arkadaslar1 (2018)
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden temin etmis olduklar1 8 farkli cinste ait 20 farkli orkide
tiirliniin kompozisyonunun belirlenmesine yonelik alismalarini gerceklestirmislerdir.
Calismalarinda  Dactylorhizaromana ssp. georgica, Orchis tridentata ve
Serapiasvomeracea ssp. vomeracea tiirlerinden elde edilen glukomannan igeriginin en
yiiksek sahip olan tlirler oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmada farkli cinslere ait
yumrulardan elde edilen glukomannan verileri ¢izelge 2.3’te sunulmaktadir (Sen vd.
2018).

Cizelge 2.3. Farkli cinslere ait salep yumrularinin glukomannan oranlari (Sen vd. 2018)

Cins Glukomannan (%)
Orchis 7,84-45,53

Ophry 16,10

Serapias 35,66-47,76
Dactylorhiza 32,97- 48,54
Anacamptis 14,60- 25,08
Comperia 35,66
Himantoglossum 36,64

Platanthera 35,82

Saglik agisindan bakildiginda, suda ¢oziinebilir dogal bir lif olmasi ve kendi
agirhiginin 50 kati kadar su tutabilmesinden dolayr glukomannanin besleyici ve
yatistirict 6zelligi oldugu bildirilmektedir (Keithley ve Swanson 2005; Tamer vd. 2006).
Literatiirde glukomannanin serum kolesterol seviyesini disiirdiigii, sindirim sistemi
fonksiyonlarmi1  diizenledigi, kandaki glikoz diizeyini dengeledigi, su tutma
kapasitesinin yiiksek olmasi sebebiyle tokluk hissi yarattigin1 ve kilo vermede etkili
oldugu belirtilmektedir (Keithley ve Swanson 2005; Farhoosh ve Riazi 2007; Ayar vd.
2009; Tester ve Al-Ghazzewi 2017) Istah azaltmasi sebebiyle kilo kontrolii amaciyla
uygulanan diyetlerde yardimci madde olarak bu liften 2-3 g/giin tiiketilmesi
onerilmektedir (Gonzalez vd. 2004).
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Bununla birlikte olumsuz 6zellikleri olarak, karin agrisi, gaz, alt sindirim sistemi
ile ilgili sorunlar ve baz1 ilaglarin biyoyararliligini azaltma etkileri oldugu
bildirilmektedir. Ayrica bazi iilkelerde glukomannan tabletlerinin tiiketimine bagl
olarak yemek borusu tikanikligi vakalarin goriildiigii belirtilmektedir (Gonzalez vd.
2004; Keithley ve Swanson 2005).

2.1.1.2. Nisasta

Salep bilesiminde yer alan, en yiiksek yiizdeye sahip ikinci bilesen nisastadir.
Nisasta, dogal olarak bitkiler tarafindan sentezlenen, bitkilerin tohum, kok, yumru,
govde, yaprak ve hatta polenlerinde de bulunabilen a-1,4-glikozidik baglari ile baglh a-
D-glikoz birimlerinden olusan lineer bir polimer olan amiloz ile a-D-glikozun a-1-4 ve
a-1-6 glikozidik baglar1 ile baglanmasi sonucu olusan dallanmig bir polimer olan
amilopektinden olusmus bir polisakkarittir.

Nisasta ve nisasta iirlinleri gida sanayinde genis bir kullanim alanina sahiptir.
Beslenme agisindan nisasta iyi bir karbonhidrat kaynagi olmak disinda gidalarda gesitli
fonksiyonlar1 olup, bunlarin baslicalar1; dokusal ve goriiniis 6zelliklerin gelistirilmesi,
kivami arttirmasi, nem tutucu olmasi ve stabilizator olarak kullanilmasi seklinde
siralanabilmektedir (Saldamli 2007). Salebin yapisinda bulunan nisasta ise, sisme
ozelligi olmasindan dolayr glukomannanin kivam olusumunda yardimci olarak gorev
yaptig1 bildirilmektedir (Y1lmaz 2015).

Kaya ve Tekin (2001) calismasinda, saleplerdeki nisasta miktarin1 ortalama %
2,80 oldugu belirtilmistir (Kaya ve Tekin 2001). 2007 yilinda iran’da yapilan ¢alismada
dalli yumru seklinde olan salep Orneklerinin nisasta igerigi % 1,67 oldugu, yuvarlak
yumru sekline sahip salep orneklerin nisasta iceriginin % 6,15 oldugu bildirilmistir.
Dalli yumru seklinde olan salep Orneklerinin yuvarlak yumru sekline sahip salep
orneklerine gore daha az nisasta icerdigi, buna karsilik daha fazla glukomannan icerdigi
ifade edilmistir (Farhoosh ve Riazi 2007). Tekinsen ve Giiner (2010) orkide cinsleri ile
ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada, Orchis cinsinden elde edilen salep Orneklerinde
nisasta miktarinin % 5,44 ile % 27,60 arasinda oldugu, Serapias cinsinde elde edilen
salep Orneklerinde nisasta miktarinin % 13,40 oldugu, Dactylorhiza cinsinden elde
edilen salep orneklerinde nisasta miktarinin % 38,70 oldugu ifade edilmistir. Elde etmis
olduklart verilere gore salep igerigindeki glukomannan ile nisasta oraninin ters orantili
oldugunu bildirmektedir (Tekinsen ve Giiner 2010).

Vatansever tarafindan gergeklestirilen ¢alismada piyasadan elde edilen saf toz
salep Orneginin nisasta diizeyini % 34,85 olarak tespit edildigi ifade edilmektedir
(Vatansever 2016). Bulut-Solak ve arkadagslar1 (2017), Orchis anatolica tiiriinden elde
edilen salep 6rnegi ilizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda nisasta igeriginin % 5,40-
38,70 arasinda oldugu bildirilmektedir (Bulut-Solak vd. 2017).

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’min ulusal gida kompozisyon veri
tabaninda, Maras toz salebinin nisasta igerigi % 22,32 olarak yayinlanmistir (GTHB
2018). Sen ve arkadaglarinin (2018) 20 farkli orkide tiiriiniin kompozisyonun
belirlenmesine yonelik yapmis olduklari ¢calismada elde ettikleri nisasta verileri ¢izelge
2.4’te sunulmaktadir.
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Cizelge 2.4. Farkli cinslere ait salep yumrularinin nisasta oranlari (Sen vd. 2018)

Cins Nisasta (%0)
Orchis 4,58-41,61
Ophry 40,07
Serapias 13,30-24,61
Dactylorhiza 13,50-43,98
Anacamptis 14,60-25,08
Comperia 35,66
Himantoglossum 35,00
Platanthera 5,96

2.1.1.3. Minor bilesenler

Literatiir taramasinda salebin bilesiminde yer alan minér bilesenlerin
incelendiginde genellikle rutubet, protein ve kiil iceriginden bahsedildigi belirlenmistir.
Salep minor bilesenlerine yonelik literatiirde gergeklestirilen galismalardan elde edilen
veriler ¢izelge 2.5’te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.5. Salebin minor bilesenlerine (rutubet, kiil, protein) ait literatiir bulgular

Rutubet (%) Kiil (%) Protein (%) Kaynak

7,5 2,3 (Kaya ve Tekin 2001)

iggg:* g;g:* ;ggz* (Farhoosh ve Riazi 2007)

9,35-12,40 0,95-2,83 3,11-4,95 (Tekingen ve Giiner 2010)
2,2 5,36 (Lalika vd. 2013)

12,23 0,95 3,51 (\VVatansever 2016)

9,35-13,20 0,95-2,83 3,20-7,35 (Bulut-Solak vd. 2017)
1,46-6,72 2,70-11,93 (Sen vd. 2018)

9,43 2,79 5,31 (GTHB 2018)

*: Yuvarlak tip yumru (YTP)
**: Dall1 tip yumru (PTY)

Salebin kiil igeriginin farklilik géstermesinin sebebi olarak; elde edildigi tiirlere
ve/veya tirlerin yetistigi topragin bilesimine bagli olabilecegi ifade edilmektedir
(Tekingsen ve Giiner 2010). Baska bir ¢alismada salebin bilesiminde yer alan kiiliin,
temel olarak potasyum ve kalsiyumun fosfat ve kloriiriinden olustugu bilgisine yer
verilmektedir (Hossain 2011). Nem igeriginin ise uzun siire depolanacak olan salep icin
onemli bir kalite parametresi oldugu ve % 10’un altinda olmasi gerektigi
bildirilmektedir (Tekinsen ve Giiner 2010).
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2.1.2. Yasal diizenlemeler

Tiirkiye’de yetisen orkidelerin yumrularindan yillarca salep elde edilmis, hem
yurt i¢ginde kullanilmis hem de ihracati gergeklestirilmistir (Caglayan vd. 1998). Ancak
salep tozunun, pahali ve az bulunur olmasiyla sebebiyle tarihte salep ile ilgili baz1 yasal
diizenlemelerin yapilmasi zorunlulugu ortaya ¢ikmistir. 09 Ekim 1991 tarihli ve 21016
sayil1 Resmi Gazete’de yer alan Tarim ve Koy Isleri Bakanlig tarafindan yaymlanan
dogal ¢igek soganlarinin sokiimii, liretimi ve ihracatina ait yonetmelikteki teblig’de
endemik Ozellikte olan ve varliklar1 tilkenmekte olan orkide (salep) tiirlerinin ihracat
amagli dogadan elde edilmesi yasaklanmistir (Anonim 1991; Yaman 2013). 19 Temmuz
1998 tarihli ve 23407 sayili Resmi Gazete’de Dis Ticaret Miistesarligi tarafindan
yayinlanan 96/31 sayili ihract yasak ve On izne bagli mallara iligkin tebliginde
“Orchidaceae (salep) tiirlerinin yumru ve droglarinin (toz, tablet ve her tiirlii formda)
ihracati yapilamaz” ifadesi yer aldigir belirtilmistir (Anonim 1998; Yaman 2013;
Anonim 2017). Salebin herhangi bir formda yurtdigina ¢ikarilmasi kanunen yasaklanmis
olmasina ragmen, iilkemizden onemli diizeylerde salebin yurtdisina g¢ikarildigina
yonelik bulgular mevcuttur. Literatiire gore, Tlirkiye’de iiretilen salebin, en iyi kalitede
oldugu ve basta Almanya olmak {izere Avrupa iilkelerinin bircoguna salep ihracati
yapan en Onde gelen iilke oldugu bildirilmistir (Hossain 2011). Yasal olarak yasak
olmasina ragmen, 1991 yilinda Almanya’ya ihrag edilen salebin 2,11 ton oldugu ve ayni
yayinda 1993 yilinda Tirkiye’nin toplam 75,12 ton salep ihrac ettigi bilgisine yer
verilmistir (Kasparek ve Grimm 1999).

2.1.3. Salep icecegi formiilasyonlari

Salep igecegi; siit, soya siitli veya suyun igersine ilave edilen, salep tozu ve
sekerin birlikte kaynatilip, iizerine targin serpilmesiyle hazirlanir. Bunun yanisira
giiniimiizde ticari olarak hizli ¢6ziinebilir (instant) toz formunda veya yiiksek sicaklik
uygulamasi (UHT) teknigiyle {iretilmis sivi formda salepler de marketlerde
bulunabilmektedir (Dogan ve Kayacier 2004; Georgiadis vd. 2012). Tirkiye’de
pazarlanan salep i¢eceklerinde kullanilan salepler, Tiirk Gida Kodeksi 10.04.2013 tarihli
2013/12 nolu Baharat tebligi’ne uygun olmali ve kodekste belirtilen tanimindaki
ozellikleri tasimasi gerekmektedir (Tiirk Gida Kodeksi 2013).

Salebin, pahali bir baharat olmasindan dolay1 tadi ve kivaminin daha iyi
ayarlanabilmesi i¢in bir takim kivam verici maddeler ve/veya nisasta ilavesi s6z konusu
olmaktadir. Genel olarak hizli ¢o6ziinebilir salebin igerisinde; seker, nisasta, siittozu,
salep tozu, kivam artirici, stabilizator, targin ve aroma vericiler bulunmaktadir (Dogan
ve Kayacier 2004). Bununla birlikte degerli ve az bulunmasi, salep ihracatinin yasak
olmasi gibi temel sebeplerden dolayi giiniimiizde salep yerine bir takim ikame edici
maddelerinde (karboksimetil selilloz (CMC), ¢Oziinen nisasta, piring nisastasi,
karragenler, konyak glukomannani, guar sakizi, tara sakizi, ksantan sakizi, ke¢iboynuzu
0zii) kullanildig: literatiirde bildirilmektedir (Kasparek ve Grimm 1999; Sezik 2012).
Hatta bunlarin bir kisminin piyasada “suni salep” olarak 15 TL/kg civarindaki fiyatlarla
satildig1 belirtilmektedir (Sezik 2012). Cizelge 2.6°da ticari saleplerde katki maddesi
olarak kullanilan, taklit ve tagsis amagh katilmasi muhtemel bazi materyaller ve piyasa
fiyatlar1 gosterilmektedir (Anonim 2018a).
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Cizelge 2.6.Ticari saleplerde katki maddesi, taklit ve tagsis amacgli katilan bazi
materyaller ve fiyatlar1 (Anonim 2018a)

Materyal Fiyat (TL/kg) Materyal Fiyat (TL/kg)
Guar sakiz 22 Tar¢in 50
Arabik sakizi 34 Ogiitiilmiis makarna 6
Kegiboynuzu sakizi 80 Galeta unu 6
Konjak sakiz 50 Ogiitiilmiis piring 7
Bugday nisastasi 8 Ogiitiilmiis bulgur 8
Misir nigastasi 14 Bugday unu 7
Patates nisastasi 11 Ksantan sakiz 24
Piring nisastasi 20 Salep s1vi aroma verici 86
Seker 5 Salep toz aroma verici 73
Yagsiz siit tozu 20 Karboksimetil seliiloz 35
Vanilya 90

Tiirkiye’de piyasa saleplerinin gercek olup olmadigin1 ve/veya hangi oranda
salep igerdiginin belirlenmesinde kullanilan bir yontem olmamasindan dolayi, salebe
fiziksel ve kimyasal olarak benzer yapiya sahip olan ucuz ve kolay bulunabilir toz gida
maddeleriyle salebin taklit ve tagsise ugratildigi literatiirde belirtilmektedir (Tamer vd.
2006).

Literatiirde agikca belirtilmis olmasina ragmen bugiine kadar salebin taklit ve
tagsisinin belirlenmesine yonelik sadece Kabacaoglu’nun (2018) yapmis oldugu
calismaya ulasilabilmistir. Kabacaoglu, molekiiler yontem kullanilarak salep miktarinin
tespitine yonelik yaptigi calismasinda, ticari bir kit yardimiyla yapilan izolasyon ile
salep karigimi icinde cinse spesifik olabilecek bazi bantlarin gézlemlendigini
bildirilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda cinse spesifik bantlar {izerinden marker
gelistirilebilecegi ve boylece farkli orkide cinslerine 6zgii primerler tasarlanarak
spesifik orkide tiirlerinin tespit edilebilmesine yonelik yontem gelistirilebilecegi
belirtilmektedir. Ancak ¢alisma kapsaminda yiiriitilen DNA izolasyon g¢alismalarinda,
materyal olarak salebin DNA izolasyonunda zorluklar yasandigi, elde edilen DNA
miktar ve kalitesinin diger biyolojik materyallerden daha diisiik olmasindan dolay ticari
kit kullanilarak izolasyon yapmanin zorunlulugundan bahsedilmektedir (Kabacaoglu
2018).

2.2. Taklit ve Tagsisin Belirlenmesinde Yontem Gelistirme Calismalar:

Gidalarda yapilan hilelerin tespiti zor ancak bir o kadar biiyiik 6nem arz
etmektedir. Hilelerin tespit edilmesi iiretici ve tiiketiciyi ekonomik ve saglik bakimdan
korurken, kontrol mekanizmalarinca bu fiiriiniin etiketlerinde beyan edilen bilginin
dogru olup olmadiginin belirlenebilmesi ve yasalarin uygulanabilmesi agisindan
gereklidir (Primrose vd. 2010). Gida firtinlerinde en ¢ok karsilasilan hile ¢esidi taklit ve
tagsistir.
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Tiirk Gida Kodeksi 11.06.2010 tarihli 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki
Saghg, Gida ve Yem Kanunu’nda taklit, “Uriinlerin sekil, bilesim ve nitelikleri
itibariyla yapisinda bulunmayan ozelliklere sahipmis gibi veya baska bir {iriiniin
aynistymis gibi gosterilmesi” seklinde tanimlanmaktadir. Tagsis ise “Uriinlere temel
0zelligini veren 6gelerin ve besin degerlerinin tamaminin veya bir bolimiiniin mevzuata
aykir1 olarak ¢ikarilmasi veya miktarinin degistirilmesi veya ayni degeri tasimayan bir
baska maddenin, o madde yerine ayn1 maddeymis gibi gosterilmesi” seklinde ifade
edilmektedir (Anonim 2010).

Gida taklit ve tagsisi genellikle, tiiketici tarafindan fark edilmesi zor olan ve
gidaya ilave edilmesi ile ekonomik agidan lireticiye biiyiik avantajlar saglayan bir takim
maddelerle yapilmaktadir. Bu nedenle taklit ve tagsis materyalleri piyasada kolaylikla
bulunabilen maddelerden secilmektedir. Belirli bir oranda orijinal gidaya katilan bu
maddeler ¢ogu zaman tiiketiciler tarafindan duyusal olarak algilanamamaktadir. Bundan
dolayr, Gida Standartlar1 Ajans1 (FSA) tarafindan finanse edilen orijinallik
aragtirmasinda, gidalarin standartlara ve etiketleme mevzuatina uygunlugunun
dogrulanmasi ve gida sahtekarligimnin tespit edilmesinin gerekliligi ifade edilmektedir
(Primrose vd. 2010). Taklit ve tagsis durumlarinin belirlenmesi amaciyla giinimiizde,
orijinal iirlinlin parmak izi sayilabilecek bir takim kritik unsurlar belirlenmekte ve elde
edilen verilere istatistiksel ve kemometrik yontemler uygulanarak gida maddesine
uygulanan taklit ve/veya tagsis durumu nitel ve/veya nicel olarak ortaya
konulabilmektedir. Sekil 2.2°de gida analizlerinde kullanilabilecek ‘parmak izi yontem’
gelistirilmesinde izlenebilecek islem basamaklari sunulmaktadir (Esslinger vd. 2014).

Deneme Deseni ————» Ornekleme —»Ornek Hazirlama
Matriks tipi, Tekniklerin belirlenmesi Ogiitme, Horiojenizasyon, Tirevlendirme vb.

Kullanilan Teknikler
Spektroskopii, Spektrofotometrik vb.

Anahtar Bilesenlerin «————— Veri Analizi«—Veri On Islemleri
Tamimlanmasi Normalizasyon, Siiflandirma vb.

Sekil 2.2. Gida analizlerinde kullanilabilecek ‘parmak izi yontemi’ islem basamaklari
(Esslinger vd. 2014)

2.2.1. Gida maddelerinde taklit ve tagsisin tespiti ve kullanilan teknikler

Taklit ve tagsis maddeleri genellikle kimyasal agidan orijinal iiriinle benzerlikler
gostermesinden dolayi, orijinal {iriinle arasindaki farkin belirlenmesi, olduk¢a karmagik
siregleri ve 1ileri analitik tekniklerin kullanilmasimi gerektirmektedir. Tekniklerin
uzmanlik gerektirmesi, kullanilan kimyasallarin ¢evresel kirlilik etmeninin agiga
cikarmasi, zaman ve kimyasal malzeme sarfiyatinin yiiksek olmasi ve tiiketicilerin gida
giivenligi konusunda gittikge bilinglenmesinden dolayi, bu alanda arastirma yapanlar
yeni teknikleri gelistirme konusunda c¢alisma yapmaya yoneltmektedir (Sun 2008;
Danezis vd. 2016). Sekil 2.3’te Danezis vd. (2016)’nin sundugu, 2009-2015 yillari
arasinda Scopus’ta yayinlanmig olan, gidalardaki taklit ve tagsisin belirlenmesine
yonelik yapilmis olan ¢aligmalarda kullanilan farkli tekniklerin dagilimi sunulmaktadir
(Danezis vd. 2016).
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Sekil 2.3. 2009-2015 yillarinda Scopus yayinlanmis olan, gidalardaki taklit ve tagsisin
belirlenmesine yonelik yapilmis ¢alismalarda kullanilan tekniklerin dagilimi (Danezis
vd. 2016)

Gidanin kimyasal bileseninlerinin diizeylerinin belirlenmesi, hangi bilesenin 0
gida maddesinde baskin olarak bulundugu ve cografi olarak gida bilesenlerinde
goriilebilecek farkliliklarmin tespiti, parmak izi olarak nitelendirilebilecek kritik
unsurlarin ortaya ¢ikmasina olanak saglamaktadir. Farkliliklarin tespitinde volumetrik
ve gravimetrik analizler sonucunda da giday: tanimlayici bir takim bilgilere ulasilsa bile
bu ¢alismalardan elde edilen bilgilerin kisith olmasindan dolayi, daha ileri tekniklerin
tercih edildigi sekil 2.3’te goriilmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda incelendiginde
molekiiler, kromatografik, spektrometrik ve spektroskopik yontemler cogunlukla tercih
edildigi tespit edilmistir (Sun 2008; Danezis vd. 2016). Tez kapsaminda kullanilacak
olan teknikler ile ilgili bilgiler sunulmaktadir.

2.2.1.1. indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS)

Indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS) atomik emisyona
dayanan plazma kaynakli elementel analiz teknigidir. Analitik bir cihaz olarak, indiiktif
eslesmis plazma (ICP) ve kiitle spektrometresi (MS) olmak iizere iki {initeden
olusmaktadir. ICP’de, sivi haldeki numuneler sisteme bir enjektdr yardimiyla enjekte
edilir. Nebulizer yani piskiirtiicli, argon gazi yardimiyla sivi numuneyi aerosol
dedigimiz kiigiik damlaciklara ¢evirir ve yaklagik 6000-10000 K sicakliginda
Iyonizasyon kaynagi olan argon plazmasi denilen ortama ulasir. Yiiksek sicaklikligin
etkisi ile madde atomlagmaya baslar. Son yoriingesinden elektron koparilan atom tek
pozitif ylikli hale gelir. Cift yiiklii iyonlarin olusmasi daha zor oldugundan ve girisim
riskini arttirdigindan ¢alisilmasi pek dogru degildir. Bu arada sistemden istenmeyen
iyonlar ayrilarak atilir. Ornek iyonlari, plazmadaki atmosferik basingtan bir pompa
sistemi yardimiyla, bir vakum odasi igerisinde bulunan kiitle spektrometresine tasinir.
Olusan pozitif yiiklii iyonlar MS’de, kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayrilip, dedektore
gonderilir. Her element, 6rnegin igerisinde bulundugu miktarla dogru orantili olarak bir
pik olusturur; bdylece ornek igerisindeki elementel derisimleri oOlgiilebilmektedir
(Thomas 2013).
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MS, diger elementel analiz teknikleriyle (atomik absorbsiyon ve emisyon
spektrometreleri) karsilastirildiginda daha diisiik tespit sinirina sahip olmasi (nanogram-
pikogram/litre), yiiksek seciciligi, hassas ve hizli olmasi, ayn1 anda ¢ok sayida elementi
analiz edebilmesi, ¢alisma araligimin olduk¢a genis olmasi, kimyasal girisimin ¢ok
diisiik diizeyde olmasi gibi sebebler nedeniyle en ¢ok tercih edilen elementel analiz
teknigi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Skoog vd. 2007; Thomas 2013; Pico 2015).

Elementlerin gida maddelerinde tespit edilen diizeyleri daha ¢ok bitkinin
yetistirildigi toprak yapisi ile iliskili olsa da botanik ¢esitlilik de O6nemli
parametrelerdendir. Ayrica tagsis icin kullanilan bazi materyallerin sentetik olarak
tiretilmeleri elementel agidan bu maddelerin kolaylikla teshis edilebilmesine yol
acmaktadir. Literatiirde, ICP-MS kullanilarak piringlerin cografi kdkenlerinin
belirlenmesi (Cheajesadagul vd. 2013), safranin siiflandirilmasi (D’Archivio vd.
2014), sekerkamig1 ve pancardan iretilen sekerlerin siniflandiriimasi (Rodushkin vd.
2011) gibi caligmalar literatiirde bildirilmektedir. Gida tagsisinin belirlenmesi
calismalarinda son yillarda popiiler bir yaklasim olarak ICP-MS teknigi kullanilarak
ballarda yapilan tagsisin belirlenmesine yonelik yapilan c¢aligmalara ulasilmistir
(Chudzinska ve Baralkiewicz 2010; Chudzinska ve Baralkiewicz 2011).

2.2.1.2. Izotop oram kiitle spektrometresi (IR-MS)

Izotop atomlar, ayn1 sayida protona sahip olan fakat ¢ekirdeklerinde farkli sayida
notron bulunan atomlar olarak tanimlanabilirler. Gida kaynagina bagli olarak
molekiillerin izotop igerikleri ve dagilimlari, ¢evresel faktorlerden ve sentez yollarindan
etkilenmektedir. Bu 6zellikden faydalanarak, ayni kimyasal yapiya sahip fakat farkli
kaynaklardan elde edilen molekiillerin kokeni (kaynagi) hakkinda bilgi sahibi
olunabilmektedir. Literatiirde izotopik analizler i¢in, gidalarda yapilan hilenin tespiti
icin kullanilan en etkili yontemlerden birisi oldugu ifadelerine rastlanmaktadir
(Calderone ve Guillou 2008; Luykx ve Van Ruth 2008; Sun 2008; Magdas vd. 2013).

Izotop Orami Kiitle Spektrometresi (IR-MS) hidrojen, karbon, oksijen, azot ve
kiikiirt gibi hafif elementlerin kararli izotoplarinin oranlarinin (2H/1H, 13¢c/i2c, 180/18Q,
I5N/¥N ve #5/%2S) analizinin yapilabildigi bir tekniktir (Sun 2008). Cizelge 2.7°de bazi
kararl izotoplarin dogal bolluk oranlar1 sunulmaktadir (Calderone ve Guillou 2008).

Cizelge 2.7. Bazi kararli izotoplarin dogal bolluk oranlar1 (Calderone ve Guillou 2008)

Element izotop Dogadaki Bollulugu (%)
Hidrojen H 99,99
’H 0,01
Karbon 12c 98,89
3¢ 1,11
Azot 1N 99,63
BN 0,37
Oksijen 0 99,76
0 0,04
180 0,20
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Izotop oram &lgiimleri icin kiitle spektrometreleri, hassas sonuglar vermesi igin
manyetik bir alana ve tiim iyon isinlarinin es zamanl olarak Olgiilmesi i¢in farkli
Faraday kaplarindan olusan ¢oklu toplama alanina sahiptir. izotopik farkliliklar oldukga
kiiciik degisimler gosterdigi i¢in per mil (%o) olarak « Delta » , « & » olarak tanimlanir.
Delta degeri belirlenmis bir orandir ve uluslararasi kabul edilmis bir elementin izotop
oraninin sapmasini gosterir (2.1) (Sun 2008).

8(%0)=(R6mekl Rstandart)/ Rstandart (2 . 1)

IR-MS calisma prensibi

IR-MS’de sadece gaz halindeki organik Ornekler analiz edilebilir. Bu nedenle
numune gaz formuna cevrilir. Numune iyonlastirilir. Iyonik yiikler, kiitle ayiricisinda
ayrilir. Delta sonucu degerlendirilir (Sun 2008).

Biyo-elementlerin izotop oranlart (*H/*H, BC/2C, *N/*N ve 80/0) bazi
faktorlere bagli olarak degisiklikler gostermektedir. Bu farkliliklarin g¢evresel veya
metabolik farkliliklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Calderone ve Guillou 2008; Sun
2008; Magdas vd. 2013).

Oksijen ve hidrojen

Hidrojen (*°H) ve oksijenin (*¥0) dogal izotop fraksiyonu, su dongiisiiniin
buharlasma ve yogusma islemlerine bagh olarak degisir (Calderone ve Guillou 2008).
Bu yiizden sicaklik, O ve ?H izotoplarmin zenginlesmesini etkileyen en &nemli
faktordiir. Sicaklik degisimleri 20 ve ?H’nin degisimlerine neden olur. Orta ve yiiksek
enlemlerde bu degisimi yansitacak diizeyde modellerin gelistirildigi bildirilmistir.
Ancak diisiikk enlemlerde yagislarin izotopik igeriginin, yagan yagmur miktari ile daha
yakindan ilgili oldugu ifade edilmistir (Sun 2008). Sekil 2.4’te oksijen ve hidrojen
elementlerinin izotopik fraksiyonlanmasi {izerine iklimsel ve cografik etkileri
sunulmaktadir (Calderone ve Guillou 2008).

Buharlasma
£ oo

Buharlasma T ke
2 oo
%‘*O D At] = Kar

b éb N 810 = -30 %c
d é Yagmur Yagmur
d ¢ d 50 = 0% 850 =- 5 %e
Buharlgsma
350 —} 9 %o
Okyanus suyu
\ 3"0=0%
82H =0 %«

Sekil 2.4. Oksijen ve hidrojen elementlerinin izotopik fraksiyonlanmasi iizerine iklimsel
ve cografik etkileri (Calderone and Guillou 2008)
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Hidrojen ve oksijenin izotopik fraksiyonunun olugsmasinda, ikinci nemli etki ise
yiiksekliktir. Yiikseklikteki her 100 metrelik artisin 80O oraninda %0-0,15 ile -0,5
arasinda, 2H oraninda %o-1 ile -4 arasinda degismelere neden oldugu bildirilmistir (Sun
2008).Bitki ve hayvanlardaki oksijen ve hidrojen izotopik zenginlesme ise genellikle
bolgesel yagislardan etkilenmektedir (Sun 2008). Bitki fizyolojisinde gergeklesen ve
bitkinin yetistigi ortamdaki su mevcudiyetine uyum saglamasini kolaylastiran stomanin
acilip kapanmasi olay1 izotop oranlarinin degisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Ayrica olgunlagsma déneminde gergeklesen buharlagsma-terleme olayi, izotop oranlarinin
degisimleri iizerine etkilidir. Bu fizyolojik olay, bitki ve meyvelerin sularinin ‘80 ve ?H
izotoplarinca zenginlesmesine neden olur. Bunun kanit1 olarak, asma gibi yeryiiziinde
yetisen bitkilerin, yer altinda biiyliyen seker pancar1 gibi bitkilere gore daha kuvvetli
buharlasma-terleme olayini gergeklestirmesinden dolayi, asmanin sahip oldugu sekerin
2H igerigi, seker pancarindaki sekerin ?H igeriginden daha zengin oldugu bilgisi
sunulabilmektedir (Calderone ve Guillou 2008).

Karbon

Metabolizmalarindaki farkliliktan dolayi bitkiler karbon asimilasyon yollar
bakimindan ii¢ kategoride siniflandirilabilirler (Sun 2008; Magdas vd. 2013). Bunlar;

e C3 bitkileri: Tim agaglar dahil olmak iizere bitkilerin ¢ogu, Calvin dongiisii
metabolizmasina sahiptir ve genellikle fotosentez sirasinda sentezlenen ilk organik
asitin karbon atom sayisindan dolayr C3 bitkileri olarak adlandirilirlar. §3C degerleri
%0-24 ile -32 arasinda degistigi ifade edilmistir (Sun 2008). Baska bir kaynakta bu
degerin %0-22 ile -33 arasinda degistigi ve ortalama degerin %o0-27 oldugu bildirilmistir
(Magdas vd. 2013). Bu grubun tipik drneklerinden en bileneni ise seker pancari’dir (Sun

2008).

e C4 bitkileri: Tropik bolgelerde yetisen bitkilerde goériilmekte olup, Hatch-Slack
metabolizmasina dayanmakta ve C4 bitkileri olarak adlandirilmaktadir (Sun 2008). C4
bitkileri C3 bitkilerinden yaklasik %014 daha fazla *C igermektedir (Magdas vd. 2013).
Misir, seker kamisi ve sorgum bu grupta yer alan bitkileden olup 8*C degerleri %o-12
ile -14 arasinda ifade edilmistir (Sun 2008). Magdas ve arkadaslar1 (2013) &!3C
degerlerinin %o-10 ile -16 arasinda oldugu bildirilmistir (Magdas vd. 2013).

e CAM bitkileri: kurak iklimlerde yetisen ve Crassulacean asit metabolizmasina
dayanan bitkilerdir. CAM metabolizmas1 C4 metabolizmasina benzer oldugundan CAM
bitkilerine ait 5!3C degerleri C3 ve C4 bitkileri’nin §*3C degerleri arasinda (%o-15 ile -
24) bir aralikta yer almaktadir. Ananas, kaktiis ve vanilya bu grupta yer alan bitkiler’dir
(Sun 2008).

Azot

Literatiirde bitkilerin N zenginlesmelerinin nedenleri; bitki tiirii, bitkinin
yetistigi toprak tiirli (meydana gelen tim mineralizasyon, nitrifikasyon, denitrifiasyon
stiregleri ve simbiyotik bakteri varlig1) ve giibre ¢esidi olarak bildirilmistir. Hayvanlarda
goriilen zengilesmenin nedeni ise, besin zincirindeki ®N’ce zengin diyetten
kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. Ayrica kullanilan sentetik giibrelerin, kullanildiklari
tarim iriinlerindeki azot degerlerinin azalmasina neden oldugu belirtilmistir (Sun 2008).
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Sonug¢ olarak, gida kaynagina bagli olarak izotop oranlari cesitli faktorlere
(glibre kullanimi, toprak bilesimi, mevsimsel faktorler, denizden olan yiikseklik,
damitma ve buharlagtirma vb.) bagli olarak farklilik gdstermekte olup, gidanin orijini
hakkinda 6nemli ipuglari vermektedir (Luykx ve Van Ruth 2008). Kararli izotop
analizleri son 30 yildir gidalarda yapilan hilenin tespiti i¢in kullanilan en etkili
yontemlerden birisi olup, Avrupa ve Kuzey Amerika’da gidalarin orijinalliginin tespiti
icin ¢esitli izotop analizleri resmi veya standart yontemler olarak kullanilmaktadir
(Calderone ve Guillou 2008). Literatiirde, IR-MS teknigi ile portakal sularina katilan
sekerin tespit edilmesinde (Antolovich vd. 2001), i¢eceklere katilan yasal olmayan
suyun tespit edilmesinde (Calderone ve Guillou 2008) tavuk yumurtasi, et (domuz eti,
tavuk), balda cografi orijinalliginin tespit edilmesi ve dogrulamasi1 (Malec-Czechowska
ve Wierzchnicki 2013), meyve sularmin dogrulanmasi amaciyla (Magdas vd. 2013) ve
stitlerin cografi kokenlerinin belirlenmesinde (Luo vd. 2016) kullanildigi tespit
edilmistir.

2.2.1.3. Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC)

Termal analiz, bir maddenin fiziksel 6zelliklerinin sicaklik fonksiyonu olarak
olgiildiigi bir teknikler grubu olarak tanimlanir. Diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC), 6rnek ve referans materyaline kontrollii ve ayni sicaklik programi uygulanirken,
biri 6rnege ve biri referansa ait olan iki 6l¢iim sensoriiniin kullanilmas: ile elde edilen
enerji girdilerinin farkinin, sicakliga kars1 fonksiyonunu 6lcen, kantitatif, hizli ve yikici
olmamasi sebebiyle en yaygin kullanilan termal bir tekniktir (Sun 2008; Simsek 2008).
Gii¢ dengeli ve 1s1 akisli olmak iizere temelde birbirinden farkli iki tiir DSC cihazi
gelistirilmistir (Sun 2008). Tez kapsaminda, 1s1 akisli DSC kullanilarak termal analizler
gergeklestirilmistir.

Is1 akisli DSC Cihazi, 1920 yilinda Tian ve Calvet tarafindan gelistirilmistir.
Calisma prensibi; numune ve referans madde ayni termoelektrik bir disk iizerindeki
platformlar iistiinde bulunan aliiminyumdan yapilmis kiigiik tepsilere yerlestirilir. Ist,
elektrikle 1sitilan diskten tepsilere, oradan da maddelere aktarilir. Iki tepside diferansiyel
1s1 akigi, termokapllar yardimiyla 6lgiilmesi esasina dayanir. Olusan sicaklik farki iki
malzeme arasindaki 1s1 akis farki ile dogru orantilidir. Sinyal (sicaklik farki) daha sonra
kalorimetrik duyarlilik kullanilarak bir gii¢ farkina dontstiiriiliir. Sekil 2.5°te 1s1 akigh
DSC cihazinin i¢ yapisi gosterilmistir (Sun 2008).
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Sekil 2.5. Is1 akigl DSC sistemi (Sun 2008)
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Sonug olarak, termogram olarak adlandirilan 1s1 akigina karsi sicaklik grafigi
uretilmektedir (Sekil 2.6). Sicaklik degistikge termogram c¢izgisinde meydana gelen
degisimler {irin hakkinda bilgi vermektedir. Bu tiir DSC cihazi i¢in, 1s1 akisindaki bir
artis ekzotermik bir siireci ifade ederken, azalma ise endotermik bir siireci
gostermektedir (Skoog, et al. 2007).

Ekzotermik olay

Is1 akisi (mW)

! Endbtermik olay

90 1o 130 - 150 170 I‘;O
Sicakhk (-¢)

Sekil 2.6. Ornek DSC termogrami (Skoog vd. 2007)

Modern DSC cihazlar1 ile kullanicilar, erime noktalarini, camsi gecis
sicakliklari ve 1s1 kapasite degerlerini belirleyebilmektedir. Ayrica kinetik olaylar ve
diger gegis sicaklik dereceleri de hesaplanabilmektedir. Gegis sicakliklari; materyalin
bir durumdan diger duruma gegerkenki 1s1 kapasitesindeki degisimi gosterirken, pikin
altinda/iistiinde kalan alan ise, entalpi degisim degeri ile orantili olarak degismektedir
(Skoog vd. 2007).

DSC analizleri ile elde edilen kalorimetrik veri gida maddelerinin islenmesi ve
depolanmasi siireglerinde termal gecislerin anlagilmasi noktasinda 6nem arz etmektedir.
Bununla birlikte, gida maddesini meydana getiren birtakim 6geler termal davraniglar
acisindan farkli davraniglar sergileyebilmekte ve bu davranislarin incelenmesi ile gida
maddesinin saflig1 ve cografi kdkenleri hakkinda birtakim verilere ulasilabilmektedir.
Yapilan literatiir ¢aligmalarinda, gidalardaki hilelerin belirlenmesinde, un ve
nigastalarda retrogradasyon, jelatinizasyon ve camsi gegis; kat1 ve sivi yaglarda erime
noktasi, kristalizasyon, polimorfik davranislar ve oksidasyon stabilitesi; sebzelerden
elde edilen tozlarda camsi gecis; proteinlerde denatiirasyon ve agregasyondan siklikla
yararlanildig1 tespit edilmistir (Skoog vd. 2007; Sun 2008).

Nisasta, salebin ikinci ana bilesenini olusturmakta olup salep tagsisi konusunda
da farkl tlirden nisastalar yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida maddelerinde bulunan
dogal veya modifiye tiirden nisastalar DSC termograminda farkli piklere neden
olmaktadir. Nisastanin tiiriine bagli olarak 50 ve 80 °C arasinda jelatinizasyon, 100 °C
tizerinde amiloz-lipit kompleksi ve 140 °C’nin iizerinde ise yeniden kristallenmis amiloz
ve yeniden kristallenmis amilopektinde retrogradasyon goriilmekte olup bu degerler
nisasta tiirleri arasinda farkliliklar arz etmektedir (Heussen vd. 2011). Ayrica literatiirde;
DSC sistemi Kkullanilarak tereyagindaki hayvasal yag miktarinin tespit edilmesinde
(Coni vd. 1994), ballarda yapilan hilelerin belirlenmesinde (Cordella vd. 2002a),
zeytinyaglarinda farkli tiirden yaglar ile yapilan tagsisin tespit edilmesi (Chiavaro vd.
2009; Van Wetten vd. 2015) ve tereyagi ile hurma yag1 katilarak yapilan tagsisinin
tespit edilmesi (Tomaszewska-Gras 2016) gibi ¢alismalarinda yer aldigi tespit
edilmistir.
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2.2.1.4. Yiiksek performans s1vi kromatografisi (HPLC)

Kromatografik teknikler cesitli sekillerde gida analizinde kullanilan O6nemli
yontemler arasinda yer almaktadir. Kromatografi terimi, bir hareketli faz ve bir sabit faz
arasinda analitlerin adsorpsiyonuna dayanan teknikleri kapsamaktadir. Bunlar genellikle
sabit ve hareketli fazlarin karakterine, sabit fazin bigimine ve molekiillerin ayrilma
giiclerine gore siniflandirilirlar (Sun 2008).

Sivi kromatografisi (LC), kat1 destek (adsorban) ile doldurulmus bir kolon ve
destek yatagi boyunca hareket eden bir sivi kullanilarak yapilan, ugucu olmayan ve
termal olarak kararsiz bilesenlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemdir. Bilesenler,
hareketli faz ile adsorban boyunca hareket eder, bu sirada bilesenler hareketli ve sabit
faz arasindaki dagilim katsayisindaki farkliliktan dolay: ayrilir. Ayrilan bilesenler kolon
cikisina baglanan dedektorle tespit edilerek miktarlariyla orantili olarak dlgiliir.
Dedektor tarafindan elde edilen ve analit konsantrasyonun zamana bagli fonksiyonunu
gosteren grafikler kromatogram olarak ifade edilmektedir (Skoog vd. 2007).

Stvi kromatografi tekniginin literatiirde genis kapsamda kullanilmaya
baslamasindan sonra zamanla analiz siiresini azaltma ihtiyact olugsmustur. Bu amagla
yapilan ¢alismalarda, yiiksek basing (yaklasik 400 bar) uygulanmasiyla beraber kolon
dolgu maddesi ve dedektorlerdeki iyilestirmeler cihaz performansinin yiikselmesini
sagladigi goriilmiistiir. Dolayisiyla 1970’lerin ortalarindan sonlarmma dogru sivi
kromatografisi “yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)” adiyla anilmaya
baglamistir. HPLC teknolojisinin hizli gelisimi, kii¢iikk ve spesifik bilesenlerin veya
bunlarin gruplarinin ayirilip saptanmasini kolaylastirmistir. Bundan dolayi, literatiirde
bilesenlerin arastirilmasi i¢in miikkemmel bir ara¢ oldugu ifade edilmektedir (Sun 2008).

Sivi kromatografisinin ¢ok genis {riin gruplarimi analiz edebilen analitik
tekniklerden biri olmasinin en 6nemli nedeni olarak, mevcut ¢ok sayida farkli dedektor
tipinin olmasindan kaynaklandig: bildirilmektedir. Tek veya ¢oklu dalga boyu UV-Vis
dedektorler, rutin analizde yaygin olarak kullanilirken; diyot dedektorleri, ayn1 anda
belirlenen genis bir dalga boyu spektrumu boyunca absorbansi dlger ve analitlerin gegici
olarak tanimlanmas igin degerli bilgiler saglayabilmektedir. Floresans dedektorler, cok
diisiik analit seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Elektrokimyasal algilama
dedektorleri, yiiksek hassasiyet ve secicilik saglayabilir ve redoks-aktif bilesenlerin
analizine uygulanabilmektedir. Refraktif indeks dedektorleri ise, 1s1gin kirilmasi veya
biikiilmesi 6zelliginden faydalanilarak sonug verir ve genellikle analitler UV emilimi
gostermediginde (6rnegin karbonhidrat diizeyinin belirlenmesi igin) tercih edilmektedir
(Sun 2008).

Gidalarda karbonhidrat diizeylerinin tespitinden yola c¢ikilarak taklit/tagsisin
belirlendigi pekgok literatiir ¢alismalarinin mevcut oldugu tespit edilmistir. Kahvede
kavrulmus soya ve bugday ile yapilan tagsisin belirlenmesinde, 6rneklerin karbonhidrat
kompozisyonu belirlenmis ve saf kavrulmus kahvenin galaktoz ve mannoz acisindan
zengin oldugu, kavrulmus bugday ile yapilan tagsisin belirlenmesinde belirleyici
unsurun glikoz oldugu, kavrulmus soya ile yapilan tagsisin belirlenmesinde ise
fruktozun belirte¢ oldugu bildirilmektedir (Pauli vd. 2014).
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Benzer bir baska calismada, kahvelerde bugday ve bolgesel bir tohum (acai
seed) ile yapilan tagsisin belirlenmesinde arabinoz, galaktoz, glikoz, ksiloz ve mannoz
bilesenleri arastirilarak galaktozun kahve tagsisinin belirlenmesi i¢in karakteristik bir
bilesen oldugu sonucuna varilmistir (Domingues vd. 2014). Kimyasal bilesim agisindan
degerlendirildiginde salebin de yiilksek oranda karbonhidrat kaynagi oldugu
sOylenebilmektedir. Bu kapsamda Avrupa salebi (konyak) {izerine yapilan ¢aligmalarda
yapida bulunan glukomannanin mannoz ve glikoza oranlarinin bitkinin orijini hakkinda
Ozgiinliik ifade ettigi ve konyakta bu oranin 1,6:1 oldugu, bunun karsiliginda orkide
yumrularinda 3,6:1 oranlarinda olduklari belirtilmektedir (Alonso-Sande vd. 2009).

2.2.1.5. Orbitrap kiitle spektrometresi (ORBITRAP-MS)

1980°1i yillardan bu yana, MS giderek artan bir sekilde kullanilmaya
baslanmistir. Ozellikle, gida bilimleri alaninda, MS tabanli teknikler, kalite, orjinallik ve
islevsellik konularinin belirlenmesine giivenilir teknikler oldugu i¢in hizla gelismistir
(Pico 2015). Bir MS sistemi ii¢ ana boliimden olusur: her bilesenden iyonlar: iireten
iyon kaynagi; farkli m/z oranlarinin iyonlarini ayirmak icin kiitle analizorii; ve iyonlar
toplayan detektordiir (Sun 2008).

Kiitle analizorlerinde, iyonlarin hareketleri, manyetik ve/veya elektriksel alan ile
gerceklesmektedir. Bu alanda hareketli yiiklii bir parcacik sahip oldugu momentuma
(kiitle.h1z) ve kinetik enerjiye bagl olarak diger bir yiiklii parg¢aciktan ayrilmaktadir
(Skoog vd. 2007). Bu temel 6zellige dayanarak ¢alisan; manyetik sektor, kuadrupol (Q),
kuadrupol iyon tuzag (QIT), u¢us zamanli (TOF), orbitrap ve iyon siklotron rezonans
(ICR) analizorleri giinimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir (Skoog vd. 2007; Pico
2015).

Orbitrap kiitle analizorii 2000 yilinda Alexander Makarov tarafindan tasarlanmis
ve 2005 yilinda piyasaya sunulmustur. Kiitle spektrometresi alaninda giiniimiizde
orbitrap analizorii ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Bir iyon tuzagi analizorii olan bu
analizorlin, diger iyon analizorlerinden farki, iyonlart tutmak igin manyetik veya
dinamik elektrik alanlarina ihtiyag duymadan, iyon frekansina gore analiz yapmasidir
(Pico 2015). Analizor, bir ¢ift dis elektrot tarafindan ¢evrelenen merkez elektrottan
olusmaktadir. Iyonlar, merkez elektrot etrafinda r yoniinde (radyal ve agisal) orbital
hareket ederken ayn1 zamanda z yoniinde (eksensel) stirekli olarak salinim yapmaktadir.
r yoniindeki hareketi, iyon kiitlesinden bagimsiz olarak iyonlarin kinetik enerjisinden,
dis ve i¢ elektrotlar arasindaki elektriksel alan kuvvetinden kaynaklanmaktadir. z
yoniindeki hareketi ise, tamamen bagimsiz olup, elektrotlar arasindaki sabit
potansiyelde iyonlarin sadece m/z degerine gore gerceklesmektedir. Sekil 2.7’de
iyonlarin orbitrapteki hareketleri sunulmaktadir (Hu vd. 2005).

Sekil 2.7. Orbitrap MS sistemindeki iyon hareketleri (Hu vd. 2005)
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Bu analizoriin, basit bilesenlerin tanimlamasindan karmagik yapidaki
matrikslerde eser miktarda bulunan bilesenlerin analizine kadar genis bir uygulama
alanina sahip oldugu bildirilmektedir (Pico 2015). Orbitrap kiitle analizorii ile giivenilir
kiitle 6l¢timleri yapilarak 1 ppm degerinin altinda kiitle sapmasi elde edilebilmektedir
(Makarov ve Scigelova 2010).

Literatiirde cesitli {iriinlerde orijinalligin ve hilelerin belirlenmesinde gidadaki
organik asit belirlenmesiyle ilgili ¢alismalarin yapildig: tespit edilmistir (Cordella vd.
2002b; Sun 2008; Pico 2015). Bitkisel tiriinlerde organik asit profili ve diizeyleri
bitkinin yetistigi toprak ve maruz kaldig1 stres durumlarina gore degisebilmektedir.
Literatiirde bu kapsamda izlenen organik asitler genellikle tartarik, malik, sitrik, laktik
ve askorbik asit olarak belirtilmesine ragmen, bitki koklerinin baz1 6zel organik asitlerce
de zengin oldugu bilinmektedir. Tipik olarak koklerdeki organik asit miktarinin kokiin
kuru agirhiginin yaklastk % 1-4 arasinda degistigide literatiirde yer alan bilgiler
arasindadir (Jones 1998).

2.2.1.6. Sivi kromatografi kiitle kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)

LC ve MS kombinasyonunu, yiiksek segicilik ve hassasiyette saglamasindan
dolay1 ayirma ve saptama icin en ideal yontem oldugu bildirilmistir. Ancak baz1 ¢ok
karmagik karigimlar i¢cin LC ve MS kombinasyonu yeterli ¢oziiniirliik saglamadigi, bu
gibi durumlarda MS/MS teknolojisinin devreye girdigi ifade edilmektedir. Standart
HPLC tekniginde maddenin sadece alikonma zamani teshis edilir iken LC-MS/MS

teknolojisi ile alikonma zamanina ek olarak ‘ana ve ikincil’ iyonlar
degerlendirilmektedir (Skoog vd. 2007).

LC-MS/MS c¢alisma prensibi; karisik molekiillerde birinci MS’de molekiillerin
kendine ait ana iyonlar1 olusmaktadir. Boylelikle igerigi bilinmeyen Ornegin
karakteristik ana iyonu diger bilesenlerden ayrilip segilerek tanimlanmaktadir. Birinci
MS’de ayrilmis olan ana iyon ikinci MS’e gonderilir. Burada ikincil (yavru) iyonlarina
ayrilir. Ana iyon ve ikincil iyonun beraber tanimlanmas: birlesigin daha yiiksek
secicilikte tanimlanmasini ve bilesenlerin  tamamen ayirt edilebilmesini olanak
saglamaktadir. LC-MS/MS cihazi; yiiksek hassaslik, az miktarda reaktif gerekliligi,
genis analitik 6l¢lim araligi, ayn1 anda yiizlerce analitin 6lgiilebilmesi gibi avantajlara
sahip olana bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Skoog vd. 2007). Ozellikle amino
asit dizisi homolojisine dayanarak proteinlerin tanimlanmasi igin ¢ok 6nemli bir teknik
oldugu belirtilmistir (Pico 2015).

Diinya’da gidalardaki taklit ve tagsisinin belirlenmesine yonelik g¢alismalar
yaygin bir sekilde yapilmakla birlikte, iilkemizdede biiyilkk 6nem arz eden konular
icerisinde yer almaktadir. Cizelge 2.8’de literatlir taramasi sonucunda tespit edilen
Tiirkiye’de gidalardaki taklit ve tagsisin belirlenmesine yonelik yapilmis calismalar
ozetlenerek sunulmaktadir. Caligsmalar incelendiginde 6zellikle son 10 yilda gidalarla
ilgili taklit ve tagsisin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalarin biiyiik bir ivme kazandigi
gorilmektedir.
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Cizelge 2.8. Son 20 yila ait Tiirkiye’de gidalarda taklit ve tagsisin belirlenmesine yonelik yapilmis olan igerigine ulasilabilmis ¢aligmalar

Uygulama Matriksi

Tespit amach kullanilan teknik

incelenen bilesen(ler) Kemometrik teknik

Kaynak

Pastirma

Sig1ir igyagt, koyun
kuyruk yag1 ve
tereyagi

Siit tozu

Bal

Tereyagi

Pekmez

Cikolata (kakao yagi)
Narinciye suyu
Zeytinyagi

Kasar peyniri

Portakal suyu

Bal

Zeytinyag1
Nar suyu
Zeytinyag1
Pekmez
Bal

Kofte

Nar suyu
Bal

Tereyagi
Raki

Kimyasal ve mikrobiyolojik analizler
FTIR, GC

HPLC
HPLC, Lane Eynon yontemi
DSC

Kimyasal analizler, enzimatik
analizler ve AAS

HPLC
HPLC

HPLC, spektrofotometre

Kimyasal ve mikrobiyolojik analizler,
GC

HPLC

AAS, HPLC, IR-MS ve Kimyasal
analizler

FTIR

FTIR

FTIR

HPLC, IR-MS ve iTK
IR-MS
Mikrobiyolojik
Kapiler elektroforez
IR-MS

Raman spektroskopi

MIR spektroskopi

Nem, lipit, kiil, protein, tuz
Lipit

Nem, kiil, protein, karbonhidrat,
Karbonhidrat

Lipit

Karbonhidrat, kiil, mineraller
Lipit

Organik asit

Lipit

Karbonhidrat, lipit

Amino asit, organik asit,
karbonhidrat, flavonoidler

Nem, kiil, karbonhidrat, vitamin C,
prolin, potasyum

Lipit PCA
PCA ve PLS
Lipit PLS, PLS-DA ve PCA

Karbonhidrat, [zotop oranlar1
izotop oranlar

Amino asit

izotop oranlart

PCA, PCR, PLS ve
ANNSs

PCA ve PLS

(Dogruer vd. 1995)
(Javidipour 1998)

(Hafiza 2000)
(Sahin 2000)
(Aktas ve Kaya 2001)

(Simsek vd. 2004)

(Ozocak 2004)
(Karadeniz 2004)
(Okay 2004)

(Balkar 2006)
(Kirit ve Ozdemir 2007)

(Guler vd. 2007)

(Tas 2008)

(Vardin vd. 2008)
(Giirdeniz ve Ozen 2009)
(Yilmaz 2011)

(Simsek vd. 2012)

(Ali vd. 2012)

(Tezcan vd. 2013)
(Tosun 2013)

(Uysal vd. 2013)
(Yiicesoy ve Ozen 2013)
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Cizelge 2.8’in devam

Uygulama Matriksi ~ Tespit amach kullanilan teknik  incelenen bilesen(ler) Kemometrik teknik Kaynak
Bal Kimyasal analiz, IR-MS Nem, kiil, prolin Karbonhidrat, izotop (Giiney 2014)
oranlar1

Fiziksel, kimyasal analizler,

Piring Pisme testi Rutubet, kiil, protein (Yazman 2014)

Bal IR-MS [zotop oranlart (Guler vd. 2014)

Bal IR-MS [zotop oranlart (Cinar vd. 2014)

Bal HPLC Kuru madde, kiil, karbonhidrat PCA (Yilmaz vd. 2014)

Bal IR-MS Izotop oranlar (Cengiz vd. 2014)

Bal Kimyasal analizler ve IR-MS E;f&iﬁ%igfzéggzyfgﬁg 1:11 madde, (Kutlu ve Bengii 2015)

Siit FTIR PCA, PLS ve GILS (Samancioglu 2015)
Fiziko-kimyasal analizler,

Sucuk mikrobiyolojik ve duyusal Rutubet, Lipit, Protein (Pehlivanoglu vd. 2015)
analizler

Tereyag1 Kimyasal analizler Lipit (Kahyaogiu ve Cakmaker

2016)

Nar suyu HPLC Fenolik bilesenler (Ongan 2016)

Kakao tozu HPLC Karbonhidrat, azotlu organik bilesen (Karamanoglu 2016)

Zeytinyagi Kirmim ydntemi (Ekici ve Dinleyici 2016)

Bitki tiirleri Mikrobiyoloji (Kesmen vd. 2017)
Lazer indiikklenmis floresans

Meyve suyu dedektdrlii misel elektrokinetik Prolin ve arjinin (Tezcan vd. 2017)

Arabika kahvesi

kromatografi

LIBS Spektrofotometre, ICP-OES  Mineral maddeler

PCA ve PLS

(Sezer vd. 2018)

FTIR: Fourier dontisiimlil kizilotesi spektroskopisi, GC: gaz kromatografi, HPLC: Yiiksek performansl sivi kromatografi, DSC: diferansiyel taramali kalorimetre, AAS: Atomik absorbsiyon spektrofotometresi,
IR-MS: izotop Orani Kiitle Spektrometresi, ITK: ince tabaka kromatografi, MIR: Orta kizildtesi spektroskopisi, ICP-OES: Indiiktif eslesmis plazma atomik emisyon spektroskopisi, LIBS: Lazer kaynakh
breakdown spektroskopisi, PCA: Temel bilesenler analizi, PLS: Kismi En Kiigiik Kareler Ayirict Analizi, PCR: Temel bilesenler regresyonu, ANNs: Yapay sinir aglari
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2.2.2. Veri analizleri

Yapilan bir deneysel ¢alisma sonrasinda elde edilen verilerin hesaplamalarina
geemeden Once dikkatle incelenmesi gerekmektedir. Elde edilen veriler arasinda
birbirinden farkli degerler bulunuyorsa veya degerler arasinda biiylik dengesizlik s6z
konusu oldugu durumlarda, verilerin benzer birimlere ¢evrilmeleri veya ortalama deger
etrafinda toplanmasi  gerckebilmektedir. Bu ve benzer durumlarda verilere
normalizasyon vb. On islemler uygulanarak veri 6n islemine tabii tutularak veri
analizine hazir hale getirilmelidir (Brereton 2003).

Aletsel tekniklerin gelismesine bagli olarak artan verilerin dogru ve giivenilir
sekilde degerlendirilmesi asamalarinda da bir takim ihtiyaglar ortaya ¢ikmistir. Buna
bagli olarak da kemometri kavrami dogmustur. Kemometri kavrami kisaca, kimya ve
analitik kimya uygulamalarindan elde edilen verilerin bilgisayar ve ¢esitli yazilimlar
kullanilarak istatistiksel ve matematiksel yontemlerin uygulanmasiyla bu verilerden
daha yararl bilgilerin elde edilmesi islemi olarak ifade edilebilmektedir. Kemometrik
hesaplamalarda genellikle Excel, MATLAB ve diger paket programlar kullanilmaktadir.
Kimya ve analitik kimya uygulamalarinda kullanilan kompleks karisimlarin kalitatif ve
kantitatif analizinde hizli, dogru, kesin ve giivenilir sonuglara ulagsmak igin esnek ve ¢ok
yonlii ¢oziimler sunmasi kemometrik yontemlere ragbetin artmasina neden oldugu
soylenebilmektedir (Ding 2007; Sun 2008; Marini 2013; Pico 2015). Tanimlayici ve
aciklayict istatistik, sinyal isleme, deneysel tasarim, modelleme, kalibrasyon,
optimizasyon, yap1 tanima, siniflandirma, yapay akil yontemleri, resim isleme, bilgi ve
sistem kurami gibi kavram ve uygulamalar kemometrinin konularini olusturmaktadir
(Ding 2007).

Son 10 yilda gidalardaki tagsisin belirlenmesinde aletsel cihazlardan elde edilen
verilerin kemometrik yontemlerle islenmesi uygulamalarinin bir ivme kazandigi ifade
edilebilmektedir (Di Anibal vd. 2009; Chudzinska ve Baralkiewicz 2010; Gok vd. 2015;
Ku$ ve Van Ruth 2015). Ozellikle ¢ok degiskenli 6lgme tekniklerinde, yapilan
calismalardaki tek bir bilesige bakilmasi yerine tiim bilesenlerin  birlikte
degerlendirilmeye alinmasi sebebiyle tek degiskenli 6l¢gme tekniklerine gére dnemli bir
avantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sun 2008; Marini 2013).

2.2.2.1. Cok degiskenli simiflandirma teknikleri

Smiflandirma teknikleri, genel anlamda, nesnenin kendisini tanimlamak veya
karakterize etmek i¢in kullanilan tekniklerdir. Cok degiskenli siniflandirma teknikleri,
sistemin olusturulma sekline gore yonlendirmeli ve yonlendirmesiz teknikler olmak
tizere 2 sekilde gruplandirilmaktadir (Marini 2013).

Yonlendirmesiz teknikler

Yonlendirmesiz tekniklerde veriler sebep-sonu¢ ya da girig-¢ikis seklinde
etiketlemeden, veri igerisinde var olan iliskiler ve yapilar iizerinden bilinmeyen bir
yapty1 tahmin etmek icin kullanilan bir tekniklerdir. Temel bilesenler analizi (PCA), en
basit ve ¢ok kullanilan yonlendirmesiz tekniklerden biridir (Brereton 2003; Pico 2015).
PCA verinin kovaryans matrisinin Ozvektorleri tiizerinden, higbir smf bilgisi
saglanmadan, verinin varyansini maksimize eden dogrultulara yansitir.
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Bu islem spektral ve ¢oklu kimyasal analiz gibi degiskenler aras1 korelasyonun
yiiksek oldugu durumlarda bilginin “sikistirilarak” ¢ok daha az boyutta incelenmesine
olanak tanir. Bu yansitma islemi iizerinden, Ornegin 2 boyuta indirgenmis grafik
vasitastyla, muhtemel gruplanmalar ve disarida kalmis ya da sorunlu O&rnekler
gozlemlenebilir (Brereton 2003; Ortiz vd. 2013).

Yonlendirmeli teknikler

Yonlendirmeli tekniklerde ise verilen girdi kiimesinden istenen ¢ikt1 kiimesinin
elde edilmesi igin bir fonksiyon ogretilmektedir. (Brereton 2003). Yonlendirmeli
tekniklerinden kismi en kii¢iik kareler (PLS) algoritmasini temel alan kismi en kii¢iik
kareler ayirict analizi (PLS-DA) olduk¢a yaygin olan ¢ok degiskenli bir boyut kii¢iiltme
teknigi oldugu bildirilmektedir (Perez ve Narasimhan 2017). Elde edilen ilk dogrultular
ilisgkiyi en iyi agiklayan dogrultular iken, son dogrultular ise giiriiltiye ya da
konsantrasyonla iligkisiz bilgilere tekabiil edebilir. Bu dogrultular temel bilesen (PC) ya
da gizli degisken (LV) olarak adlandirilabilmektedir. PLS-DA, asir1 sayida sonug
verebilmektedir ve bu nedenle kullanilacak en iyi LV sayisint segmek i¢in dikkatli bir
dogrulama adimi gereklidir. Optimal LV sayisinin belirlenmesinde ¢esitli yontemler
olmasma ragmen, bir O0rnegi disarida birakan capraz dogrulama (LOOCV) en sik
kullanilan yontemlerden biridir. Bu islem gergeklestirilirken her seferinde bir 6rnek
disarida birakilir. Cizdirilen grafikte en hizli diisiisiin gerceklestigi nokta ise LV sayisi
olarak segilir. Se¢ilen LV degeri ile nihai model kurulur (Brereton 2003; Marini 2013).

2.3. Metot Validasyonu

Metot validasyonunun (gecerli kilma) tanim1 ISO 17025 standardinda "bir metod
veya Ol¢lim prosediiriiniin belirlenen amaclara uygunlugunun objektif olarak test edilip
belgelendirilmesidir" seklinde yapilmistir (TS EN ISO, 2012a). Bir analiz i¢in yeni
metot gelistirildiginde, herhangi bir metot laboratuvarda ilk defa uygulanacaginda,
kullanilmakta olan yontemde degisiklik yapildiginda, farkli bir kisi ya da farkli bir cihaz
kullanilacaginda, iki yontem karsilagtirilacagi zaman, uzun siire kullanilmayan bir
yontem yeniden kullanilacagt zaman ve kalite kontrol testleri sonunda metodun
performansinda zamanla bir degisme oldugu anlasildifinda metot valide edilmelidir
(Kalra 2011). Uygulanacak olan metot tipine gore hangi validasyon parametrelerinin
yapilmasi gerektigi Cizelge 2.9’da gosterilmistir (Taverniers vd. 2004).

Cizelge 2.9. Metotlara gore validasyon parametreleri (Taverniers vd. 2004)

METOT TIPI
Parametre Safhk .
Tammlama Limit Miktar___' "
Gerceklik - _x + +
Kesinlik - - + +
Spesifiklik + + +
Tespit sinir1 (LOD) % + - )
Tayin sinir1 (LOQ) % - + 3
Dogrusal/Ol¢iim Araligt - - + +
Dogrusallik - - + +
Saglamlik + + +

* Istege bagli dlciilebilir
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2.3.1. Dogrusallik

Dogrusallik 6l¢limii icin, kalibrasyon grafiginin olusturulmasi gerekmektedir.
Kalibrasyon grafiginin olusturulmasinda kullanilan en ideal yaklasim 6rnegin cihaza
verilmesinden sonra elde edilen analitik sinyalin kalibrasyon grafiginin orta bolgesine
diismesini saglamaktir. Hazirlanacak standartlarin konsantrasyon araligiin en az alti
olmasi1 ve her bir standardin en az 3 kez cihaza verilmesi 6nerilmektedir (Taverniers vd.
2004). Calisma sonucunda standartlarin konsantrasyonuna karsi cihazdan elde edilen
analitik sinyal baz alinarak bir kalibrasyon grafigi c¢izilmektedir; grafikten elde edilen
egrinin korelasyon katsayis1 (R?) hesaplanmaktadir. Ortalama degeri formiil (2.2)’de
gosterildigi gibi hesaplanmistir. Standart sapmanin hesaplanmasinda formiil (2.3)’ten
yararlanilmigtir (Kalra 2011).

X =(X1+ X2+...+ Xn)/N (2.2)
SD=\Y (x-X)/(n-1) (2.3)
D : Ornege ait verilerin standart sapmasi

: Tlgilenilen 6rnek
: Ornek sayisi
: Ornege ait verilerin ortalamast

Xl 5 X Wn

2.3.2. Tespit siir1 (LOD) ve tayin simir1 (LOQ)

Tespit sinir1 (LOD) bir analitik metot ile giivenilir olarak belirlenebilen en diisiik
analit konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Kromatografik dl¢timlerde pratik bir
kural olarak S/N oranininin, alinan cevabin standart sapmasinin (SD) veya kalibrasyon
egrisinin egimine (S) oraninin 3 kati LOD degeri olarak kabul etmektedir (Taverniers
vd. 2004; Kalra 2011). Tayin sinir1 (LOQ), analitik metodun Glgebilecegi en biiyiik
deger olup, belirlenmesi icin tespit sinir1 ¢alismasindan elde edilen sonucun 2,5-3
katinin alinmas1 veya c¢ok diisiik konsantrasyonda analit eklenmis ornek koriiniin
standart sapmasinin 10 katinin Ol¢iim smir1 olarak belirlenmesi Onerilmektedir
(Taverniers vd. 2004; Kalra 2011).

2.3.3. Dogruluk

Bir cihazin, ekipmanin, metodun veya 0lgiim sisteminin g¢alisildigi laboratuvar
kosullarinda belirlenen amaca uygun oldugunun test edilerek yazili kayitlarla
onaylanmasidir. Dogrulugun iki alt bileseni vardir. Bunlar gergeklik ve kesinliktir. Bir
metodun sistematik hatasi (bias) dogrulugun gergeklik bilesenini, rastgele hatasi ise
kesinlik bilesenini olusturur (Taverniers vd. 2004).

1) Gergeklik; Olgim sonucu ortalamasi ile gercek deger (referans deger)
arasindaki yakinhg ifade eder. Gergeklik calismasi geri kazanim bulunarak
hesaplanabilir. Geri kazanim ¢alismasi, analitik metodun bir biitiin olarak
degerlendirilmesidir. Bir analitin ornekten ne kadar iyi ekstrakte edilebildiginin ve
analitik cihazda ne kadar iyi 6l¢iim yapilabildiginin bir gostergesidir. Genellikle ii¢
yoldan biri ile saptanir. (Taverniers vd. 2004).
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a) Bilinen konsantrasyondaki bir drnegin analiz edilmesi ve Olgiilen deger ile
gercek degerin (referans standartlar1) Karsilastirilmas: ile belirlenir. Hesaplamada
kullanilan formiil (2.4)’te gosterilmistir (Taverniers vd. 2004).

RM=Cobs/Ccrm (2.4)

Cobs : Bulunan konsantrasyon degeri
Ccrm : Referansin konsantrasyon degeri

b) Onceden kullanilan alternatif metodun sonuglariyla yeni bir metottan elde
edilen analiz sonuglarinin karsilagtirilmasi bulunabilir. Hesaplamada kullanilan formiil
(2.5)’te gosterilmistir (Taverniers vd. 2004).

Rm:Cmet/Cref (25)

Cmet : Metotla bulunan miktar
Cref : Referans metotla bulunan miktar

¢) Ornek matriksine bilinen miktarda analitin eklenerek geri kazanimia
dayanmaktadir. Hesaplamada kullanilan formiil (2.6)’da gosterilmistir (Taverniers vd.
2004).

Rm:(cobs‘Csamp)/Cspike (2-6)

Csamp : Ornegin konsantrasyon degeri
Cspike : Eklenmis konsantrasyon degeri

Geri kazanim ¢aligmalarindan elde edilecek sonuglar 6rnegin yap1 ve bilesimine,
ornek hazirlama teknigine ve analitin Ornekteki konsantrasyonu gibi cesitli
parametrelere bagli olarak degisim gostermektedir. Ornekte bulunan analit
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilebilecek geri kazanim oranlari i¢in Onerilen
degerler cizelge 2.10’da sunulmaktadir (Taverniers vd. 2004).

Cizelge 2.10. Analit konsantrasyonuna bagli olarak olmasi gereken geri kazanim
oranlar1 (Taverniers vd. 2004)

Analit (%) Analit/Numune Orani Birim Geri kazamim oram (%0)
100 1 1000 g/kg 98-102
10 101 100 g/kg 98-102
1 102 10 g/kg 97-103
0,1 103 1 g/kg 95-105
0,01 10 100 mg/kg 90-107
0,001 10° 10 mg/kg 80-110
0,0001 10° 1 mg/kg 80-110
0,00001 107 100 pg/kg 80-110
0,000001 108 10 pg/kg 60-115
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2) Kesinlik; ayni kosullarda yapilan bagimsiz 6l¢iim sonuglarmin birbirine
yakinliginin 6l¢iisiidiir ve 6l¢iim sonuglarmin ortalama deger etrafindaki dagilimini
gostermektedir. Kesinlik parametresi kendi igerisinde tekrarlanabilirlik ve tekrar
tiretilebilirlik olmak iizere ikiye ayrilir (Taverniers vd. 2004):

a) Tekrarlanabilirlik; bir maddenin ayni 6l¢iim kosullarinda (ayn1 kisi, ayni cihaz
ve ekipmanlar, ayni laboratuvar sartlari), kisa zaman aralifinda yapilan Olglim
sonuglarinin birbirine yakinligint degerlendirmek amaciyla standart sapmasinin
hesaplanmasidir. Standart sapmayi 6l¢iim sonucundan bagimsiz ve birimsiz olarak
raporlamak igin bagil standart sapma (% RSD) formiil (2.7)’den yararlanilarak
hesaplanir (Taverniers vd. 2004). Ornekte bulunan analit konsantrasyonuna bagli olarak
elde edilebilecek % RSD oranlari i¢in 6nerilen degerler Cizelge 2.11’de sunulmaktadir
(Kalra 2011).

% RSD=(SD/X)*100 2.7)
SD : Ornege ait verilerin standart sapma
X : Ornege ait verilerin ortalamasi

Cizelge 2.11. Analit konsantrasyonuna bagli olarak olmasi1 gereken tekrarlanabilirlik
kesinligi (Taverniers vd. 2004)

Analit (%) Analit/Numune orani Birim % RSD

100 1 1000 g/kg 13
10 10 100 g/kg 2.8
1 107 10 g/kg 2,7
0,1 103 1 g/kg 3,7
0,01 10 100 mg/kg 5,3
0,001 10° 10 mg/kg 7.3
0,0001 10° 1 mg/kg 11
0,00001 10”7 100 pg/kg 15
0,000001 10° 10 pg/kg 21

b) Tekrar Uretilebilirlik; Analizi yapan kisi, farkli cihaz veya farkli laboratuvar
veya farkli giinlerde elde edilen sonuglarin % RSD olarak hesaplanmasidir (Taverniers
vd. 2004).

2.3.4. Dogrusal/Ol¢iim aralig

Dogrusal aralik ise kalibrasyon isleminin dogrusal oldugu derisim araligidir
(Kalra 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma ii¢ asamali olarak tasarlanmustir. ilk asamada Tiirkiye saleplerini temsil
edebilecek sekilde yas yumrular temin edilmis ve toplanan yumru 6rnekleri, uygun
sekilde yabanci materyalden arindirildiktan sonra sirasiyla haslama, giineste kurutma ve
oglitme islemine tabi tutulmustur. Es zamanli olarak literatiirde yer alan olasi taklit,
tagsis ve katki maddeleri (TTK) dikkate alinarak piyasadan en az 2 farkli marka olacak
sekilde belirlenmis TTK maddeleri temin edilmistir.

Ikinci asamada, olas1 hileler ve yontemler dikkate alinarak literatiirde yer alan
analiz talimatlar1 uygun modifikasyonlar yapilarak, her analiz talimatinin validasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Valide edilmis yontemler kullanilarak gergek salep
ornekleri ile TTK maddeleri analiz edilmis, elde edilen sonuclar istatistiksel ve
kemometrik yontemlerle degerlendirilerek, saleplere ait ayirt edici o6zellikler
belirlenmistir. Sonraki asamada, belirlenmis oranda salep ve TTK maddesi igeren
karisimlar hazirlanmis ve segilen yontemlerle analiz edilmistir.

Uciincii asamada ise, piyasada satilan saleplerden ornekler alinarak, karisim
orneklerinde belirlenen yontem veya yontemlerle analizleri yapilmis ve varsa etiket
bilgileri ile tespit edilen degerler karsilastirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Salep, taklit, tagsis ve katki maddelerinin toplanmasi

Aragtirma materyali olarak kullanilan salepler 2016 ve 2017 yillarinda salebin
yogun toplama donemi olan Nisan ve Mayis aylarinda ¢izelge 3.1°de gosterilen
bolgelerdeki 3 farkli tiiccarlardan yaklasik 1 kg yas yumru olacak sekilde temin
edilmistir. Yas salep Ornekleri laboratuvarda kurutulmustur. Kurutulan orneklerin
agirhiklar yas agirliklarinin 1/5°1 ile 1/7°sine kadar diigmiistiir. Yorelerin tespitinde
2007 yilinda yapilmis olan bir TUBITAK projesinde belirtilmis numune toplama
noktalar esas alinmistir (Sezik vd. 2007). Cizelge 3.1’de tez kapsaminda toplanan salep
ornekleri gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda salep ornekleri toplanan iller

Bolge simifi  Bolge iller

Kastamonu-Tokat-Yozgat (Akdag

1 Kuzey Anadolu (KA) Madeni), Bartin

2 Giineybat1 Anadolu (GBA) Mugla

3 Giiney Anadolu (GD) Antalya-Mersin

4 Giineydogu Anadolu (GDA) Kahramanmaras-Adiyaman-Malatya
5 Dogu Anadolu (DA) Van-Mus-Siirt-Hakkari-Bitlis
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—

Sekil 3.1.Tez kapsaminda {ilkemizin farkli bélgelerinden temin edilen ve analizler igin
uygun hale getirilen salep drnekleri

Literatiir taramas1 sonucu en yaygin kullanildig: belirlenen ek-1’de detaylartyla
sunulmus olan TTK maddelerinin her biri en az iki farkli ticari marka olmak iizere
piyasadan temin edilmistir. Cizelge 3.2°de Taklit, Tagsis ve Katki Maddesi (TTK)
olarak izlenilen maddeler gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Taklit, tagsis, katki maddesi (TTK) olarak izlenilen maddeler

TTK grubu Kisaltma TTK maddeleri
GUM Guar sakiz
GAR Arabik sakizi
Sakizlar KBG Kec¢iboynuzu sakizi
KJG Konyak sakiz
KSG Ksantan sakiz
BNT Bugday nisastasi
Nisastalar MNT Misir nigastasi
PAN Patates nisastasi
PIN Piring nisastast
SKR Seker
Ticari katkilar \Y/il-[ EZﬁilljasut tozu
TRC Tar¢in
OMK Ogiitiilmiis makarna
GLT Galeta unu
OPR Ogiitiilmiis piring
Diger taklit/tagsis maddeleri CB)SII:I CB)fg(tll;l}I’n;ljubulgur
SSA Salep s1vi aroma verici
SKA Salep kat1 aroma verici
CMC Karboksimetil seliiloz
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3.1.2. Salep orneklerin analize hazirlanmasi

Temin edilen salep yumrulari, her hangi bir isleme tabi tutulmudan evvel
daralar1 alinmistir.

Soguk suyla yikanarak iizerlerinde bulunan toprak ve kirlilik olusturan unsurlar
uzaklastirilmistir. Gerek duyulan 6rneklerde bigak kullanilarak istenmeyen unsurlar
giderilmistir

Yikanan yumrular kaynar suda 15 dk. hafif yumusayincaya kadar kaynatilarak
haslanmastir. l

Haglanan yumrular tepsilere yerlestirilerek giineste 5-7 giin kurutulmustur.
Kurutma isleminin sona erdigi, yumrularin dis kesmeyecek kivama gelmesiyle
anlagilmistir.

Kurutma igleminin ardindan ornekler bir g¢ekigli degirmen kullanilarak toz
formunda 6glitilmiustir.

Ogiitiillen 6rnekler 100 mesh elekten gecirilmis ve elek altindan toplanan
ornekler analiz siiresine kadar oda sicakliginda polipropilen santrifiij tiipleri igersinde
muhafaza edilmistir. Sekil 3.2’de gelen yas salebe uygulanan basamaklar gosterilmistir.

(f)

Sekil 3.2. Salebin 6n hazirlik islemleri; (a) Kaynatma Oncesi yas salep yumrusu, (b)
kaynatma islemi, (C) kaynatma sonrasi, (d) giineste bekletme islemleri (e) kurutulmus
salep yumrulari, (f) ¢ekigli degirmenden gegirilerek boyutu kiigiiltiilmiis salep tozu, ()
muhafaza edilen salep
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Arastirmalarda kullanilacak olan tiim salep Orneklerinden homojen yapida
ornekler elde edilmesi amaciyla farkli gézenek ¢aplarina sahip eleklerden gegirilmistir.
Gergeklestirilen elek analizine ait sonuglar ¢izelge 3.3’te sunulmaktadir.

Cizelge 3.3. Farkli gozenek c¢apina sahip eleklerden gegirilen salep 6rneklerinin elek
tistll yiizdesel dagilimi

Elek olciileri Elek iistii miktar Toplam elek iistii miktar
pm mesh % %

500 35 1,01+0,76 49 1544.96

150 100 48,14+10,06 ’ ’

53 270 35,46+7,08

45 350 8,92+7,17 50,85+2,45

<45 > 350 6,47+3,49

Cizelge 3.3’te belirtildigi {izere partikiil biyikliigine bagh olarak
fraksiyonlarina ayrilan salep Orneklerinde gerekli olan homojenizasyonun
saglanabilmesi amaciyla 150 pum (100 mesh) Olgiilere sahip elegin altinda kalan
fraksiyon toplanmistir. Benzer islem TTK maddeleri i¢in de gergeklestirilmis olup,
salep ornekleri ve TTK maddelerinden hazirlanacak olan karigimlarda meydana
gelebilecek karisimdaki homojenizasyon probleminin Oniine gecilmistir. Elde edilen
TTK maddeleride analiz siiresine kadar oda sicakliginda polipropilen santrifiij tiipleri
igersinde muhafaza edilmistir.

3.1.3. Salep iceren toz karisimlarin olusturulmasi

Ulkemizde satisa sunulan ticari salep igecek tozu iceren karisimlariin regeteleri
proje kapsaminda danisman olarak gorev alan Prof. Dr. Ekrem SEZIK tarafindan
onerildigi sekli ile % 59,50 seker, % 30,80 yagsiz siit tozu, % 4,40 bugday nisastasi, %
3,90 guar sakiz, % 0,50 kati1 salep aromast, % 0,40 tuz, % 0,30 salep ve % 0,20 tarcin
olarak hazirlanmstir.

Bildirilen bu regete iizerinden olusturulan ve farkli oranlarda salep igeren gesit
ticari salep recetesi cizelge 3.4’te verilen sekilde olusturulmustur. Homojen toz
karisimlarinin  olusturulmasinda bilesenler bir polipropilen santrifiij tlipli igerisinde
toplanmig ve ultraturax 1000 devir/dk.’da 5 dk. homojen bir karigim haline getirilmesi
saglanmistir.
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Cizelge 3.4. Farkli oranlarda salep igeren homojen toz karisim regeteleri

Ornek Seker Yagsiz siit tozu Bugday Guar sakiz Salep aromas1 Tuz Tar¢in Salep Salep
No (9) (9) nisastasi (g) (9) (9) (9) (9) (9) (%)
1 4,18 2,16 0,31 0,27 0,04 0,03 0,01 0,00 0,00
2 4,17 2,16 0,31 0,27 0,04 0,03 0,01 0,01 0,11
3 4,17 2,16 0,31 0,27 0,03 0,03 0,01 0,01 0,21
4 4,17 2,16 0,31 0,27 0,03 0,03 0,01 0,02 0,31
5 4,16 2,15 0,31 0,27 0,03 0,03 0,01 0,03 0,41
6 4,15 2,15 0,31 0,27 0,03 0,03 0,01 0,04 0,61
7 4,14 2,15 0,31 0,27 0,03 0,03 0,01 0,06 0,80
8 4,14 2,14 0,31 0,27 0,03 0,03 0,01 0,07 1,00
9 4,12 2,13 0,30 0,27 0,03 0,03 0,01 0,09 1,29
10 4,11 2,13 0,30 0,27 0,03 0,03 0,01 0,11 1,59
11 4,10 2,12 0,30 0,27 0,03 0,03 0,01 0,13 1,87
12 4,08 2,11 0,30 0,27 0,03 0,03 0,01 0,16 2,26
13 4,07 2,11 0,30 0,27 0,03 0,03 0,01 0,18 2,64
14 4,05 2,10 0,30 0,27 0,03 0,03 0,01 0,21 3,02
15 4,03 2,09 0,30 0,26 0,03 0,03 0,01 0,24 3,49
16 4,01 2,08 0,30 0,26 0,03 0,03 0,01 0,28 3,95
17 3,99 2,07 0,30 0,26 0,03 0,03 0,01 0,31 441
18 3,97 2,05 0,29 0,26 0,03 0,03 0,01 0,35 5,04
19 3,94 2,04 0,29 0,26 0,03 0,03 0,01 0,40 5,67
20 3,92 2,03 0,29 0,26 0,03 0,03 0,01 0,44 6,29
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Cizelge 3.4’lin devami

Ornek Seker Yagsiz siit tozu Bugday Guar sakiz Salep aromas1 Tuz Tar¢in Salep Salep
No (9) (9) niastas (g) (9) (9) @ (9 (9) (%0)
21 3,85 1,99 0,29 0,25 0,03 0,03 0,01 0,55 7,84
22 3,82 1,98 0,28 0,25 0,03 0,03 0,01 0,60 8,52
23 3,79 1,96 0,28 0,25 0,03 0,03 0,01 0,64 9,18
24 7,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 0,00 7,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
26 0,00 0,00 7,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
27 0,00 0,00 0,00 7,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
28 0,00 0,00 0,00 0,00 7,00 0,00 0,00 0,00 0,00
29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,00 0,00 0,00 0,00
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,00 0,00 0,00
31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,00 100,00
32 3,76 1,95 0,28 0,25 0,03 0,03 0,01 0,70 10,00
33 3,34 1,73 0,25 0,22 0,03 0,02 0,01 1,40 20,02
34 2,92 1,51 0,22 0,19 0,02 0,02 0,01 2,10 30,04
35 2,50 1,29 0,18 0,16 0,02 0,02 0,01 2,80 40,07
36 2,08 1,08 0,15 0,14 0,02 0,01 0,01 3,50 50,10
37 1,66 0,86 0,12 0,11 0,01 0,01 0,01 4,20 60,15
38 1,24 0,64 0,09 0,08 0,01 0,01 0,00 4,90 70,17
39 0,83 0,43 0,06 0,05 0,01 0,01 0,00 5,60 80,16
40 0,41 0,21 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 6,30 90,12
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3.1.4. Kullanmlan kimyasallar ve cihazlar

Calismalarda kullanilan tiim kimyasallar kromatografik ve/veya yiiksek saflikta
temin edilmistir. Analiz siiresine kadar tiim kimyasallar 4°C’de buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Kromatografik sistemde hareketli fazin hazirlanmasi, belirli diizeylerde
standart maddelerin temini ve anabilesenlerinin diizeyinin belirlenmesi islemlerinde
kullanilan su 18,2 MQ/cm (25 °C’de) kalitesinde Millipore ultra saf su saflastirma
sisteminde retilmistir. Cizelge 3.5’te kullanilan kimyasallar, bilesimi ve temin edildigi
firmalar ve g¢izelge 3.6’da ise kullanilan cihazlarin kullanim amaglar1 ve modeleri

gosterilmigtir.

Cizelge 3.5. Kullanilan kimyasallar ve temin edildigi firmalar

Kimyasal ad1 Bilesimi Markasi
Borik asit HsBOs ilgg?-Aldrlch (St. Louis, MO,
Sodyum hidroksit  NaOH i‘ggg’"A'd“Ch (St. Louis, MO,
Hidroklorik asit HCI Merck (Darmstadt, Almanya)
Metilen kirmizisi ~ CisH15N303 Merck (Darmstadt, Almanya)
Metilen mavisi C16H18CIN3S Merck (Darmstadt, Almanya)
Etanol C2HsO Merck (Darmstadt, Almanya)
Siilfiirik asit H2S04 i'gg;"'A'd”Ch (St. Louis, MO,
Katalizor tablet K2SQ04, CuSO4 Velp scientifica (Usmate, Italya)
Nitrik asit HNO3 Merck (Darmstadt, Almanya)
Metanol CH30OH Merck (Darmstadt, Almanya)
Formik Asit CH,0, ilgg?-Aldrlch (St. Louis, MO,
57Fe, %Zn, 5Mn, 83Cu, 52Cr, 88Sr, °Ni
Elementel 41" ssgpy. 13885 %Mo, 51V, $9Co, 7L, VHG lab(Manchester, NH,
bilesenler analizi oo, e2ge 13305 1215h, 9Be, 25T| ve ABD)
standartlar1 ' ' ' ' '

Izotop oranlari
analizi standartlar

Karbonhidrat
standartlari

Organik asit
standarlar1

Amino asit
standartlar1

Indiyum
Enzimatik kitler

Kullanilan Gazlar

ZOQBi

Sakkaroz (IAEA CHS6), Selilloz (IAEA
CH3), Potasyum nitrat (USGS 34) ve Su
(IAEA VSMOW 2)

Glikoz, Fruktoz, Sakkaroz,
Mannoz, Galaktoz, Arabinoz
Tartarik Asit, Sitrik Asit, Fumarik Asit,
Malik Asit, Propiyonik Asit, Biitirik
Asit, Laktik Asit

Lisin, Histidin, Arjinin, Sistein, Serin,
Glutamik Asit, Treonin, Aspartik Asit,
Prolin, Valin, Metionin, Tirozin,
Izolosin, Losin, Fenilalanin

Maltoz,

In

Glukomannan ve Toplam Nisasta
Helyum,  Argon, Azot, Oksijen,
Hidrojen, Karbondioksit ve
Karbonmonoksit gazlari

Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, MS, ABD)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD)
Megazyme (Wicklow, Irlanda)

Habays (Istanbul, Tiirkiye)
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Cizelge 3.6. Analizler kapsaminda kullanilan laboratuvar

cihazlar1 ve yardimci

malzemeler
Cihaz adq Kullanim Amaci Marka ve Modeli
i . . Elementel bilesen belirleme ¢alismalar1 igin  Perkin-Elmer ELAN DRC-e
ICP-MSsistemi 1 Hanimustir (Norwalk, CT, ABD)
. . . C Thermo Finnigan Delta V
IR-MS sistemi Izotop oranlar1 analizleri i¢in kullanilmistir (Waltham, MA, ABD )
HPLC sistemi Karbonhidrat bilesenleri analizleri icin  Shimadzu LC 10 A (Kyoto,
kullanilmigtir Japonya)
DSC cihazi Kalorimetrik dl¢timler i¢in kullanilmistir (Pﬁglj:;jklmg.rr AI?BS[? ) 6000
Thermo Scientific TSQ
LC-MS/MS Amino asit dlglimler i¢in kullanilmistir Access Max (Waltham,
MA, ABD)
Orbitrap MS Organik asit dl¢limler igin kullanilmigtir IVZZZEZNISC'{SXITBE))@C“VG
Yakma iinitesi Protein  analizinde  parcalama  asamasinda Velp Scientifica DK 6
kullanilmigtir (Usmate, Italya)
Distil h Protein analizinde damitma asamasinda Velp Scientifica UDK 129
istilasyon cihazt kullanilmistir (Usmate, Italya)
. . . . Elektra Rezistans 14060
Kiil firini Kiil oraninin belirlenmesi igin kullanilmistir (Ankara, Tiirkiye)
) % 10 Hidroklorik asitte goziinmeyen madde, Niive NC500  (Ankara,
Etliv Glukomannan oraninin ve toplam nisasta oranimnin ... . .
. . Tiirkiye )
belirlenmesi kullanilmigtir
Karl Fisher . S Mettler Toledo Easy KFV
titrasyon Rutubet oraninin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir (Zaventem, Belgika )
Glukomannan oraninin ve toplam nisasta oraninin . .
Manyetik karistirict  belirlenmesi igin kullanilmistir ?S?ﬁ\?\/g)bhacl\i? RA:_rﬁénigndard
Glukomannan oraninin ve toplam nisasta oraninin .
Santrifiij belirlenmesi i¢in kullanilmigtir Ependorf Cenrifuge 5810R
(Hamburg, Almanya)
Glukomannan oraninin ve toplam nisasta oraninin
pH metre belirlenmesi i¢in kullanilmigtir Mettler TOIedq AGB603
(Zaventem, Belgika)
Glukomannan oraninin ve toplam nisasta oraninin .
Spektrofotometre belirlenmesi i¢in kullanilmigtir Perkin Elmer - Lambda-35

Mikrodalga Yakma
Sistemi

Ultra saf su cihaz1
Hassas terazi

Vorteks

Cekicli degirmen
Sarsak elek

Siringa ucu filtreler

Elementel bilesenleri belirleme ¢alismalarinda
orneklerin suda ¢oziiniir hale getirilmesi igin
kullanilmigtir

Analizlerde kullanilmak tizere gerekli olan ultra saf
suyun temini i¢in kullanilmigtir

Tiim analizlerde kullanilmigtir

Tiim analizlerde kullanilmistir

Ornek hazirlama asamasinda kullanilmistir
Ornek hazirlama asamasinda kullanlmgtir

Karbonhidrat, organik asit ve amino
analizlerinde kullanilmigtir

asit

(Waltham, MA, ABD)

Berghof Speedwave®
marka Four Microwave
model (Eningen, Almanya)
Millipore Milli-Q(Bedford,
MA, ABD)

Sartarius ED224S
(Gottingen, Almanya)
IKATTS 3 Basic
(Wilmington, NC, ABD)
IKA (Staufen, Almanya)
RETSCH (Haan, Almanya)
Millipore (Burlington,
Massachusetts, ABD)
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3.2. Metot

Bu béliimde, tez kapsaminda yapilmasi planlanan analizler anabilesen analizleri
(protein analizi, kiil orani, % 10 HCI asitte ¢ozlinmeyen kiil orani, nem tayini ve
indirgen seker diizeyi), enzimatik analizler (glukomannan ve toplam nisasta) ve aletsel
analizler (elementel bilesen, izotop oranlar1 analizleri, kalorimetrik Ol¢limler,
karbonhidrat bilesenleri analizleri, organik asit bilesenleri analizleri, amino asit
bilesenleri analizleri) olmak iizere 3 baslik altinda sunulmaktadir. Uygulanacak metot
ve yontemlerin dogrulugunun test edilmesi amaciyla validasyon c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Calismalar kapsamindaki tiim analizler Akdeniz Universitesi Gida
Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi’nde gerceklestirilmistir.

3.2.1. Anabilesen analizleri
3.2.1.1. Protein miktarlarmmin belirlenmesi

Protein oranmin belirlenmesi analizi; kimyasallarin hazirlanmasi, pargalama,
damitma, titrasyon ve hesaplama olmak iizere bes asamali olarak gergeklestirilmistir.

a) Kimyasallarin hazirlanmasi:

«% 3’liikk Borik asit ¢ozeltisi: 30 g Borik asit 11 saf suda ¢6zdiirtilmiistiir.

% 30’luk NaOH ¢ozeltisi: 300 g NaOH, 11 saf suda ¢ozdiiriilmiistiir.

«0,2 N HCI ¢ozeltisi: % 37°1ik HCI’den 16,56 ml alinip 11’ye saf su ile
tamamlanmustir.

oIndikator ¢ozelti: 0,10 g metilen kirmizis1 ile 0,05 g metilen mavisi, 100 ml
etanolde ¢ozdiiriilmiistiir. Amber renkli sisede saklanmustir.

eDerisik H2SO4 (% 96-98): Direkt olarak kullanilmistir.

b) Parcalama Asamasi:

1 g ornek 0,1 mg duyarlilikta tartilip Kjedahl tiipiine konulup, icersine 2
katalizor tablet, 2 kopiik 6nleyici tablet ve 12 ml derisik H2SO4 (% 96-98) ilave edilmis
ve hafifge ¢alkalanmigtir. Tiipler par¢alama cihazina yerlestirilip, 40 dk. 300 °C’de ve
90 dk. 420 °C’de galismak lizere ayarlanmis olan program kullanilmistir. Yakma islemi
tamamlandiktan sonra tiipler sicakliklar1 50-60 °C’ye diisiinceye kadar tezgah tizerinde
agz1 kapali olarak bekletilmistir. Her bir tiipe dikkatli bir sekilde 50 ml saf su konulup,
hafifce calkalanmistir. Uzerine 50 ml NaOH ilave edilmistir. NaOH eklenmesiyle
birlikte ziimriit yesili olan tiip igeriginin siyah renge dondiigii gézlemlenmistir.

¢) Damitma Asamast:

Bir erlenin igerisine 30 ml Borik asit+3-4 damla indikator ¢ozeltisi konulup,
cihaza yerlestirilmistir. Ornek cihazin damitma béliimiine konmus ve cihazda 5 dk.
boyunca damitma islemi gergeklestirilmistir.
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d) Titrasyon Asamasi:

Siire sonunda erlen alinip 0,20 N HCI ¢ozeltisi ile pembe doniim noktasina kadar
titre edilmistir. Harcanan HCI asit hacim (ml) olarak kaydedilmis ve formiil (3.1)’de
yerine yazilmistir.

e) Hesaplama:
% Protein = N * f * (V1-Vo) * (0,014/m) * 100 * CF (3.1)

N: Titrasyonda kullanilan HCI’nin normalitesi
f: Titrasyonda kullanilan HCI’nin faktorii

V1 : Titrasyonda kullanilan HCI’nin hacmi (ml)
Vo: Kor i¢in harcanan HCI’nin hacmi (ml)

m: Ornek Kkiitlesi (g)

CF: Cevirme faktorii

3.2.1.2. Kiil miktarlariin belirlenmesi

Porselen kroze iyice yikanip kurutulduktan sonra 500-550 °C’de 30 dk. yakilmis
sonra 30 dk. desikatorde sogutulup, daras1 alinmistir (mg duyarlilikta) (my). Krozeye 3 g
ornek mg duyarlilik ile tartilmis (m2) ve kiil firminda 550 °C’de 8saat (sabit agirlikta
beyaz bir kiil elde edilene kadar ) yanmasi i¢in bekletilmistir. Yanmis 6rnek, desikatore
alinip sabit tartima gelinceye kadar beklenmis ve tartilmistir (ms). Hesaplamada
kullanilan formiil (3.2)’de gosterilmistir. Sekil 3.3’te kiil firinin c¢alisma kosullar
gosterilmistir.

% Kiil= ((ms-m1)/m2)*100 (3.2)

ma:Kroze darasi (Q)
m2:Kiil firininda yakma islemi dncesi tartilan 6rnek miktart
ms:Kiil firminda yakma islemi sonrasi elde edilen kiil+kroze agirlig1

Sicaklik (°C)
&

230

25

#  Siire (saat)
00.10 0810 084

Sekil 3.3. Kiil firin1 galisma kosullar
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3.2.1.3. % 10 Hidroklorik asitte ¢c6ziinmeyen madde miktarinin belirlenmesi

% 10’luk HCI asittte ¢éziinmeyen kiil analizinde, toplam kiil tayini yapilmis olan
yanmig Ornekler kullanilmistir. Krozedeki kiil, 25 ml % 10’luk HCI asit ¢ozeltisi ile
behere alinip, ¢eker ocak iginde 5 dk. kaynatilmistir. Kaynatma sirasinda beherin agzi
saat cami ile kapatilmigtir. Kaynatma sonrasi elde edilen ¢ozelti sogutulduktan sonra
kiilsiiz 6zellikte bir filtre kagidindan gegirilip, filtre kagidi sicak su ile iyice yikanmustir.
Siizme isi tamamlandiktan sonra filtre kagidi, icerisindeki kiil ile birlikte katlanarak
yakma isleminde kullanilan ayni krozeye yerlestirilmistir. Es zamanli olarak kor
denemesi yapilmistir. Bunun igin bir adet kiilsiiz filtre kagidi 6nceden darasi alinmis
krozeye konmustur. Hazirlanan kor ve 6rnege ait krozeler once etiivde 105 °C’de 1 saat
kurutulmus ve sonra 550 °C’de 1 saat kiil firininda yakilmistir. Kroze yaklasik 100
°C’ye kadar soguduktan sonra desikatdre alinip oda sicakligina kadar sogutulmustur.
Desikatorden alinip tartim islemi gerceklestirilmistir.

3.2.1.4. Rutubet miktarinin belirlenmesi

Orneklerdeki rutubet miktar1 Karl Fischer titrasyon cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analizlerde, hazirlanan 6rneklerden 0,20-0,25 g tartilmis ve ¢izelge
3.7’de yeralan Karl Fischer titrasyon cihazi c¢alisma kosullari altinda okumalar
yapilmistir.

Cizelge 3.7. Karl Fischer titrasyon cihazi ¢alisma kosullari

Cihaz Mettler Toledo Easy KFV
Formamid hacmi 30 ml

Combi Metanol hacmi 30 ml

Combi Titrant 5 hacmi Otomatik

Maksimum baglangi¢c hacmi 50 pl/dk.

Karigtirma 6n siiresi 60 sn

Voltaj 100 mV

3.2.1.5. Indirgen seker diizeylerinin belirlenmesi

Orneklerdeki indirgen seker diizeyleri karbonhidrat bilesenleri analizleri
kisminda belirtilen yontem kullanilmistir. Tespit edilen glikoz ve fruktoz degerlerinin
toplami indirgen seker diizeyi olarak ifade edilmistir.

3.2.2. Enzimatik analizler
3.2.2.1. Glukomannan diizeyinin belirlenmesi

Glukomannan miktarlarinin  saptanabilmesi i¢in  Ornekler, Megazyme
Glukomannan Deney Prosediirii (K- GLUM 03/14) ¢ercevesinde deneye hazirlanmistir.
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1)

2)

3)
4)

5)

6)
7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

Cam bir test tiipline mg duyarlilikta 0,10 g 6rnek tartilmistir ve iizerine 5 ml
seyreltik etanol (% 80 v/v) c¢ozeltisi ilave edilerek vorteks yardimiyla
homojenize edilmistir.

Hazirlanan tiip 90 °C sicaklikta 5 dk. termoreakt6rde inkiibasyona birakilmistir
ve siire sonunda tekrar 5 ml seyreltik etanol (% 80 v/v) ilave edilmistir.

Test tiipti 1500 devir/dk. doniis hizinda 10 dk. boyunca santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme sonucu olusan {ist faz atilmistir. Siiziilme islemi uygulanmistir.

Alt pellet fazina 5 ml seyreltik etanol (% 80 v/v) ilave edilerek vorteks ile
homojenize edilmis ve ilizerine yeniden 5 ml seyreltik etanol (% 80 v/v) ile
stispanse edilerek vorteks ile homojenize edilmistir.

Test tiipti 1500 devir/dk. doniis hizinda 10 dk. boyunca santrifiijlenmistir.

Santrifiijleme sonucu olusan {ist faz atilmistir ve alt pellet fazi1 analiz kitinde
belirtilen sekilde hazirlanmis olan “Solution 1 (pH:4,5)” ¢ozeltisinden 8 ml
kullanilarak yeniden siispanse edilmistir.

Tamamen dagilimin olacagr sekilde vortekste kuvvetlice karistirilir.
Termoreaktdr icersine tiip yerlestirilerek (90 °C) 30 sn inkiibe edilir. Inkiibe
edilen tiip tekrar vortekste kuvvetlice karistirilir, yeniden termoreaktor igerisine
tiip yerlestirilerek 30 sn inkiibe edilmis ve inkiibe edilen tiip tekrar vortekste
kuvvetlice karigtirilmistir.

Pelet fazimi igeren test tiipii 90 °C’lik termoreaktor igerisinde homojenize
edilerek 4 dk. boyunca bekletilmistir. Inkiibe edilen tiip vortekste kuvvetlice
karistirilmistir.

Tiip 40 °C’lik su banyosuna yerlestirilmistir.

5 dk. sonra su banyosundan alinan test tiipii i¢erisine analiz kiti igeriginde yer
alan “Suspension 4 (B-mannanase)” sollisyonundan 20 pl ilave edilmis ve tiip 30
S boyunca vortexlenmistir.

Test tiipi 40 °C sicakligindaki su banyosunda 60 dk. boyunca inkiibasyona
birakilmis, inkiibasyon stiresince aralikli olarak (3 kez) vorteks yardimiyla
homojenize edilmistir.

Test tiipii icerigi bir beher icerisine aktarilmis ve son hacim 70 ml olana kadar
saf su ilave edilmistir.

1 M NaOH c¢ozeltisi kullanilarak beher igerisindeki ¢ozeltinin pH degeri 12,5
olarak ayarlanmis ve ¢ozelti 10 dk. boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

Beherin igerisine 200 mM sodyum fosfat tampon ¢6zeltisinden (pH:6,50) 20 ml
ilave edilmistir.
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16)

17)

18)

19)

20)

21)

22)

23)

24)

25)

A1 6rnek
Az drnek
A1 kor
Az kor

1 M HCI ¢ozeltisi kullanilarak beher igerisindeki ¢ozeltinin pH degeri 6,50
olarak ayarlanmistir.

pH ayarlamasi yapilmis olan beher ig¢indeki ¢ozeltinin hacmi saf su ile 250 ml’ye
tamamlanmustir.

0,5 ml 6rnek ¢ozeltisinden spektrofotometre kiivetine alinmis ve lizerine analiz
kiti igeriginde yer alan “Suspension 5 (B-Glucosidase+p-mannosidase)”
¢ozeltisinden 0,02 ml ilave edilmistir.

Kor okuma i¢in hazirlanan kiivete ise 0,5 ml 6rnek ¢6zeltisi ve 0,02 ml saf su
(=35 °C) konulmustur.

Hazirlanan kor ve ornek kiivetleri hafifce calkalanmis ve agizlar kapatilarak 35
°C sicakliktaki bir etiivde 20 dk. boyunca inkiibe edilmistir.

Hazirlanan her iki kiivete 2 ml saf su (~35 °C), 0,20 ml “Solution 2 (buffer-
kullanima hazir)” ve 0,10 ml “Solution 3” ilave edilmistir.

Kor ve ornek kiivetleri hafifce galkalanarak 30 °C sicakliktaki bir etiivde 3 dk.
inkiibe edilmigtir. Siire sonunda kiivetler 340 nm dalga boyundaki
spektrofotometre cihazinda okutularak elde edilen absorbans degerleri not
edilmistir (Atnumne V& Alksr)

Ikinci inkiibasyonun ardindan kiivetlerin her birine analiz kiti igeriginde yer alan
“Suspension 6 (HK/G6P-DH)” ¢ozeltisinden 0,02 ml ilave edilmis, kiivetler
hafif¢e calkalanmis ve 5 dk. bekletildikten sonra spektrofotometre cihazinda
okutulmustur. (Azsmek V€ A2xsr)

Kiivetlerin her birine analiz Kiti igeriginde yer alan “Suspension 7 (PGI/PMI)”
¢ozeltisinden 0,02 ml ilave edilmis, kiivetler hafif¢e calkalanmis ve 20 dk.
bekletildikten sonra spektrofotometre cihazinda okutulmustur. (Assmek Ve A3ksr)

Glucomannan miktarinin (% m/m) belirlenebilmesi amaciyla formiil (3.3)’ten
yararlanilmigtir.

% Glukomannan = (Asz-A1) smek — (As-Az1) ksr * 36,8 (9/1009) (3.3)

: Basamak 20°de elde edilen drnege ait absorbans degeri
: Basamak 22°de elde edilen 6rnege ait absorbans degeri
: Basamak 20’de elde edilen kor ait absorbans degeri
: Basamak 22°de elde edilen kor ait absorbans degeri

3.2.2.2. Toplam nisasta diizeyinin belirlenmesi

Nisasta miktarlarmin saptanabilmesi i¢in Ornekler, Megazyme Total Nisasta

Deney Prosediirii (AA/AMG 02/14) gercevesinde deneye hazirlanmistir.

1)

Cam bir test tiipiine mg duyarlilikta 0,10 g 6rnek tartilmis ve test tiipiine 0,2 ml
seyreltik etanol (% 80 v/v) ¢ozeltisi ilave edilmistir.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

A1 6rnek
Az drnek
A1 kor
Az kor

Test tiipiine analiz kitinde belirtilen sekilde hazilanmis olan 3 ml “termostabil a-
amilaz soliisyonu”ndan eklenmis ve 6 dK. boyunca test tiipii kaynar su
banyosunda bekletilmistir.(2, 4 ve 6. dk.’da vortex yardimiyla homojenize
edilmistir.)

Test tiipiine analiz kiti igerigindeki “amiloglikozidaz (20 U) ¢o6zeltisi”nden 0,10
ml eklenmis ve vortex yardimiyla tiip igerigi homojenize edilmistir.

Test tiipti 50 °C sicakligindaki su banyosuna yerlestirilerek 30 dk. boyunca
bekletilmis ve siire sonunda balon joje iginde 100 ml’ye (Ornek, deney
prosediiriinde bahsedilen D-glucose konsantrasyonu 0,02 ile 0,40 g/l arasinda
degisecek sekilde seyreltilmistir. Seyreltme oraninin belirlenebilmesi i¢in HPLC
analizi sonucunda elde edilen bilgilerden yararlanilmigtir. HPLC analizi
sonucuna gore salep Orneklerinde ortalama 12000 mg/kg = 12 g/l D-glikoz
bulundugu belirlenmistir. Bu bilgiden yola c¢ikilarak deney prosediiriiniin
bahsetmis oldugu diliisyon faktorii 100 kat olarak bulunmustur); saf su ile
tamamlanmustir.

Balon jojeden 35 ml ¢ozelti santrifiij tiipline alinarak 3000 devir/dk. doniis
hizinda 10 dk. boyunca santrifiij edilmistir.

Omek kiivetinin hazirlanmast: santrifiij tiipiiniin {ist kismindaki berrak
¢ozeltiden 0,05 ml 6rnek spektrofotometre kiivetine alinmis ve tizerine 2 ml saf
su, analiz kiti igeriginde yer alan “buffer ¢6zeltisi”’nden 0,10 ml ve analiz kitinde
belirtilen sekilde hazirlanmis olan “NADP+/ATP ¢ozeltisi’nden 0,10 ml
eklenerek hazirlanmistir.

Kor 6rnek kiivetinin hazirlanmasi: i¢i bos bir spektrofotometre kiivetine 2,05 ml
saf su ilave edilerek hazirlanmistir. Uzerine “buffer ¢ozeltisi”nden 0,10 ml ve
“NADP+/ATP ¢ozeltisi”nden 0,10 ml eklenerek hazirlanmistir.

Kor ve ornek kiivetleri hafifce c¢alkalanarak 3 dk. inkiibe edilmistir. Sire
sonunda kiivetler 340nm dalga boyundaki spektrofotometre cihazinda okutularak
elde edilen absorbans degerleri not edilmistir Elde edilen deger “Aismek” Ve
“Axker” seklinde tanimlanmustir.

Kiivetlerin her birinin iizerine analiz kiti iceriginde yer alan “HK/G-6-PDH
¢ozeltisi’nden 0,02 ml eklenmistir. 5 dk. sonunda kiivetler spektrofotometre
cihazinda yine ayn1 dalga boyunda okutulmustur. Elde edilen degerler “Azks” ve
“Aosmex’” seklinde tanimlanmustir.

Toplam nisasta miktarinin belirlenebilmesi amaciyla formil (3.4)’ten
yararlanilmistir.

% Nisasta = 1,1685 * (Az-A1) smek — (Az-A1) tr (9/1) (3.4)

: Basamak 8’de elde edilen 6rnege ait absorbans degeri
: Basamak 9’da elde edilen 6rnege ait absorbans degeri
: Basamak 8’de elde edilen kor ait absorbans degeri
: Basamak 9°da elde edilen kor ait absorbans degeri
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3.2.3. Aletsel analizler
3.2.3.1. Elementel bilesen analizleri

Orneklerin elementel bilesenleri Perkin-Elmer marka ELAN DRC-e model ICP-
MS cihaz ile gergeklestirilmistir. Ornekler elementel analiz dncesinde teflon hazneleri
olan mikrodalga firinda yakilmistir. Bu amagla Berghof Speedwave® marka Four
Microwave (Eningen, Almanya) model mikrodalga yakma tinitesi kullanilmustir.
Homojen halde olan toz 6rneklerden 0,10+0,01 g tartilarak mikrodalga iinitesinin teflon
kaplari i¢ine konulmus ve tizerine 5 ml H2NO3 ve 2 ml H20O: ilave edilerek mikrodalga
firminda yakilmistir. Mikrodalga iinitesinin sicaklik kosullart oda sicakligindan 170
°C’ye 5 dk. ve ardindan 190 °C’ye 15 dk.'ik artis seklinde programlanmis ve siire
bitiminde 6rnekler oda sicakliginda sogutularak polipropilen santrifiij tiipleri igersinde
son hacmi 25 ml oluncaya kadar ultra saf su ile tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti ICP-
MS cihazinda analiz edilmistir. ICP-MS cihazinin ¢alisma alanina giren tiim
elementlere ait bir tarama gerceklestirilmis ve tarama sonucunda orneklerde bulunma
ihtimali olan eclementler belirlenerek bu elementlere yonelik miktarsal analizler
gerceklestirilmistir. Cizelge 3.8’de ICP-MS ¢alisma sartlar1 sunulmaktadir.

Cizelge 3.8. ICP-MS ¢alisma kosullari

Plazma sartlar

Cihaz Elan DRC-e (Perkin EImer SCIEX, Norwalk, ABD)
Ornek girisi Quartz CYCLONIC DRC Spray Chamber

RF Giict 1100

Skimmer Cone Nikel

Sampler Cone Nikel

Nebulizer Micromist Nebulizer 0,4 ml/dk.

Plazma Ar akis orani (1/dk.) 19

Auxiliary Ar akis oran1 (1/dKk.) 1,20
Nebulizer gaz akis oran1 (I/dk.) 0,81

Tarama sartlari

Tarama modu Peak hopping
Analitik kiitleler(amu) Standart mod
Analitik kiitle basina bekleme 50
stiresi (Dwell time)(ms)
Oto 6rnekleyici CETAX ASX-520
Internal standart Th
Standart mod: ®>'Fe, ®6Zn, ®Mn, %3Cu, 8Sr, *2Cr, ©Ni,
Analitik kiitleler (amu) 47Ti, 85Rb, 138Ba, Mo, 51V, °Co, "Li, 5°Ga, #°Se,

13305, 121sb’ QBe’ 205T| ve ZOQBi

a)Standart ¢6zelti ve hazirlanmasi

Konsantrasyonlart  2-5-10-25-50-100-200 pg/kg olacak sekilde standart
cozeltiler (% 2) HNOgz kullanilarak hazirlanmistir.
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b)Hesaplama ve sonug

Tayin edilmek istenen her bir element i¢in hazirlanan ¢alisma standart ¢ozeltileri
artan konsantrasyonlarda cihaza okutularak elde edilen degere gore gizilen kalibrasyon
egrisinden drnekteki element diizeyleri hesaplanmistir. Ornekteki miktar hesaplanirken,
cihazda ornek igin okunan konsantrasyon degerinden kor Orneginin konsantrasyonu
cikarilip, seyreltme faktorii ile ¢arpilmasi sonucu Ornekteki elemente ait miktar
hesaplanmistir. Hesaplamada kullanilan formiil (3.5)’te gosterilmistir.

X (ng’kg ) =(Co-Ck) * (VIm) (3.5)

X : Ornekteki element miktar1 (ug/kg)

Co : Kalibrasyon Egrisinden Okunan Ornek Konsantrasyonu (ug/l)
Ck : Kalibrasyon Egrisinden Okunan Kor Konsantrasyonu (pg/l)
\YJ : Analize Hazirlanmis Ornek Hacmi (ml)

m : Ornek Miktari (Q)

3.2.3.2. izotop oranlar analizleri

Salep ve diger maddelerin C/*2C, N/*N, 2H/*H ve 80/%0 diizeyleri
elementel analiz izotop oran kiitle spektrometresi (EA/IR-MS) cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Oncelikle IR-MS cihaz1 Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MS,
ABD) firmasindan temin edilen sertifikali izotopik referans ile kalibre edilmistir.
Belirtilen standart maddeler kullanilarak karbondioksit, azot, hidrojen ve oksijen
gazlarmin izotopik degerleri tanimlanmis ve ardindan Grneklerin izotopik
kompozisyonlar1 belirlenmistir. Kalibre edilen sistem kullanilarak salep orneklerinin,
TTK maddelerinin ii¢ tekrarli analizleri gerceklestirilmistir. Bu amagla *C/*2C, *N/“N
analizleri icin 150+50 pg agirhgmdaki ornek mikro kalay kapsiil icine; 2H/*H ve
180/1%0 analizleri i¢in 150+50 pg agirhigindaki 6rnek giimiis kapsiil igine ultra hassas
terazi kullanilarak tartilmis ve cihazin oto Ornekleyici kismina yerlestirilerek analiz
edilmistir. Calisma sartlar1 ¢izelge 3.9°da detayli olarak gosterilmistir. Elde edilen &
degerlerine ait sonuglar cihazin yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.

Cizelge 3.9. IR-MS calisma kosullari

Thermo Finnigan Isotope Ratio Mass

Cihaz Spectrometer
Elementel analizor Thermo-Electron Flash EA 2000
Arayiiz Thermo Finnigan ConFlo IV

13C/12C ve 15N/“N 2H/*H ve 80/*%0
Oksidasyon reaktorii sicakligi 1020 °C Off
Rediiksiyon reaktorii sicakligi 450 °C 1450 °C
Firm sicakligi 60 °C 100 °C
Tastyici gaz (He)akis hizi 100 ml/dk. 120 ml/dk.
Flas yanma gaz1 (O2) akis hizi 250 ml/dk. Off
ConFlo 1V Interface He basinct 1,40bar 1,40bar
ConFlo IV Interface CO2 Hz 1,40bar 2,60bar
ConFlo IV Interface N2 CO basinc1  1,60bar 2,00bar
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3.2.3.3. Kalorimetrik analizler

Orneklerin kalorimetrik analizleri Perkin Elmer marka DSC 6000 model
diferansiyel tarama kalorimetresi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla 10-20 mg
agirliginda hassas olarak aliiminyum kaplara tartilan 6rnek, referans olarak konulan bos
aliminyum kaba kars1 analiz edilmistir. DSC cihazinin kalibrasyonu standart indiyum
kullanilarak yapilmistir. Olgiimler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. DSC analizleri
0’dan 300 °C’ye B=10 °C/dk. 1sitma hizinda ve 25 ml/dk. N2 kosullarinda
gerceklestirilmigtir.  Analizlerde erime sicakligi, erime entalpisi ve Tg/Step
parametreleri incelenmistir. Elde edilen termogram egrileri, camsi gegis sicakligi ve
erime sicakligt DSC 600 PYRIS Manager bilgisayar yazilimi kullanilarak analiz
edilmistir.

3.2.3.4. Karbonhidrat bilesenleri analizleri

Orneklerde mevcut karbonhidrat bilesenleri Refraktif Indeks Dedektorlii (RID)
Shimadzu marka LC-20 AD model HPLC cihazi kullamilarak belirlenmistir. Orneklerin
hazirlanmasi ve drnek seyreltme orani Oziyci’nin (2015) belirttigi analiz yontemine
uygun olarak hazirlanmistir (Oziyci vd. 2015).

Bu metoda gore, homojen haldeki 6rneklerden 1g tartilip 50 ml’lik falkon tiipii
igersine ultra saf su ile tamamlanarak ¢6ziiniir hale getirilmistir. Hazirlanan 6rnekler, 40
°C’lik ultrasonik banyoda 30 dk. ekstraksiyona birakilip, ardindan 3000 devir/dk.’da 10
dk. santrifiij edilmistir. Berrak iist faz kismindan 2-3 ml alinip, 0,45 pm membran
filtreden gegirildikten sonra 1 ml 6rnek alinarak viallenmistir. Cizelge 3.10°da belirtilen
sartlar altinda analize alinmistir.

Cizelge 3.10. HPLC-RID c¢aligsma kosullar1

Cihaz Shimadzu-10A (Shimadzu, Kyoto, Japonya).
Dedektor Refractive Index Detector (RID)

Kolon Transgenomic ION 300 (Transgenomic, NE, ABD)
Yazilim Lab solution

Kolon firin sicaklig 65 °C

Enjeksiyon hacmi 20 pl

Akis hiz 0,6 ml/dk.

Mobil faz 0,125 mM H2SOq4

Standart ¢ozelti ve hazirlanmasi

Konsantrasyonlar1 10-25-50-100-250-500-1000 mg/kg olacak sekilde standart
cozeltiler hazirlanmistir. Bunun i¢in 50 ml’lik balon joje i¢ine hesaplanan miktarda
standart ilave edilip ultra saf su ile ile tamamlanmustir.
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3.2.3.5. Organik asit bilesenleri analizleri

Salep ornekleri ve TTK maddelerindeki organik asit bilesenlerinin (tartarik asit,
sitrik asit, fumarik asit, malik asit, propiyonik asit, biitirik asit, laktik asit) analizi
Oziyci’nin (2015) belirttigi analiz yontemi ile ekstrate edilerek, analiz edilmistir
(Regueiro vd. 2013; Kivrak 2015).

Homojen haldeki 6rneklerden 1 g tartilip 50 ml’lik falkon tiipii igersine ultra saf
su ile tamamlanarak ¢oziiniir hale getirilmistir. Hazirlanan 6rnekler, 40 °C’lik ultrasonik
banyoda 30 dk. ekstraksiyona birakilip, ardindan 3000 devir/dk.’de 10 dk. santrifiij
edilmistir. Berrak iist faz kismindan 2-3 ml alinip, 0,45 pm membran filtreden
gecirildikten sonra 0,50 ml 6rnek ve % 0,10 (v/v) formik asit bulunan 0,50 ml metanol
alimarak vialle alinmis ve ¢izelge 3.11°de belirtilen kosullar altindaki Orbitrap-MS
cihazina enjekte edilmistir. Cizelge 3.12°de organik asitlerin kiitle degerleri (m/z)
sunulmaktadir.

Cizelge 3.11. ORBITRAP-MS calisma kosullar1

Thermo Scientific Exactive Orbitrap Mass Spectrometer

Cihaz (Thermo Fischer Sci. Inc,, Waltham Massachussetts, ABD)
Kolon Hypersil GOLD RP C18 (1,9 um). 100*2,1 mm
Yazilim Xcalibur

Kolon firin sicaklig 40 °C

Enjeksiyon hacmi 10 ul

Kapiler sicakligi 300 °C

Auxiliary gaz basinci 10 bar

Sheath gaz basinci 30 bar

Sprey Voltaj - 4000 V

Tarama araligi 60-300 m/z

Coziiniirlik Yiiksek

Polarite Negatif [M-H]

Mobil faz A Suda % 0,5 formik asit

Mobil faz B Asetonitrilde % 0,5 formik asit

Cizelge 3.12. Organik asitlerin kiitle degerleri

Organik asit Monoisotropik kiitle Gercek Kiitle Iyonlasma
Tartarik Asit 150,02 149,01 [M-H]
Sitrik Asit 192,03 191,02 [M-H]
Fumarik Asit 116,01 115,00 [M-H]
Malik Asit 134,02 133,01 [M-H]
Propiyonik Asit 74,04 73,03 [M-H]
Biitirik Asit 88,05 87,04 [M-H]
Laktik Asit 90,03 89,03 [M-H]
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Standart ¢Ozelti ve hazirlanmasi

Konsantrasyonlar1 0-0,1-0,25-0,5-1-2,5-5-10-25 mg/kg olacak sekilde standart
¢ozeltiler saf su kullanilarak hazirlanmastir.

3.2.3.6. Amino asit bilesenleri analizleri

Salep ornekleri ve TTK maddelerindeki serbest amino asit (lisin, histidin,
arjinin, sistein, serin, glutamik asit, treonin, aspartik asit, prolin, valin, metionin, tirozin,
izol6sin, 16sin, fenilalanin) miktarlarinin analizi Kivrak’in 2014°de belirttigi yonteme
gore sivi kromatografisi kiitle/kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) cihazi kullanilarak,
bazi1 kiiglik modifikasyonlarla gergeklestirilmistir (Kivrak vd. 2014). Bu yonteme gore
homojenize edilmis 0,50 g ornek igerisine % 0,10 (v/v) formik asit bulunan 10 ml
su:metanol (80:20, v/v) ¢ozeltisi ilave edilerek ekstrakte edilmistir. Karisim 5 dk.
vorteks ile karistirildiktan sonra 4 °C’de 4000 devir/dk. hizda 15 dk. santrifiij edilmistir.
Santriftij islemi sonrasinda elde edilen st faz 0,45um PTFE mebran filtreden
gecirilmistir. Ornekten vial igersine 0,20 ml alinmis ve iizerine 0,80 ml mobil faz A
(su:metanol (95:5, v/v)) ilave edilmistir. Cizelge 3.13’te belirtilen kosullar altindaki LC-
MS/MS cihazina enjekte edilmistir.

Cizelge 3.13. LC-MS/MS ¢alisma kosullari

Thermo Scientific- TSQ Quantum Access Max (Thermo

Cihaz Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachussetts, ABD)
Kolon Hypersil GOLD RP C18 (1,9 um). 100*2,1 mm
Yazilim Xcalibur

Kolon firm sicakligi 40 °C

Enjeksiyon hacmi 10pl

Kapiler sicakligi 270 °C

Buharlagtirma sicakligs 50 °C
Auxiliary gaz basinci 20 bar

Sheath gaz basinci 50 bar

Sprey Voltaj +3500 V

Mobil faz A Su: MeOH 95:5, % 0,1 formik asit, 4 mM amonyum asetat
Mobil faz B Metanol

Standart ¢cozelti ve hazirlanmasi

Konsantrasyonlar: 0-1-2-4-8-10-12-14 mg/kg olacak sekilde standart ¢ozeltiler
% 0,10 (v/v) formik asit bulunan % 20’lik metanollii su (v/v) kullanilarak
hazirlanmustir.

3.3. Yontemlerin Dogrulanmasi

Metod veya Ol¢iim prosediirlerinin  belirlenen amaglara uygunlugunun
belirlenmesi caligmalarinda dogrusallik, tespit siniri, 6l¢iim sinir1 ve dogruluk (geri
kazanim, tekrarlanabilirlik) c¢aligmalar1 temsili bir salep Ornegi {izerinden
gerceklestirilmistir.
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3.3.1. Dogrusallik

En az 6 farkli konsantrasyon noktasinda olmak iizere hazirlanan analitlerin
standart ¢ozeltileri li¢ kez cihaza enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglar ilgili cihazlarin
yazilimlar1 ile degerlendirilmis ve kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Olusturulan
bu grafiklerden R? degerleri hesaplanmistir.

3.3.2. Tespit sinir1 ve dl¢iim simir1 (LOD ve LOQ)

Temsili salep 6rnegi kullanilarak hazirlanan 6 paralel ¢ozelti igin en az 3 kez
Ol¢tim yapilmis, ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. Standart sapma
degerinin 3 kati tespit sinir1 ve 10 kat1 6l¢lim sinir1 olarak ifade edilmistir.

3.3.3. Dogruluk

Dogruluk caligsmasi kapsaminda gerceklik ve kesinlik degerleri incelenmistir.
Gergeklik parametresinde geri kazanim degerleri belirlenirken, kesinlik parametresinde
tekrarlanabilirlik degeri hesaplanmistir. Elde edilen degerlerin karsilastirilmasi ise
strastyla ¢izelge 2.11 ve ¢izelge 2.12'deki degerlere gore gerceklestirilmistir.

3.3.3.1. Gergeklik

Gergeklik caligmasinda salep 6rnegi kullanilarak hazirlanan 6 paralel ¢ozelti i¢in
3 kez olgiim yapilmistir. Elde edilen sonuglardan geri kazanim degerleri elementel
analizler i¢in formiil (2.3) gore, karbonhidrat bilesenleri, organik asit ve amino asit
bilesenleri analizleri i¢in formiil (2.5) gore hesaplanmustir.

3.3.3.2. Kesinlik

Bu calismada anabilesenler analizleri, enzimatik analizler ve aletsel analizler
icin tekrarlanabilirlik c¢aligmasi yapilmistir. Tekrarlanabilirlik; temsili salep Ornegi
kullanilarak hazirlanan 6 paralel ¢ozelti igin 3 kez Ol¢iim yapilmis ve elde edilen
sonuglardan bagil standart sapma (% RSD) degeri, tekrarlanabilirlilik degeri olarak
ifade edilmistir.

3.4. Istatiksel ve Kemometrik Degerlendirmeler
3.4.1. Istatiksel degerlendirmeler

Hazirlanan salep ornekleri i¢in belirlenen yontemlerin uygulanmasi sonucunda
elde edilen verilerin istatistiksel analizlerini gergeklestirmek igin SPSS statistics 25
(SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) yazilimi1 kullanilmigtir. Veri setine uygun, dogru
istatistiksel analizi belirlemek amaciyla dnce normal dagilim testlerinden Kolmogorov-
Smirnov (6rnek sayisi 50°den fazla olmasi nedeni ile) uygulanmistir. Kolmogorov-
Smirnov testine ait Onem diizeyi temel alinarak normal dagilim gosteren veya
gostermeyen veriler i¢in hangi testin secilecegine karar verilmistir. Normal dagilim
gosteren veriler tizerinde farkliliklarin anlamli olup olmadigini belirlemek igin varyans
analizi (ANOVA) testi ve normal dagilim gostermeyen veri setlerinde farkliliklarin
anlamli olup olmadigim1 belirlemek i¢in ise Kruskal-Wallis H test yoOntemi
uygulanmustir.
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ANOVA testi sonucunda farkliliklarin hangi gruplardan kaynaklandigini
belirlemek i¢in Post Hoc testleri uygulanmistir. Bu kapsamda, varyanslarin homojen
olmast durumunda Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, varyanslarin homojen olmamasi
durumunda ise Tamhane’s T2 Coklu Karsilastirma Testi secilmistir. Testler sonucunda
istatistiksel olarak Onemli farkliliklar arz eden Ozellikler ilgili cizelgelerde farkl
harflerle gosterilmistir. Normal dagilim gostermeyen salep bilesenlerinin gerek bolgeler
arasinda, gerekse salep ile TTK maddeleri arasindaki bilesenler agisindan farkliligini
belirlemek amaciyla Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Testler sonucunda
istatistiksel olarak onemli farkliliklar gosteren 6zellikler ilgili ¢izelgelerde harflendirme
veya “*” isareti kullanilarak gosterilmistir. Ozelliklere ait tanimlayic1 gorsellerin
(regresyon grafigi, histogram, pasta grafigi vb) olusturulmasinda Minitab 18 ve
Microsoft Excell yazilimlarindan yararlanilmistir.

Laboratuvar ortaminda hazirlanan salep ve TTK maddeleri igeren homojen toz
karisimlar kemometrik ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda onemli bulunan
analitik yontemlerle analiz edilmistir. iki sayisal 6l¢iim arasinda dogrusal bir iliski olup
olmadigini, varsa bu iligskinin yoniinii ve siddetini belirlemek igin korelasyon katsayisi
degerlendirilmistir. Veri setinin normal dagilim goéstermemesi durumunda Pearson
korelasyon katsayisi, normal dagilim gostermemesi durumunda Spearman’s rho
korelasyon katsayisi kullanilmistir. Uygun p degeri (p < 0,05) sartlarim1 tasiyan
orneklerin korelasyon katsayilarinin (r) yorumlanmasi g¢izelge 3.14’te gosterildigi
sekilde yapilmistir (Kilig 2012).

Cizelge 3.14. Korelasyon katsayisinin (r) yorumlanmasi

Korelasyon Degeri Yorumlamasi

r <0,20 Cok zayif iligki yada korelasyon yok
0,20-0,50 arasinda Zayif iligki

0,50-0,70 arasinda Orta giddette iliski

0,70-0,90 arasinda Yiiksek iligki

0,90 <r Cok yiiksek iligki

Yiiksek korelasyon gosteren parametrelerin dogrusalligi incelenmis ve tiim
istatistiksel veriler birlikte degerlendirilerek salebin taklit ve tagsisinin belirlenmesi
tizerine etkileri degerlendirilmistir.

3.4.2. Kemometrik degerlendirmeler

Belirtilen parametrelerden hangilerinin salep ve TTK maddeleri ile olan ayrimda
on plana ¢iktigimin belirlenmesi amaciyla kemometrik yaklasimlar denenmistir.
Calismalar IYTE Universitesi kimya laboratuvarinda Prof. Dr. Durmus OZDEMIR ve
ekibi tarafindan MATLAB platformunda gelistirilen yazilim paketleri kullanilarak
yapinin tanimlanmasinda yonlendirmesiz ve yonlendirmeli siniflandirma caligmalari
gergeklestirilmistir.
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Yonlendirmesiz siniflandirma ¢aligmalarinda temel bilesen analizi (PCA)
yontemiyle veriler incelenirken, yonlendirmeli siiflandirma yontemlerinden kismi en
kiiglik kareler-diskriminant analiz (PLS-DA) kullanilarak modeller olusturulmustur.
Elde edilen kemometrik modelin basarisi bagimsiz test seti kullanilarak Ol¢lilmiistiir.
Tiim analiz yontemlerinin birlestirilmesi ile olusturulan ilk model ile ayni zamanda
hangi analiz yonteminin siniflandirmaya en c¢ok katkisi oldugu da belirlenmistir. En
yiiksek basariya sahip analiz yontemleri ile ayr1 ayrt PLS-DA modelleri kurularak bu
modellerin de dogru tahmin orani testlerinin tamamlanmasi ile en az efor, zaman ve
maliyet kriterlerini saglayan ve ayni zamanda yliksek siniflandirma basarisina sahip
analitik yontem belirlenmistir.

3.4.2.1. Yonlendirmesiz siniflandirma calismalari

Yonlendirmesiz siniflandirma ¢alismalarinda temel bilesen analizi (PCA)
metoduyla veriler incelenmistir. Analizlerin sonug¢ skalasi olduk¢a farkli oldugu igin
model, korelasyon matrisi lizerinden kurulmustur. Sekil 3.4’te PCA’nin akis semasi
sunulmaktadir.

| Veri setinin hazirlanmasi

_ L 4

I Kovaryans matrisinin olusturulmasi
L4

‘ Ozdegerler ve 6z vektorlerin (eigen) olusturulmasi
¥

I Temel bilesenlerin segilmesi

_ L4

I Yeni eksen lizerine verilerin yansitilmasi

Sekil 3.4. PCA akis semasi
3.4.2.2. Yonlendirmeli simiflandirma ¢alismalari

Orneklerin  kimyasal analizleri kullanilarak taklit malzemeleri ile tagsis
malzemelerinin ayirt edilmesini saglayacak yonlendirmeli siiflandirma calismalarinda
kismi en kiigiik kareler ayirict analizi (PLS-DA) kullanilmistir. Ayrt ayri olmak {izere
salep ve TTK maddelerine ait analiz verilerinin 2/3’ii model seti, kalan 1/3’i ise
validasyon seti olacak sekilde rastgele dagitilmistir. Tiim PLS tabanli algoritmalarda
oldugu gibi PLS-DA’da da bilesen sayisinin segilmesi i¢in tek 6rnegi disarida birakan
capraz dogrulama yontemi (LOOCV) model setine uygulanmistir. En diisiik
simiflandirma hatasina tekabiil eden veya LOOCV degerinin hizli diisiisliniin sonlandig1
nokta bilesen sayis1 olarak secilmistir. Ardindan segilen bilesen sayisi ile kurulan nihai
PLS-DA modeli ile model setinin kendisi ve validasyon seti tahmin ettirilmistir.
Modelde sorun olusturma ihtimali bulunan maddeler tespit edilmis bu maddeler
uzaklagtinllmis ve tekrar model c¢alistirnlmistir. Kimyasal analizlerin PLS-DA
siniflandirmasindaki etkileri karsilastirilmak istendiginde oncelikle girdi matrisi
(kimyasal analiz sonuglar1) ve ¢ikt1 matrisi (6rneklerin hangi gruba ait oldugu bilgisinin
ikili sistemde gosterildigi matris) normalize edilmis ve sonrasinda model
calistirlldiginda analizlere tekabiil eden katsayilar dogrudan birbirleriyle biiyiikliik
olarak karsilagtirilabilir hale gelerek sonuglar incelenmistir.
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3.5. Piyasa izleme Calismalar

Calisma kapsaminda belirlenen yontem veya yontemler kullanilarak piyasalarda
satisa sunulan ve/veya bilesimlerinde salep oldugu saticilart tarafindan ve/veya etiket
bilgilerine gore beyan edilen ticari lriinler incelenmis ve bu iiriinlerin salep igerip
icermedikleri hakkinda nicel degerlendirmeler yapilmistir. Bu gercevede; satisa sunulan
icinde salep oldugu ifade edilen farkli markalara ait toplam 40 adet salep igcecek tozu ve
% 100 salep oldugu bildirilen 20 farkli 6rnek incelenmistir. Cizelge 3.15°te piyasa
izleme caligmalar1 kapsaminda tedarik edilen salep igecek tozu 6rnekleri gosterilmistir.

Cizelge 3.15. Piyasa izleme g¢aligmalar1 kapsaminda tedarik edilen salep igecek tozu
ornekleri

No  Icindekiler

Seker, yagsiz siit tozu, kivam artirici, dogal salep, aroma vericiler, tuz,
TS01

tatlandiricilar
TS02 Seker, nisasta, siit tozu, salep aromasi, vanilya, ksantan sakiz, tar¢in
TS03 Seker, yagsiz sut tozu, misir nigastasi, kivam artirici, salep aromasi, targin,
salep tozu, vanilin aromasi, tuz
Seker, yagsiz siit tozu, kivam articilar, salep aroma verici, salep tozu (% 0,30),
tar¢in aroma verici
Nisasta, yagsiz siit tozu, seker, kahve beyazlaticisi, siit proteini, emiilgator,
TSO05 aroma vericiler, topaklanma Onleyici, tuz, targin, tatlandirici, salep tozu (%
0,01)
Seker, patates nisastasi, yagsiz siit tozu, salep tozu (% 1), aroma verici, toz

TS04

TS06 tar¢in, topaklanma Onleyici, tuz, kivam artirict
Seker, yagsiz siit tozu, patates nisastasi, aroma vericiler, tar¢in, topaklanma
TS07 yag P P
onleyici, salep tozu (% 0,30)
Seker, modifiye patates nisastasi, yagsiz siit tozu, laktoz, aroma vericiler, kivam
TS08 YeP yas
artiricilar, targin, salep tozu (% 0,10), tatlandiric
T509 Seker, yagsiz siit tozu, kivam artirici, dogal salep, zencefil, topaklanma

onleyici, salep aromasi, siit aromasi, vanilya aromasi, tar¢in, tuz,
TS10 Seker, misir nigastasi, siit tozu, salep, tar¢in, trisodyum sitrat, vanilin
Seker, yagsiz siit tozu, musir nisastasi, aroma vericiler, glikoz surubu,

TSil emiilgator, sodyum kazeinat, tar¢in, salep (% 0,10), renklendirici

TS12 Seker., .siit tozu, misir nigastasi, kivam artirici, aroma vericiler, topaklanma
onleyiciler

TS13 Seker, musir nisastasi, siit tozu, kivam artirici, tar¢in, aroma vericiler,
tatlandirici karigim,

TS14 Seker, siit tozu, , topaklanma Onleyiciler, kivam artirici, vanilin, toz targin,

aroma vericiler, renklendiriciler
TS15 Seker, siit tozu, kivam artirici, emiilgator, aromalar, topaklanma onleyici, targin
Seker, patates nisastasi, yagsiz siit tozu, modifiye tapyoka nisastasi,
TS16 maltodekstrin, salep tozu (% 0,30), kivam artirici, tuz, aroma verici, toz targin,
topaklanma onleyici,
Seker, siit tozu, dogal salep (% 6,50), dekstroz, peynir alti suyu, topaklanma

TS17 - o e
Onleyici, stabilizor, aroma vericiler
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Cizelge 3.15’in devami

No Icindekiler

TS18 Seker, nisasta, yagsiz siit tozu, siit aromasi, toz tar¢gin, salep aromasi,
topaklanma Onleyici

TS19 Bilesim beyan edilmemis

TS20 Seker, misir nigastasi, siit tozu, dogal salep, kivam artirici, vanilin, salep aroma,
vanilin aromasi

TS21 Seker, modifiye misir nisastasi, yagsiz siit tozu, salep tozu (% 0,40), inceltici,
aroma verici, topaklanma onleyici

TS29 Seker, siit tozu, misir nisastasi, kivam artirici, toz tar¢in, aroma vericiler,
topaklanma onleyici

TS23 S_e_ker, yagsiz siit tozu, guar sakiz, misir nisastasi, salep aromasi, tar¢in aromast,
silikon 225

TS24 Bilesim beyan edilmemis

TS25 Bilesim beyan edilmemis

TS26 Dogal dag salebi (% 6), scker, topaklanma Onleyici, misir nisastasi, kivam
artirici, guar

TS27 Seker, nisasta, yagsiz siit tozu, siit aromasi, guar sakiz, tar¢in, vanilin, salep
aromasl, topaklanma onleyici
Seker, kahve beyazlatici, kazeinat, emiilgator, topaklanma Onleyici,

TS28 renklendirici, yagsiz siit tozu, modifiye nisasta, kivam artirici, tar¢in, aroma,
salep (% 0,40), vanilin

TS29 Seker, misir nisastasi, _Sl::lt tozu, kivam artirici, damla sakizi, maltodekstrin,
targin, salep, aroma vericiler

TS30 Bilesim beyan edilmemis
Seker, siit tozu, misir nisastasi, dogal salep, kahve beyazlaticisi, emiilgator,

TS31 renklendirici, vanilya, karbonat, admiil, xantan sakiz, guar sakiz, aroma, targin,
trikalsiyum fosfat

TS32 Bilesim beyan edilmemis

TS33  Ogiitiilmiis saf salep

TS34 Seker, modifiye mlslr_n_isastam, yagsiz siit tozu, laktoz, kivam artirici, salep
tozu (% 2), aroma verici

TS35 Seker, yags'lz slit tozu, musir nisastasi, maltodekstrin, peyniralti suyu tozu,
aroma vericiler, kivam vericiler, sodyum kazeinat, tar¢in, renklendiriciler

TS36 Seker, siit tozu, misir nisastasi, salep (% 1), kivam artirici, aroma vericiler

TS37 Seker, yagsiz sﬁ‘F tozu, modifiye musir nigastasi, salep (% 1), kivam artirict,
tarcin, aroma verici

TS38 Saf salep

TS39 % 100 dogal salep

TS40 Seker, yagsiz siit tozu, bugday nisastasi, kivam artirici, salep aromasi, tuz,

salep (% 0,30), tar¢in aromasi, vanilya, tar¢in
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Yontem Dogrulama Calismalari

Yonem dogrulama ¢alismalar1 kapsaminda elementel, karbonhidrat, organik asit
ve amino asit bilesenlerinin analizleri i¢in yontemlerin dogrusal araliklari, kalibrasyon
denklemleri, kalibrasyon katsayilari, tespit ve tayin sinirlari, tekrarlanabilirlik ve geri
kazanim degerleri hesaplanmistir. Anabilesenler analizleri, enzimatik analizler, izotop
oranlar1 analizleri ve kalorimetrik Ol¢iimler igin tekrarlanabilirlik degerleri tespit
edilmistir. Elde edilen veriler degerlendirilerek yontemlerin uygunlugu tespit edilmistir.

4.1.1. Anabilesenelere ait yontem dogrulama ¢alismalar:

Anabilesenler analizleri kapsaminda temsili salep drneginin rutubet miktari, kiil
miktari, % 10 HCI’de ¢dziinmeyen kiil miktar1 ve protein diizeylerinin belirlenmesinde
kullanilacak yontem dogrulama g¢aligmalari gerceklestirilmistir. Salep Ornegine ait
anabilesenler analizlerinin tekrarlanabilirlik sonuclar1 (ortalama miktart (%), standart
sapmas1 ve bagil standart sapmasi (% RSD)) ¢izelge 4.1°de sunulmaktadir. indirgen
seker (glikoz ve fruktoz) diizeyinin belirlenmesinde kullanilacak yontem dogrulama
calisma sonuglar1 boliim 4.1.3.4°te ¢izelge 4.6’ da sunulmaktadir.

Cizelge 4.1. Anabilesen analizlerine ait tekrarlanabilirlik sonuglari

Analiz No Rutubet Kiil % 10 HCI’de C. kiill  Protein
1 6,68 1,54 0,49 4,45
2 7,51 1,55 0,38 4,64
3 7,36 1,55 0,48 4,81
4 7,43 1,57 0,38 4,63
5 8,02 1,56 0,44 4,45
6 6,83 1,57 0,33 4,45
Ortalama 7,31 1,56 0,42 4,57
Standart sapma 0,45 0,01 0,06 0,14
% RSD 6,09 0,71 13,61 2,95

Cizelge 4.1°den elde edilen bilgiler dogrultusunda tekrarlanabilirlik degerleri
rutubet miktart i¢cin % 6,09; kiil miktar1 i¢in % 0,71; % 10 HCI’de ¢6ziinmeyen kiil
miktari i¢in % 13,61; protein miktar1 i¢in % 2,95 oldugu hesaplanmustir.

4.1.2. Enzimatik analizlere ait yontem dogrulama calismalari

Enzimatik analizler kapsaminda glukomannan ve toplam nisasta diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilacak yontem dogrulama ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Yapilan
enzimatik analiz ¢alismalar1 sonucunda salep Ornegine ait toplam nisasta ve
glukomannan miktarlarin ortalama miktari, standart sapmasi ve bagil standart sapma
(% RSD) degerleri ¢izelge 4.2°de sunulmaktadir.
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Cizelge 4.2. Enzimatik analizlere ait tekrarlanabilirlik sonuglart

Analiz No Toplam Nisasta miktar: Glukomannan miktari
(9/100g) (9/100g)
1 60,29 0,97
2 58,64 0,90
3 55,90 0,93
4 58,59 0,86
5 53,59 0,87
6 57,60 0,90
Ortalama 57,44 0,91
Standart sapma 2,16 0,04
% RSD 3,77 4,46

Cizelge 4.2°den elde edilen bilgiler dogrultusunda toplam nisasta miktarina ait
tekrarlanabilirlik degeri % 3,77 ve glukomannan miktarina ait tekrarlanabilirlik degeri
% 4,46 olarak bulunmustur.

4.1.3. Aletsel analizlere ait yontem dogrulama calismalari

Aletsel analiz yontem dogrulama c¢aligmalar1 kapsaminda elementel,
karbonhidrat, kalorimetrik Ol¢iimler, organik asit ve amino asit analizlerinin yontem
dogrulama ¢aligmalar1 yapilmistir.

4.1.3.1. Elementel analizlerin yontem dogrulama ¢alismalar:

Bu kapsamda secilmis olan salep ornegine ait elementel analizlerin yontem
uygunluk caligmalari, materyal ve metot boliimiinde yer alan, ¢izelge 3.6’da belirtilen
kosullar altinda ICP-MS cihazinda gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda ¢izelge 4.3°te
sunulan yontem dogrulama sonuclarina (dogrusal aralik, kalibrasyon denklemi, R2
tespit sinir1, tayin sinir, bagil standart sapma (% RSD), geri kazanim) ulagilmigtir. Geri
kazanim c¢alismalar sertifikali referans malzeme kullanilarak gergeklestirilmistir.

fgili cizelgeye gore, salep 6rneginde arastirilan 21 element igin R?> 0,99 olarak
tespit edilmis ve belirtilen konsantrasyon araliklarinda metodun dogrusal oldugu
sonucuna varilmistir. Hazirlanmig olan 20 pg/kg konsantrasyondaki salep 6rnegine ait
geri kazanim ¢aligmasi degerinin % 96,74 ile % 122,36 araliginda oldugu tespit edilmis,
tekrarlanabilirlik degerleri % 1,74 ile % 12,87 arasinda hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglarin ¢izelge 2.11°de ve cizelge 2.12°de belirtilen limit degerleri arasinda yer
aldig1 belirlenmistir.

54



qS

BULGULAR VE TARTISMA

A. K. BILGIN

Cizelge 4.3. Elementel analizlere ait yontem dogrulama sonuglari

Dogrusal Arahk

LOD

LOQ

Geri kazanim

1 1 2
Parametre (ng/l) Kalibrasyon Denklemi R (ng/l) (ng/l) % RSD (%)
Fe 0,5-200 y=7285,2x+4524 0,9968 0,42 1,39 2,43 103,01+1,63
Zn 2-200 y=1340,1x-1473,8 0,9987 0,77 2,59 12,87 92,65+1,52
Mn 2-50 y=18733x-17295 0,9921 1,52 5,06 3,73 99,05+6,35
Cu 2-50 y=6920,6x-1509,3 0,9983 0,14 0,47 2,52 101,79+3,04
Sr 0,5-50 y=27059x+8254,2 0,9974 1,24 4,09 3,44 110,55+2,63
Cr 2-50 y=5799,3x+16481 0,9947 1,32 3,96 4,42 95,52+3,86
Ni 2-100 y=3107,8x-2498,8 0,9987 1,11 3,70 3,62 101,45+3,78
Ti 2-100 y=950,93x+1645,7 0,9993 0,82 2,73 3,34 113,99+2,95
Rb 2-100 y=16844x+11729 0,9999 1,73 5,77 8,84 96,74+3,52
Ba 0,5-50 y=27564x+22783 0,9993 0,44 1,47 2,45 108,90+1,12
Mo 0,5-100 y=6369,2x+7349,5 0,9987 0,75 2,50 2,54 118,75+1,17
\Y/ 2-100 y=13258x+29800 0,9987 0,23 0,77 1,94 114,58+1,29
Co 0,5-100 y=14908x+21485 0,9984 0,25 0,83 1,74 115,38+1,17
Li 2-50 y=1473,6x+784,09 0,9996 0,01 0,03 8,42 *
Ga 2-50 y=10164x+6411,1 0,9996 0,02 0,07 10,64 *
Se 0,5-100 y=102,67x+138,02 0,9989 0,51 1,70 2,44 122,36+2,05
Cs 2-50 y=32901x+18497 0,9998 0,01 0,03 10,30 *
Sb 2-50 y=3578,7x-3986,5 0,9991 0,02 0,06 5,62 *
Be 2-200 y=279,11x-126,07 0,9993 0,07 0,24 3,47 *
Tl 2-200 y=20014x+4465,7 0,9992 0,10 0,36 5,79 *
Bi 2-50 y=26142x+5537,6 0,9999 0,02 0,06 6,82 *

*: Listede bos birakilan hiicreler sertifikali referans materyalde bulunmayan elementlere aittir.
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4.1.3.2. izotop oranlar analizleri yontem dogrulama calismalari

Salep ve TTK maddelerinin  IR-MS cihaz1  kullanilarak  izotopik
kompozisyonunun belirlenmesinde yontemin uygunlugunun degerlendirilmesi amaciyla
oncelikle IR-MS cihazinda boliim 3.2.3.2°de belirtilen standart maddeler kullanilarak
karbondioksit, azot, hidrojen ve oksijen gazlarinin izotopik degerleri tanimlanmis ve
ardindan Orneklerin izotopik kompozisyonlar1 belirlenmistir. Kalibre edilen sistem
kullanilarak salep Orneginin tekrarlanabilirlik analizleri gerceklestirilmis ve ¢izelge
4.4’te gosterilen ortalama degerleri, standart sapmasi ve bagil standart sapma (% RSD)
degerleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Izotop oranlar1 analizlerine ait tekrarlanabilirlik sonuglari

Analiz No 1BC2C NN ’H/*H 180/%0
1 -27,33 9,16 -103,87 30,93
2 -27,18 7,12 -107,24 31,77
3 -27,24 5,38 -105,21 32,22
4 -27,62 9,11 -111,01 32,57
5 -27,49 9,37 -107,07 32,06
6 -27,28 10,17 -105,00 34,47
7 -27,37 8,42 -101,87 33,28
8 -27,41 7,29 -102,22 32,30
9 -27,34 9,04 -108,55 33,06
10 -27,41 10,12 -108,72 33,61
Ortalama -27,37 8,52 -106,08 32,63
Standart sapma 0,13 1,51 2,97 1,01
% RSD -0,46 17,70 -2,80 3,09

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, tekrarlanabilirlik degerleri *3C/*2C
icin % -0,46, ™N/**N icin % 17,70, 2H/*H icin % -2,80, 80/*0 icin % 3,09 olarak
bulunmustur. Bu veriler, 6rneklerin izotop oranlarini belirlemek i¢in kullanilacak
yontemin dogru ve tekrarlanabilir sonuglar tiretebildigine isaret etmektedir.

4.1.3.3. Kalorimetrik analizler yontem dogrulama ¢alismalari

Orneklerin kalorimetrik &lgiimleri Perkin Elmer marka DSC 6000 model
diferansiyel tarama kalorimetresi kullanilarak gerceklestirilmistir. DSC cihazinin
kalibrasyonu standart indiyum kullanilarak yapilmistir. Literatiirdeki verilerden
yararlanarak ¢alismamizin bu agamasinda -80 °C ile +300 °C tarama sicaklik araliginda
5 °C/dk. ve 10 °C/dk. akis hizinda galisma gergeklestirilmis ve akis hizinin pikler
tizerine olan etkileri incelenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. -80 °C ile +300 °C tarama sicaklik araligma ait DSC termogramlari (a) 5
°Cldk., (b) 10 °C/dk.

Sekil 4.1°de goriildiigi tizere 5 °C/dk. akis hiz1 uygulanan pikte bir yayvanlagsma
oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla dogru camsi gegis sicakligi (Tg) ve erime sicakligi
araliginin - se¢ilmesinde zorluklar veya yanligliklar yasanabilecegi Ongoriilerek
calismalarda daha uygun olacak akis hizi 10 °C/dk. olarak segilmistir. Literatiirde
Einhorn-Stoll’un (2007) yapmis oldugu c¢aligmasinda da pektinin tanimlanmasinda en
uygun pik ayrimini veren akig hizinin 10 °C/dk. oldugu ifade edilmistir (Einhorn-Stoll
vd. 2007). Bu ¢alisma se¢imin dogrulunu destekler niteliktedir.

Son durumda belirtilen kosullar altinda (0’dan 300 °C’ye =10 °C/dk. 1sitma
oraninda ve 25 ml/dk. N2 kosullarinda) gerceklesen salep Ornegine ait kalorimetrik
analizlerden elde edilen tekrarlanabilirlik degerlerinin (ortalama miktari, standart
sapmast ve bagil standart sapma (% RSD) degerleri) sonucglar ¢izelge 4.5°te
gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Kalorimetrik dlgtimlere ait tekrarlanabilirlik sonuglari

Analiz No Erime Sicakhigi (°C) Erime Isis1 (J/g) Tg/Step (°C/°C)
1 165,22 222,26 138,68

2 162,96 211,56 133,70

3 167,11 223,26 143,24

4 166,75 211,60 134,03

5 168,77 218,28 145,33

6 169,18 209,94 137,33
Ortalama 166,67 216,15 138,72
Standart sapma 2,31 5,88 4,76

% RSD 1,39 2,72 3,43

Elde edilen veriler dogrultusunda erime sicakligi (°C), erime 1sist (J/g),
Tg/Step’ne ait tekrarlanabilirlik degerleri % 1,39, % 2,72 ve % 3,43 olarak
bulunmustur.

4.1.3.4. Karbonhidrat analizleri yontem dogrulama ¢alismalari

Bu kapsamda sec¢ilmis olan salep 6rnegine ait karbonhidrat degerlerinin yontem
dogrulama verileri (dogrusal aralik, kalibrasyon denklemi, R?, tespit sinir1, tayin siniri,
bagil standart sapma (% RSD), geri kazanim) ¢izelge 4.6’da sunulmaktadir.

Cizelge 4.6. Karbonhidrat bilesenleri analizlerine ait yontem dogrulama sonuglari

Dogrusal . Geri
Parametre Arahk g:rlllglﬁ?ilon R? I(_n?ga) I(_r’r?g(/gl) % RSD Kazanim

(mg/1) (%)
Sakkaroz 25-1000  y=3209,1x 0,99 90,62 302,15 2,39 99,52
Glikoz 25-1000  y=3558x 0,99 84,01 279,88 3,04 99,55
Fruktoz 25-1000  y=3193,2x 0,99 60,85 202,62 2,35 98,53
Maltoz 25-1000  y=3312x 0,99 58,93 196,33 2,69 98,61

Mannoz 25-1000  y=2835,4x 0,99 94,26 313,91 3,20 97,44
Galaktoz 25-1000  y=3957,1x 0,99 91,42 304,74 2,65 98,12
Arabinoz 25-1000  y=3524x 0,99 66,14 220,22 3,36 98,15

Cizelge 4.6’ya gore, salep Orneginin karbonhidrat analizi icin incelenen 7
monosakkarit icin R? > 0,99 olarak tespit edilmis ve belirtilen konsantrasyon
araliklarinda metodun dogrusal oldugu sonucuna varilmistir. 500 mg/l konsantrasyonda
yapilan geri kazanim calismast % 97,44 ile % 99,55 araliginda tespit edilmistir.
Tekrarlanabilirlik degerleri % 2,35 ile % 3,36 arasinda hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglarin Cizelge 2.11 ve ¢izelge 2.12°de belirtilen limit degerleri arasinda yer aldig1
belirlenmistir. Tespit edilen sonuglar yontemin kabul edilebilir diizeylerde oldugunu
gostermektedir.
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4.1.3.5. Organik asit analizlerinin yontem dogrulama ¢alismalari

Secilmis olan temsili salep ornegindeki organik asit (tartarik asit, sitrik asit,
fumarik asit, malik asit, propiyonik asit, biitirik asit ve laktik asit) yontem dogrulama
calismalarina ait sonuglar (dogrusal aralik, kalibrasyon denklemi, R2, tespit siniri, tayin
sinir1, bagil standart sapma (% RSD), geri kazanim) ¢izelge 4.7’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Organik asit bilesenleri analizlerine ait yontem dogrulama sonuglari

Dogrusal . Geri
Parametre Arfllk g::\llzre?;)ilon R? z_rr%[/)l) I(_n%(/gl) % RSD  Kazanmm

(mg/l) (%)
Tartarik A. 25-1000 y=0,0013x+1,30 0,99 9,02 29,97 6,51 88,62
Sitrik A. 25-1000 y=0,0041x-1,85 0,99 8,13 26,97 8,23 92,40
Fumarik A. 25-1000 y=0,0027x-1,74 0,99 10,24 33,97 10,25 81,36
Malik A. 25-1000 y=0,0016x+0,79 0,99 8,50 28,31 9,96 85,48
Propiyonik A. 25-1000 y=0,0034x+0,88 0,99 10,42 34,63 9,24 77,92
Biitirik A. 25-1000 y=0,0044x+1,63 0,99 9,84 32,63 8,75 82,20
Laktik A. 25-1000 y=0,0022x-1,44 0,99 1181 39,29 10,55 79,68

Salepteki organik asit bilesenlerine ait yontem dogrulama g¢alismasina gore,
incelenen 7 organik asit bileseni i¢in R? > 0,99 olarak tespit edilmis ve belirtilen
konsantrasyon araliklarinda metodun dogrusal oldugu sonucuna varilmistir. Hazirlanmis
olan 0,1 ve 1 mg/l konsantrasyondaki 6rneklere ait geri kazanim ¢alismasinda % 77,92
ile % 92,40 araliginda sonuglar tespit edilmistir. Tekrarlanabilirlik degerleri % 6,51 ile
% 10,55 arasinda hesaplanmigtir. Elde edilen geri kazanim ve tekrarlanabilirlik
sonuglari sirasiyla gizelge 2.11°de belirtilen limit degerleri ve gizelge 2.12’de belirtilen
limit degerleri arasinda yer aldig1 belirlenmistir. Salep 6rnegi igin biitiin organik asit
bilesenlerinin dogrusal araliginin 25-1000 pg/l oldugu tespit edilmistir.

4.1.3.6. Amino asit analizlerinin yontem dogrulama ¢alismalar:

Orneklerde izlenen amino asit bilesenlerine ait ydntem dogrulama
calismalarindan (dogrusal aralik, kalibrasyon denklemi, R?, tespit siniri, tayin siniri,
bagil standart sapma (% RSD), geri kazanim) elde edilen sonuglar ¢izelge 4.8’de
sunulmaktadir.

Cizelge 4.8’deki veriler incelendiginde tiim amino asit bilesenleri icin R?> 0,99
olarak tespit edilmis ve belirtilen konsantrasyon araliklarinda metodun dogrusal oldugu
sonucuna varilmistir. Salep 6rnegi i¢in biitlin amino asit bilesenlerinin dogrusal araligi
25-1000 pg/l olarak goriilmiistiir. Her amino asit 6rnegi i¢in farkli konsantrasyonlarda
(en dusik 5,25 mg/kg serin, en yiiksek 12,02 mg/kg sistein) hazirlanan orneklerde
yapilan geri kazanim calismasinda % 87,24 ile % 96,33 araliginda sonuglar tespit
edilmistir. Tekrarlanabilirlik degerleri % 2,33 ile % 4,10 arasinda hesaplanmistir Elde
edilen geri kazanim ve tekrarlanabilirlik sonuglar sirasiyla ¢izelge 2.11°de belirtilen
limit degerleri ve cizelge 2.12°de belirtilen limit degerleri arasinda yer aldigi
belirlenmistir.

59



09

BULGULAR VE TARTISMA A. K. BILGIN
Cizelge 4.8. Amino asit bilesenleri analizlerine ait yontem dogrulama sonuglart
g Geri

Parametre Dogrusal Kalibrasyon Denklemi R? LOD (mg/l) LOQ (mg/l) % RSD Kazamm

Aralik (mg/l) (%)
Arjinin 0,87-10,89 y=145089x+107014 0,99 5,02 16,70 2,39 95,32
Aspartik asit 0,67-8,32 y=206889x-8097,11 0,99 4,41 14,62 3,04 96,33
Sistein 1,20-15,02 y=54947,9x+5658,85 0,99 7,62 25,53 2,35 94,46
Glutamik asit 0,74-9,19 y=303008x+53121,60 0,99 5,93 19,76 2,69 94,78
Histidin 0,78-9,67 y=0,06x+2,78 0,99 5,35 17,55 3,20 87,24
[zol6sin 0,66-8,19 y=0,06x+4,65 0,99 5,22 17,42 2,65 94,72
Losin 0,66-8,19 y=0,06x+4,69 0,99 4,41 14,61 3,36 94,33
Lizin 0,73-9,14 y=902508x 0,99 512 17,04 3,27 93,82
Metiyonin 0,75-9,32 y=0,06x+1,31 0,99 6,05 19,95 3,82 91,73
Fenilalanin 0,83-10,32 y=0,06x+5,64 0,99 5,82 19,52 2,33 95,02
Prolin 0,57-7,20 y=0,06x+3,47 0,99 5,61 18,65 3,54 94,05
Serin 0,52-6,57 y=25456,20x 0,99 5,82 19,22 4,10 93,24
Treonin 0,59-7,45 y=258625x+50477,80 0,99 5,63 18,73 3,64 95,62
Tirozin 0,91-11,32 y=977602x+30008,40 0,99 7,45 24,76 2,93 95,03
Valin 0,58-7,31 y=177346x+74307,50 0,99 4,42 14,65 3,00 93,62
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4.2. Salep Orneklerine Ait Analiz Sonuclar1

Cizelge 3.1°de belirtilen farkli bolgelerden temin edilen salep Orneklerine ait
analiz sonuclart bu boliimde sunulmaktadir. Veriler istatistiksel agidan degerlendirilmis
ve testler sonucunda bolgeler arasinda belirlenen farkliliklar s6z konusu ise ilgili
cizelgelerde harflendirme yoluyla ifade edilmistir. Bulunan en yiiksek deger “®” olarak
harflendirilerek alfabetik sirayla azalan degerler seklinde gosterilmistir.

4.2.1. Anabilesen analizleri

Anabilesen analizleri kapsaminda salep 6rneklerinin rutubet miktari, kiil miktari,
% 10 HCl’de c¢oziinmeyen kiil miktari, indirgen seker ve protein diizeylerinin
belirlenmesi ¢alismalar1  gerceklestirilmistir. Verilere uygulanan normalite testi
sonuglari ¢izelge 4.9°da sunulmaktadir.

Cizelge 4.9. Anabilesen analizlerinin normalite testi sonuglari

Parametre Siq.
Protein 0,00
Rutubet 0,20
Kiil 0,00
% 10 HCI’de Cozlinmeyen Kiil 0,20
Indirgen Seker 0,00

Cizelge 4.9’dan elde edilen significant (sig.) sonuclari degerlendirildiginde,
orneklerin rutubet ve % 10 HCI’de ¢o6ziinmeyen kiil degerlerinin normal dagilim
gosterdigi tespit edilmis ve ¢oklu gruplarin karsilastirilmasi testi olan varyans analizi
(ANOVA) testi uygulanmistir. ANOVA testinin sonucuna gore, rutubet ve % 10 HCI’de
coziinmeyen kiil bilesenleri i¢in varyanslarin homojen olmasindan dolayi, bolgeler arasi
farkliligin belirlenmesinde Duncan c¢oklu karsilagtirma testi uygulanmasina karar
verilmistir.

Ilgili ¢gizelgeye gore, protein, indirgen seker ve kiil degerlerinin ise normal
dagilim gostermedigi (p < 0,05) tespit edilmis ve bu sebeple parametrik olmayan
Kruskal Wallis ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmigtir. Testin sonucuna, protein ve kiil
igin farkliligin 6nemli (p < 0,05) olmasindan dolay1 her iki bilesen igin olusan farkliligin
hangi bolgeler arasinda oldugunun belirlenmesi amaciyla veriler Mann Whitney U
testine tabii tutulmustur. Indirgen seker verileri bakimindan bolgeler arasinda bir
farklilik tespit edilmemistir. Cizelge 4.10°da salep orneklerine ait anabilesen analiz
sonuglar1 (ortalamatstandart sapma) ve karsilastirma testleri kullanilarak o6nemli
farklilik oldugu tespit edilen bolgeler, harflendirme yoluyla sunulmaktadir.
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Cizelge 4.10. Salep 6rneklerine ait anabilesen analizlerinin sonuglari

" o , : .
Bolge n (R()}:J;Ubet g/l;; (;/i(i)z%i(:lgg;e(lllekiil (Po;oo)tem Indirgen Seker (mg/kg)
Kuzey Anadolu 24 7,11°+1,12 1,92°+0,35 0,46%° +0,16 4,44%1,00 3904,69+6857,59
Giineybat1 Anadolu 6 8,06* £0,75 3,03%+£0,71 0,622 £0,22 11,04%+1,78 5552,42+8257,07

Giiney Anadolu 8 8,16%" +1,20 2,03 +0,26 0,36° +0,11 6,58"°+1,83 11839,38+21220,37
Giineydogu Anadolu 9 8,432 £1,33 2,05° +0,34 0,30° £0,25 5,60%%+1,81 20276,08426755,96
Dogu Anadolu 14 7,69%P 0,76 2,19 +0,32 0,35° +0,15 7,86°+2,22 2551,61+5247,39
Ortalama 61  7,67+1,15 2,13+0,49 0,41+0,19 6,32+2,61 6536,57+13419,01
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Cizelge 4.10’a gore, farkliliklarin indirgen seker hari¢ tiim parametreler i¢in
istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) oldugu tespit edilmistir. En yiiksek ortalama
rutubet degerinin Giineydogu Anadolu Bolgesi’ne (% 8,43) ve en diisiikk ortalamanin
Kuzey Anadolu Bélgesi’ne (% 7,11) ait oldugu belirlenmistir. Kiil ve protein degerleri
bakimindan en yiiksek ortalamalar Giineybati Anadolu Bolgesi’nde (Sirastyla % 3,03 ve
% 11,04), en diisiik ortalamalar ise Kuzey Anadolu Bolgesi’nde (sirasiyla % 1,92 ve %
4,44) tespit edilmistir. Orneklere ait %10 HCI’de ¢dziinmeyen kiil degeri icin en yiiksek
ortalamanin Giineybatt Anadolu Boélgesi’nde (% 0,62), en diisiik ortalamanin ise
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde (% 0,30) oldugu belirlenmistir. Ortalama indirgen
seker degerinin en yiiksek oldugu bolgenin Giineydogu Anadolu Boélgesi (20276,08
mg/kg), en diisiik oldugu bolgenin ise Dogu Anadolu Bolgesi (2551,61 mg/kg) oldugu
hesaplanmustir.

Tez ¢alismasi kapsaminda incelenen salep Orneklerinin protein miktarinin %
1,97-12,71 arasinda oldugu; kiil igerinin % 1,36-4,30 arasinda; % 10 HCl’de
¢oziinmeyen kiil degeri i¢in % 0,03-0,93 degistigini; indirgen seker diizeyinin 160,50-
66297,50 mg/kg arasinda ve rutubet miktarinin % 5,63-9,38 arasinda oldugu tespit
edilmistir. Literatiir calismalarina gore saleplerdeki protein miktar1 % 2,70-11,93; kiil
icerigi bakimindan % 0,95-6,72; rutubet miktarinin % 7,5-13,56 arasinda tespit edildigi
belirlenmistir (Kaya ve Tekin 2001; Farhoosh ve Riazi 2007; Tekinsen ve Giiner 2010;
Lalika vd. 2013; Vatansever 2016; Bulut-Solak vd. 2017; GTHB 2018; Sen vd. 2018).
Elde edilen anabilesenlere ait degerler ile literatiir ¢aligmalarinda bildirilen degerlerin
uyum i¢inde oldugu sonucuna varilmaistir.

Literatiir ve tez kapsaminda elde edilen sonuglara gore degerlerin genis bir
aralikta oldugu belirlenmistir. Sonuglarin genis araliklarda tespit edilmesinin nedeni
olarak literatiirde, Orneklerinin toplandigi bolgelerin  farkli olmasi, farkli tiir
orkidelerden toplanan yumrularin kullanilmis olmasi, Orneklerin degisik toprak
yapisinda yetigsmesi Ve yetistigi bolgelerde farkli iklim 6zelliklerinin goriilmesinden
(bagil nem, sicaklik degisimleri vb.) dolay1 olabilecegi ifade edilmektedir (Tekinsen ve
Giiner 2010; Bulut-Solak vd. 2017; Sen vd. 2018).

4.2.2. Enzimatik analizler

Enzimatik analizler kapsaminda salep Orneklerinin glukomannan ve toplam
nisasta diizeylerinin belirlenmesi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Cizelge 4.11°de salep
orneklerine ait enzimatik analizden elde edilen verilerin normalite testi Ssonuglari
sunulmaktadir.

Cizelge 4.11. Enzimatik analizlerin normalite testi sonuglari

Parametre Sig.
Glukomannan 0,00
Nisasta 0,20
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Cizelge 4.11°den elde edilen “sig.” sonuglart degerlendirildiginde, drneklerin
toplam nisasta degerinin normal dagilim gosterdigi tespit edilmis, bu sebeple ANOVA
coklu Kkarsilastirma testi uygulanmigtir. Bu test sonucunda nisasta verilerinin
varyansinin homojen olmasindan dolayi, farkliligin hangi bolgeler arasinda oldugunun
belirlenmesinde Duncan ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmaistir.

llgili ¢izelgeye gore, glukomannan degerinin ise normal dagilim gdstermemesi
(p < 0,05) nedeniyle Kruskal Wallis ¢coklu karsilastirma testi se¢ilmistir. Test sonucunda
ornek toplanan bolgeler bakimindan anlamli bir farkliligin olmadig: tespit edilmistir.
Diger bir degisle tim bolgelerdeki salep yumrularina ait glukomannan degerleri
arasinda benzerlikler goriilmektedir. Cizelge 4.12°de salep orneklerine ait enzimatik
analizlerin sonuglar1 (ortalamatstandart sapma) ve karsilagtirma testleri sonucunda
toplam nisasta bakimindan farkliliklar1 tespit edilen bolgeler harflendirme yoluyla
sunulmaktadir.

Cizelge 4.12. Salep 6rneklerine ait glukomannan ve toplam nisasta analizleri sonuglari

Bolge n Glukomannan (g/100g) Toplam nisasta (g/100g)
Kuzey Anadolu 24 18,38+13,08 37,67°+14,13

Giineybat1 Anadolu 6 10,66+2,41 40,38*0£4,62

Giiney Anadolu 8 11,0145,17 38,67°+£10,09
Giineydogu Anadolu 9 9,80+3,32 50,132+£9,42

Dogu Anadolu 14 11,78+10,15 51,012+£9,19

Ortalama 61 13,88+10,33 42 97+12,55

Cizelge 4.12°de glukomannan degeri bakimindan en yiiksek ortalamanin Kuzey
Anadolu Bolgesi’ne (18,38 ¢/100g) ve en diisiik ortalamanin Gilineydogu Anadolu
Bolgesi’ne (9,80 g/100g) ait oldugu belirlenmistir. Toplam nisasta degeri bakimindan
en yiiksek ortalamanin Dogu Anadolu Boélgesi’ne (51,01 ¢/100g) ve en disiik
ortalamanin ise Kuzey Anadolu Bolgesi’ne (37,67 g/100g) ait oldugu goriilmektedir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda incelenen salep drneklerinin glukomannan miktarinin
% 2,04-47,03 (Dogu Anadolu Bolgesi-Kuzey Anadolu Bolgesi) arasinda oldugu; toplam
nigasta igerinin % 15,42-74,34 (Kuzey Anadolu Bolgesi-Dogu Anadolu Bolgesi)
arasinda degistigi tespit edilmistir. Literatiir ¢alismalarina gore, saleplerdeki
glukomannan miktarinin en az % 7,84 en ¢ok % 58,22 olarak belirlendigi; toplam
nisasta icerigi bakimindan ise en az % 2,8 en ¢ok % 43,98 oldugu tespit edilmistir
(Kaya ve Tekin 2001; Farhoosh ve Riazi 2007; Tekinsen ve Gliner 2010; Lalika vd.

2013; Vatansever 2016; Bulut-Solak vd. 2017; GTHB 2018; Sen vd. 2018).

Incelenen salep orneklerinde belirlenen glukomannan diizeylerinin literatiirde
belirtilen ¢alismalardan diisiik olarak tespit edilmis olmasi, kullanilan salep 6rneklerinin
partikiil biiytklikleri arasindaki farkliliklarina baglanmistir. Calismalarda kullanilan
salep ornekleri 6giitmenin ardindan TTK maddeleri ile olan karistirma islemlerinde
meydana gelebilecek olast homojenizasyon probleminin 6nlenmesi amaciyla 150 pm
gozenek capina sahip elekten gecirilerek hazirlanmistir.
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Bununla birlikte, 6rneklerin elekten gegmeyen iist kisimdaki fraksiyonunda da
(> 150 um) glukomannan analizleri gergeklestirilmis ve bu fraksiyonda daha yiiksek
diizeyde bir glukomannan miktarlari tespit edilmistir. Farkli bolgelerden temin edilen
salep orneklerinin 150 um’lik elegin alt ve {ist kistmlarinda toplanan fraksiyonlari igin
tespit edilen glukomannan diizeyleri gizelge 4.13’te sunulmaktadir

Cizelge 4.13. Farkli partikiil ¢apina sahip salep 6rneklerinin glukomannan diizeyleri

Salep rnedine temin edildizi il Partikiil bityiikligii
alep ornegine temin edildigi 1 X > 150 um X <150 pm

Kastamonu 23,99 14,03
Yozgat 32,96 26,15
Mugla 23,80 6,36

Van 30,07 23,30
Mus 12,12 5,94

Karigim* 31,48 13,05

Proje kapsaminda temin edilen tiim salep 6rneklerinden 5’er gram alinip homojenize edilerek hazirlanmistir.

Cizelge 4.13’te sunulan veriler, glukomannanin salebin dgiitilmesi daha zor olan
dis kisimlarinda yogunlastigim aciga ¢ikarmaktadir. Ozellikle kalite agisindan nemli
bir parametre olarak goriilen glukomannan sonuglarinin bu kadar genis aralikta tespit
edilmesi anabilesenler boliimiinde belirtilen nedenlerden (toplandigi bolgelerin farkli
olmasi, farkli tiir orkide yumrularinin analiz edilmesi, hasat edildigi donem, farkli
toprak yapisi ve iklim 6zelligi gostermesi) kaynaklanabilecegi seklinde ifade edilmistir
(Tekinsen ve Giiner 2010; Bulut-Solak vd. 2017; Sen vd. 2018). Ayrica tez kapsaminda
yapilan enzimatik analiz ¢aligmalarda, glukomannan ile nisasta arasinda ters bir iligki
oldugu hesaplanmistir. Enzimatik sonuglara gore , Kuzey Anadolu Bolgesi saleplerinin
en yiiksek glukomannan diizeyine sahip oldugu belirlenirken, bolgedeki drneklerin ayni
zamanda en diisiik nisasta diizeyine sahip oldugu sonucuna varilmistir. Dogu Anadolu
Bolgesi’nde ise tersi bir durum s6z konusu oldugu belirlenmistir. Literatiirdeki
bilgilerde bu tespiti dogrular niteliktedir. Tekingen ve Giiner’in (2010) yapmis olduklari
caligmada, ayni zaman diliminde farkli Orchidaceae tiirlerinden elde edilen salepler
arasinda glukomannan ve nisasta igerigi agisindan negatif bir korelasyon tespit
ettiklerini bildirmislerdir (Tekingsen ve Giiner 2010).

4.2.3. Aletsel analizler

Salep orneklerine ait aletsel analiz sonuglar ile ilgili veriler, varsa literatiirde
yapilmis ¢alismalar ve literatiir degerleriyle tez kapsaminda elde edilen degerlerin
karsilastirilmasi ve yorumlanmasi bu boliimlerde sunulmaktadir.

4.2.3.1. Elementel bilesen analizleri

Salep orneklerine ait elementel analizden elde edilen verilerin, istatistiksel
olarak parametrik veya parametrik olmayan testlerden hangisinin uygulanacaginin
belirlenmesi amaciyla yapilan normalite testi sonuglari gizelge 4.14’te sunulmaktadir.
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Cizelge 4.14. Elementel analizlerin normalite testi sonuglari

Parametre Sig.
Demir 0,00
Cinko 0,02
Mangan 0,00
Bakir 0,00
Stronsiyum 0,20
Krom 0,00
Nikel 0,00
Titanyum 0,00
Rubidyum 0,00
Baryum 0,00
Molibden 0,00
Vanadyum 0,00
Kobalt 0,00
Lityum 0,00
Galyum 0,00
Selenyum 0,00
Sezyum 0,00

Cizelge 4.14’ten elde edilen “sig.” sonuglar1 degerlendirildiginde, 6rneklerin
stronsiyum degerinin normal dagilim gosterdigi tespit edilmis ve bu sebeple ANOVA
coklu karsilastirma testi uygulanmistir. Yapilan testler sonucunda varyanslarin
stronsiyum verileri i¢in homojen olmasindan dolayi, farkliligin hangi bolgeler arasinda
oldugunun belirlenmesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir.

Diger elementlerin ise normal dagilim gostermedigi (p < 0,05) belirlenmis olup,
Kruskal Wallis ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Kruskal Wallis testi sonucunda
ise ornek toplanan bolgeler bakimindan mangan, titanyum, rubidyum, galyum ve
sezyum elementlerine ait veriler degerlendirildiginde farklilik olmadigi; ancak demir,
¢inko, bakir, krom, nikel, baryum, molibden, vanadiyum, kobalt, lityum ve selenyum
elementlerine ait veriler degerlendirildiginde bolgeler arasinda anlaml: farklilik oldugu
(p < 0,05) tespit edilmistir. Cizelge 4.15’te salep orneklerine ait elementel analizlerin
sonuglar1 (ortalamatstandart sapma) ve karsilastirma testleri kullanilarak farkliliklart
tespit edilen bolgeler harflendirme yoluyla sunulmaktadir.
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Cizelge 4.15. Salep o6rneklerine ait elementel analiz sonuglari

Bolge n Demir Cinko Mangan Bakir Stronsiyum  Nikel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Kuzey Anadolu 24 198,86%+115,94  12,84°t423 20,81+13,03 6,57°+2,92 15,54%+4,03  8,67%t7,65
Giineybat: Anadolu 6 97,14°+20,57 20,9120 +1.35 14,59+2,65 10,672+3,79 16,33%£3,44  2,18°+1,10
Giiney Anadolu 8  85,13"+16,83 23,56%P¢+15,04  14,95+4,22 6,86°+1,04 9,00°+1,72  3,08°+2,15
Giineydogu Anadolu 5  138,73%+11,83  7,79%+1,88 13,03+4,39 5,67°¢+1,87 14,15%£4,42  3,08*P+1,39
Dogu Anadolu 14  194,03%+69,72  16,27°+2,61 16,37+2,07 5,18°+1,09 10,44°+2 44 1,99°+1 92
Ortalama 57  165,73+94,34 15,60+7,65 17,56+9,14 6,62+2,80 13,34+4,32  5,07+5,96
Bolge N Titanyum Rubidyum Baryum Molibden Vanadyum  Kobalt
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Kuzey Anadolu 24 12,03+6,52 2,62+1,47 5,722 +3,82 0,392 40,33 0,472+0,28  0,28%+0,17
Giineybat1 Anadolu 6  10,05+2,94 4,08+0,55 4,000 +£0,54 0,14¢+0,03 0,25°+0,04  0,13*"+0,04
Giiney Anadolu 8  7,65+1,52 2,82+0,61 2,72°+2,45 0,17°¢+0,09 0,15+0,04  0,08°+0,02
Giineydogu Anadolu 5  6,55=0,68 8,60+7,83 2,41° +0,69 0,35%+0,28 0,392+0,15  0,14%+0,04
Dogu Anadolu 14 9,43 +3,38 18,67+20,14 2,89°¢+1 77 0,37%°+0,15 0,19°¢+0,12 0,12°+0,04
Ortalama 57  10,09+4,99 7,27+12,06 4,13+3,09 0,33+0,26 0,33+0,24 0,18+0,14
Bolge N Galyum Selenyum Sezyum Lityum Krom
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Kuzey Anadolu 24 0,21+0,17 0,08°+0,07 0,04+0,02 0,26+0,11 11,43%£10,40
Giineybat: Anadolu 6  0,13+0,02 0,222+0,08 0,04+0,01 0,14°+0,03 3,420 42,12
Giiney Anadolu 8  0,10+0,08 0,04° +0,02 0,02+0,01 0,10°+0,01 3,36° +1,17
Giineydogu Anadolu 5  0,11+0,02 0,15%+0,05 0,32+0,35 0,23%P+0,18 5,12%0 +3 22
Dogu Anadolu 14 0,1140,07 0,06° +0,04 0,77+0,91 0,372+0,20 3,90°+3,77
Ortalama 57 0,15+0,13 0,09+0,08 0,24+0,55 0,25+0,16 7,05+7,96
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Cizelge 4.15’e gore, salep orneklerine ait toplam elementel degeri bakimindan
en yiiksek elementel degerin Kuzey Anadolu Bolgesi’ne (296,82 mg/kg) ve en diisiikk
elementel degerinin ise Giiney Anadolu Bolgesi’ne (159,90 mg/kg) ait oldugu
gorilmektedir. Caligsmalarda Tiirkiye genelindeki salep 6rneklerinin demir elementi
bakimindan zengin oldugu tespit edilmistir. Salep orneklerindeki ortalama demir
degerinin en yiiksek oldugu bélgenin Kuzey Anadolu Bolgesi (198,86 mg/kg) oldugu ve
en diisik oldugu bolgenin ise Giiney Anadolu Bolgesi (85,13 mg/kg) oldugu
belirlenmistir. Hakim elementin demir olmasinin en énemli nedeni olarak, Tiirkiye nin
maden rezervinin demir agisindan zengin olmasindan dolayr kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir (Anonim 2018c).

Calismalar kapsaminda elementel igerik bakimindan, salep bileseminde yer alan
en yiiksek yiizdeye sahip ikinci ve tigiincii elementler sirasiyla mangan ve ¢inko olarak
bulunmustur. Mangan bakimindan en zengin salep 6rnegi Kuzey Anadolu Bolgesi’nden
(52,40 mg/kg), ¢inko bakimindan en zengin salep Ornegi ise Giiney Anadolu
Bolgesi’nden (56,82 mg/kg) temin edilen 6rneklerde oldugu tespit edilmistir. Lalika ve
ark.’nin (2013) yapmis oldugu ¢aligmada, Tanzanya’nin Kikondo bélgesinden toplanan
salep yumru orneklerinde demir, ¢inko ve mangan miktarlarinin sirasiyla 7,72 mg/kg,
3,92 mg/kg ve 1,09 mg/kg oldugu, Ibaga bolgesinden toplanan yumrularda ise bu
degerlerin sirastyla 3,40 mg/kg, 3,28 mg/kg ve 0,81 mg/kg olarak buldugu
bildirilmektedir (Lalika vd. 2013).

Calisma kapsaminda yer alan 17 elemente ilave olarak elementel diizeyleri
aragtirtlan antimuan, berilyum, talyum ve bizmut elementleri Giiney, Glineybati ve
Kuzey Anadolu bolgelerinden toplanan salep Orneklerinin higbirinde belirlenemezken,
Dogu ve Gilineydogu bolgesinden temin edilen saleplerden sadece 2-3 Ornekte iz
diizeyde antimuan, berilyum ve talyum elementleri tespit edilmistir. Bundan dolay1, bu
elementlerin salebin taklit ve tagsisinin belirlenmesinde kullanilabilecek bir belirteg
olabilecegi diistiniilmektedir.

Bolgeler acisindan saleplerin zengin oldugu elementler degerlendirildiginde;
Kuzey Anadolu Bolgesi salebinin demir, mangan, krom, nikel, titanyum, baryum,
molibden, vanadyum, kobalt ve galyum elementleri agisindan diger bolgelerden temin
edilen salep orneklere gore daha yiiksek diizeyde oldugunu belirlenmistir. Ortalama en
yiiksek diizeyde bakir, stronsiyum ve selenyum elementleri Giineybati Anadolu Bolgesi
salebinde; ¢inko elementleri Giiney Anadolu Bolgesi salebinde; rubidyum, lityum ve
sezyum elementleri Dogu Anadolu Bélgesi’nden temin edilen salep 6rneklerinde tespit
edilmistir.

Krom ve nikel elementleri Kuzey Anadolu saleplerinde diger bolgelere gore 2-3
kat daha yiiksek oranda belirlenmistir. Benzer sekilde Giineydogu ve Dogu Anadolu
Bolgeleri’nden temin edilen salep 6rneklerindeki sezyum diizeyleri diger bolgelerden
temin edilen orneklere kiyasla sirasiyla yaklagik 10 ve 20 kat daha fazla tespit edilmis
olmasi 6nemli bir ayrint1 olarak goriilmektedir.
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Sezyum, yari omrii 30,2 yil olan yapay bir radyoniiklittir. Niikleer silah
denemeleri ve reaktdr kazalari ile atmosfere katyonik formdaki sezyum seklinde
ulagmakta, yagis ile birlikte hizla toprak ve bitkiler tarafindan tutunmaktadir (Kindap ve
Chen 2005; Piskin 2009; Altikat vd. 2015). Literatiirde, 1986 yilindaki Cernobil kazasi
ile cevreye dnemli miktarda sezyum yayildigi ve bu tarihte Van goli sedimentlerinden
alman Orneklerde sezyum miktarinin pik yaptigr belirtilmistir  (Pigkin  2009).
Giiniimiizde halen aktivitesini siirdiiren ve Tiirkiye’ye 16 kilometre uzakta bulunan
Metsamor niikleer enerji santrali’nin gerekli giivenlik o6nemlerinin tam olarak
alimmadig ile ilgili bilgiler yer almaktadir (Kindap ve Chen 2005). Dolayisiyla fark
edilen veya edilmeyen sezyum yagislarinin gergeklesiyor olmasi Dogu ve Giineydogu
Bolgesi’ndeki toprak yapisinda sezyum miktariin yiikselmesine ve buradan toplanan
salep orneklerinde miktarsal olarak yiiksek sezyum goriilmesine sebep olabilecegi
diisiiniilmektedir. Orneklerde tespit edilen elementlerin salebin yetistigi topragin yapisi
ile iligkili olabilecegi gibi cevresel faktorlerin de etki gosterebilecegi sonucuna
vartlmistir. Sekil 4.2°de tiim bolgelere ait salep oOrneklerinin elementel bilesenleri
gosterilmistir
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4.2.3.2. Izotop oranlar: analizleri

Salep orneklerine ait izotop oranlar1 analizden elde edilen verilerin, istatistiksel
olarak parametrik veya parametrik olmayan testlerden hangisinin uygulanacaginin
belirlenmesi amaciyla yapilan normalite testi sonuglari ¢izelge 4.16’da sunulmaktadir.

Cizelge 4.16. Izotop oranlar1 analizlerinin normalite testi sonuglar

Parametre Sig.
*N/“N 0,04
180/'%0 0,08
H/’H 0,00
Bcrec 0,20

Cizelge 4.16°dan elde edilen “sig.” sonuglar1 degerlendirildiginde, 6rneklere ait
oksijen ve karbon izotop degerinin normal dagilim gosterdigi tespit edilmis ve bu
sebeple ANOVA ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir. Karbon izotop oranlarina ait
verilerin varyansinin homojen olmasindan dolayi, farkliligin belirlenmesinde Duncan
coklu karsilastirma testi uygulanmasina, oksijen izotop oranlarina ait verilerin
varyansinin homojen olmamasindan dolayr (p < 0,05), farkliligin belirlenmesinde
Tamhane T2 ¢oklu karsilastirma testi uygulanmasina karar verilmistir.

flgili cizelgeye gore, diger izotop oranlarma ait verilerin ise normal dagilim
gostermedigi (p < 0,05) tespit edilmesi sebebiyle Kruskal Wallis ¢oklu karsilastirma
testi uygulanmistir. Kruskal Wallis testi sonucunda oOrneklerin toplandigi bolgeler
bakimindan hidrojen ve azot izotop oranlarna ait veriler degerlendirildiginde ise
farkliligin anlamlt oldugu (p < 0,05) tespit edilmistir. Cizelge 4.17’de salep 6rneklerine
ait izotop oranlarmin analiz sonuglar1 (ortalamatstandart sapma) ve karsilastirma
testleri kullanilarak farkliliklar1 tespit edilen bolgeler harflendirme yoluyla
sunulmaktadir.

Cizelge 4.17. Salep 6rneklerine ait izotop oranlarinin analiz sonuglari

Bolge n  BC/2C (%) IN/AN (%0)  180/*0 (%0) H/IPH (%o)

Kuzey 24 -28,11°+0,75 1,49°+1,52  31,20+1,12  -131,25% +4,60
Anadolu

Giineybat1 6  -27,46°+0,67 0,87°£1,98  31,99+0,66 -103,74°¢+3,01
Anadolu

Giiney 8  -28,88%+0,46 0,88°£1,91  32,94+1,47  -100,77°+21,45
Anadolu

Gilineydogu 9  -27,41°40,56 4,35%£0,98  3326+2,47 -122,97*P+17.44
Anadolu

Dogu Anadolu 14 -27,79°°+0,81  0,10°+3,72  32,.46+1,46 -130,24°+11,03

Ortalama 61 -27,97+0,76 1,46+2,56 32,10+1,64  -123,10+16,49
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Cizelge 4.17°den elde edilen bilgiler dogrultusunda, izotop oranlari arasinda
yapilan varyans analizi sonucunda; azot, hidrojen ve karbon izotop oranlar1 bakimindan
bolgeler arasinda farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) oldugu, oksijen
izotop oranlarmmin ise istatistiksel olarak anlamli bir farklihk gostermedigi
hesaplanmistir. Buna gore salep 6rneklerine ait karbon izotop oranlarinin %o-26,61 ile
%0-29,68 arasinda; azot izotop oranlarinin %0-9,25 ile %06,66 arasinda; oksijen izotop
oranlarinin %028,09 ile %037,31 arasinda ve hidrojen izotop oranlari incelendiginde
sonuglarin %0-84,20 ile %o-144,86 arasinda degistikleri belirlenmistir.

Karbon izotop oranlart agisindan en yiiksek degerler Kuzey Anadolu
Bolgesi’nden temin edilen salep 6rneklerinde belirlenirken, en yiiksek azot ve hidrojen
izotop oranlarinin ise sirasiyla Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Giiney Anadolu
Bolgesi'nden elde edilen salep drneklerinde bulundugu tespit edilmistir. Ilgili cizelgede
elde edilen 3C/*C oranlarina bakildiginda Orchidaceae bitkisinin C3 bitkisi oldugu
tespit edilmistir.

Bununla birlikte, '0/*®0 oraninin bolgeler arasi bir farklilk gdstermemesi
nedeni ile lilkemiz salep profiline yonelik standart degerleri yansitmakta oldugu
diisiiniilmektedir. Orneklerdeki karbon izotop oranindaki farkliligin nedeni; karbonun
dogal ¢evrenin bileseni olmasi ve izotop dagiliminin fotosentez gibi bitki fizyolojisi
faktorlerinden etkilenmesine; azot izotop oranlar1 arasindaki farklilik gésterme nedeni
ise, bitkinin yetistigi dogal ¢evresel faktorlere (glibre kullanimi veya gevresel kirlilikten
gelen azot igerigi) ve salebin yetistigi ortamlardaki mikrofloralarin farkli olmasina;
hidrojen izotop oranlarmin farklihigida su dongiisii, iklimsel kosullar ve yiikseltinin
farkli olmasina baglanmistir (Sun 2008; Yiicel vd. 2016; Anonim 2018b).

4.2.3.3. Kalorimetrik analizler
Salep oOrneklerinin kalorimetrik olgiimlerini belirlemek amaciyla DSC analizi
yapilmustir. Analizde hareketsiz bir ortamda 1sitma iglemiyle meydana gelen termal gegisler

incelenmistir. Salep 6rneklerine ait kalorimetrik analizden elde edilen verilerin normalite
testi sonuglari ¢izelge 4.18’de sunulmaktadir.

Cizelge 4.18. Kalorimetrik analizlerin normalite testi sonuglari

Parametre Sig.
Erime 0,00
Entalpi (AH) 0,20
19 0,00

Cizelge 4.18’den elde edilen “sig.” sonuglar1 degerlendirildiginde, 6rneklere ait
entalpi degerinin normal dagilim gosterdigi belirlenmis ve bu sebeple ANOVA ¢oklu
karsilastirma testi uygulanmistir. Bu testen elde edilen sonuglar dogrultusunda
varyanslarin homojen olmasindan dolayi, farkliligin belirlenmesinde Duncan c¢oklu
karsilastirma testi uygulanmasina karar verilmistir.

72



BULGULAR VE TARTISMA A. K. BILGIN

lgili ¢izelgede erime degeri ve Tg degeri ise normal dagilim gostermedigi (p <
0,05) tespit edilmis ve bu sebeple Kruskal Wallis ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmistir. Bu test sonucunda ornek toplanan bolgeler bakimindan erime degerleri
ve Tg/Step degerleri agisindan farklilik olmadigi belirlenmistir. Cizelge 4.19’da salep
orneklerine uygulanan kalorimetrik analizler sonucu elde edilen bulgular
(ortalama+standart sapma) ve karsilastirma testi kullanilarak farkliliklar1 tespit edilen
bolgeler harflendirme yoluyla sunulmaktadir

Cizelge 4.19. Salep orneklerine ait kalorimetrik analiz sonuglari

Bolge n Erime (°C) AH (j/g) Tg/Step (°C/°C)
Kuzey Anadolu 24 148,20+16,42  154,15°+40,63 60,87+16,07
Glineybatit Anadolu 6 136,13+12,72 136,42 +18,65  55,16+5,01
Giliney Anadolu 8 151,76 £16,29  168,022° +4585  60,97+5,30
Glineydogu Anadolu 6 155,87+12,35  185,46%+20,86 61,79+6,25
Dogu Anadolu 14 148,60 +14,66  151,36° £31,26  60,00+5,75
Ortalama 58 148,46+15,52  157,09+34,85 60,21+11,07

Bolgelerden toplanan salep orneklerine ait erime sicakligi degerlerin 124,77 ile
178,97 arasinda, entalpi degerlerinin 109,99 ile 268,57 arasinda oldugu ve
termogravimetrik degerlerinin ise (Tg/Step) 34,97 ile 125,48 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Orneklerde belirlenen erime sicakligi, entalpi ve termogravimetrik degerlerin
genis bir aralikta seyrettigi ve standart sapmalarin fazla oldugu goriilmektedir. Bunun
sebebi olarak, salebin bilesiminde biiyiik orana sahip olan ve genis bir aralikta (15,42-
74,34 g/100g) seyreden nisastanin retrogradasyonu Vve jelanizasyonundan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
4.2.3.4. Karbonhidrat bilesenleri analizi

Cizelge 4.20’de salep Orneklerine ait karbonhidrat igeriginin belirlenmesi
caligmalarindan elde edilen verilerin normalite testi sonuglar1 sunulmaktadir.

Cizelge 4.20. Karbonhidrat bilesenleri analizi normalite testi sonuglari

Parametre Sig.
Sakkaroz 0,00
Glikoz 0,00
Fruktoz 0,00

Cizelge 4.20°den elde edilen “sig.” sonuglar1 degerlendirildiginde, 6rneklerine
ait tim karbonhidrat degerlerinin normal dagilim gostermedigi (p < 0,05) tespit edilmis
ve bu sebeple Kruskal Wallis ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Kruskal Wallis
testi sonucunda 6rnek toplanan bolgeler bakimindan sakkaroz ve glikoz degerilerine ait
veriler degerlendirildiginde farklilik olmadigi, fruktoz verileri degerlendirildiginde
anlamli bir farklilik oldugu (p < 0,05) belirlenmistir. Cizelge 4.21°de salep orneklerine
uygulanan kalorimetrik analizler sonucu elde edilen bulgular (ortalama+standart sapma)
ve karsilagtirma testi kullanilarak farkliliklari tespit edilen bolgeler harflendirme yoluyla
sunulmaktadir
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Cizelge 4.21. Salep o6rneklerine ait karbonhidrat bilesenlerinin analiz sonuglart

Bolge n Sakkaroz (mg/kg) Glikoz (mg/kg) Fruktoz (mg/kg)

Kuzey 24 4413,15+447734  1137,73£2957,10  2766,96"+4191,66

Anadolu

Glineybalt 1531 424775403 3071,00 £5930,83  2481,422b¢12645 64

Anadolu

Gﬁney a,b,c
12137,5+13585,65 3761,13£7792,92  8078,25%P°+15440,13

Anadolu

Giineydogu 3875,1041962,78  10402,00£13422,70 12625,90°%:17951,16

Anadolu

Dogu 14 7497,57+9242.97  1969,43+5391,93  582,18°+448.20

Anadolu

Ortalama 57  6820,10+8089,50 2726,36+6371,21 3810,55+8573,62

Karbonhidrat bilesenlerinin  yontem dogrulama c¢alismalar1 kapsaminda
gerceklestirilen dogrusallik, tekrarlanabilirlik, tespit ve tayin sinirt ¢alismalarinda kabul
edilebilir sonuglar elde edilmesine ragmen, ¢alismalarda jellesen salebin LC kolonunda
tutunarak karbonhidrat bilesenlerinin birbirinden ayrilamamasina sebep oldugu
gbzlemlenmistir. Bu kapsamda karbonhidrat bilesenlerinin uygun ¢oziiniirliikte ayrimini
gerceklestirebilmek amaciyla en uygun seyreltme oranlart belirlenerek caligmalar
tamamlanmustir.

Salep oOrneklerinin  karbonhidrat bilesenleri analiz sonuglar1 6rneklerdeki
sakkaroz, glikoz ve fruktoz miktarlarinin genis bir aralikta seyrettigini ortaya
koymaktadir. Tespit edilen bu degerlerdeki standart sapma degisiminin yiiksek olmasi
salep orneklerinin sivi ortamda jellesmesine ve boylelikle analitik g¢alismalarda
kullanilan ayirma kolonundaki ¢6ziiniirliik kaybina neden olmasina baglanmistir. Ayrica
caligma kapsaminda yer alan karbonhidrat bilesenlerinden maltoz, mannoz, galaktoz,
arabinoz salep orneklerinin higbirinde tespit edilememistir.

Cizelge 4.21°e gore salep Orneklerine ait sakkaroz bakimindan en yiiksek
ortalamanin Giiney Anadolu Bolgesi’ne (12137,5 mg/kg) ve en diisiik ortalama ise
Giineydogu Anadolu Bolgesi’ne (3875,10 mg/kg) ait oldugu goriilmektedir.
Orneklerdeki en yiiksek sakkaroz igerigi 35894,50 mg/kg ile Dogu Anadolu Bélgesi’ne
ait ornekte goriiliirken en diisiik sakkaroz igerigi 658,00 mg/kg ile Kuzey Anadolu
Bolgesi’ne ait Ornekte goriilmistiir. En yiiksek glikoz ortalamasinin Giineydogu
Anadolu Bolgesi’ne (10402,00 mg/kg) ve en diisiik ortalama ise Kuzey Anadolu
Bolgesi’ne (1137,73 mg/kg) ait oldugu goriilmektedir. Orneklerdeki en yiiksek glikoz
icerigi 27288,00 mg/kg ile Giineydogu Anadolu Bolgesi’ne ait 6rnekte goriiliirken, en
disik 0,00 mg/kg ile Giineybati Anadolu Bolgesi’ne ait ornekler hari¢ diger
bolgelerden temin edilen orneklerde oldugu tespit edilmistir. Fruktoz agisindan en
yiiksek ortalamanin Gilineydogu Anadolu Bolgesi’ne (12625,90 mg/kg) ve en diisiik
ortalama ise Dogu Anadolu Bdlgesi’ne (582,18 mg/kg) ait oldugu goriilmektedir. En
yiiksek fruktoz igerigi 43609,00 mg/kg ile Giineydogu Anadolu Bolgesi’ne ait 6rnekte
goriiliirken en diisiik fruktoz miktar ise 0,00 mg/kg ile 2. ve 3. bolgelere ait Grnekte
goriilmiistiir. Sekil 4.3’te salep orneklerine ait karbonhidrat bilesenleri gésterilmistir.
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m Glukoz (%) 13.68 19.46 @ 15.69 38.66 @ 19.6
Fruktoz (%) 33,27 15,72  33.69  46.93 | 5,79
Sakaroz (%) 53.06 64.82 50,62 144 | 74.61

Sekil 4.3. Salep ornekleri karbonhidrat bilesenlerinin bolgelere gore degisimi

Bolgelere ait salep orneklerindeki karbonhidrat icerigi degerlendirildiginde,
Kuzey Anadolu Bolgesi (KA), Giineybati Anadolu Bolgesi (GBA), Giiney Anadolu
Bolgesi (GA) ve Dogu Anadolu Bolgelerinde (DA) sakkaroz igeriginin % 50 ve
tizerinde oldugu ve hakim sekerin bu bolgelerde sakkaroz oldugu belirlenmistir.
Gilineydogu Anadolu Bolgesinden (GDA) toplanan salep 6rneklerinde ise fruktozun (%
47) hakim seker oldugu tespit edilmistir.

Lalika ve ark. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada Tanzanya’nin iki farkli
bolgesinden (Kikondo ve Ibaga) toplanan salep yumrularinda yapmis olduklar
calismada Ibaga bolgesinden toplanan 6rneklerde karbonhidrat igeriginin 5,97 g/100g,
Kikondo bolgesinden toplanan oOrneklerde ise 2,06 ¢/100g olarak bulundugu
bildirilmistir (Lalika vd. 2013). Baska bir ¢alismada ise toplam seker miktarin1 54,4
0/100g oldugu, glikoz miktarini ise 44,8 g/100g olarak tespit edildigi bildirilmistir
(Vatansever 2016). Orchis anatolica yumrular: tizerinde yapilmis ¢alismada, 6rneklerin
hi¢ birinde fruktoz tespit edilemedigini, glikoz ve sakkaroz miktarini sirasiyla 0,19
0/100g ve 2,34 g/100g olarak belirlendigini ifade etmislerdir (Bulut-Solak vd. 2017).
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin sitesinde yer alan Ulusal gida kompozisyon
veri tabaninda Maras Bolgesi’ndeki toz saleplerin sakkaroz igeriginin 0,35 g/100g,
glikoz igeriginin 0,14 g/100g, fruktoz igeriginin 0,11 g/100g oldugu yayinlanmistir
(GTHB 2018).

4.2.3.5. Organik asit bilesenleri analizleri

Bolgelerden toplanan salep oOrneklerinde (59 adet) yapilan organik asit
calismalar1 sonucunda tartarik asit bakimindan 52 oOrnek, fumarik asit bakimindan 48
ornek, malik asit bakimindan 46 6rnek ve sitrik asit bakimindan 32 6rnek <LOD olarak
hesaplanmistir. Cok sayida Ornegin <LOD olmasi analizde kullanilanilacak veri
sayisinin (n) istatistiksel karsilastirma testi igin yetersiz kalmasina ve salep orneklerinin
organik asit verileri kullanilarak bolgesel farkliliklarinin  olup olmadigr test
edilememesine neden olmustur. Cizelge 4.22’de salep Orneklerine ait organik asit
bilesenlerinin analizden elde edilen veriler sunulmaktadir.
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Cizelge 4.22. Salep 6rneklerine ait organik asit bilesenlerine ait analiz sonuglari

Blge N Tartarik A.  Malik A. Fumarik A. Sitrik A.
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Kuzey 24 226+11,06  15,63+27,81 19,30 £65,41 52,30+221,50

Anadolu

Giineybati 18,92429.40 <LOD 43,3+106,23 355,59+830,57

Anadolu

Giiney 8  6,19+17,50  127.56£270,61  138,78+115,56  1200,73+1344,52

Anadolu

%‘ggﬁj’gu 7 152242605 657,00£1171,94 481,46+1036,35 4947,25+6617,32

Dogu 14 378:1414  8,61+21,89 18,8127039  423.21+621,82

Anadolu

Ortalama 59 6,38+17,59 103,65+441,43  92,67+372,60 907,63+£2699,24

Elde edilen organik asitler verilerine gore; farkli konsantrasyonlarda tartarik asit
(<LOD-60,28 mg/kg), malik asit (<LOD-1713,46 mg/kg), fumarik asit (<LOD-592,53
mg/kg) ve sitrik asit (<LOD-17361,35 mg/kg) bilesenleri belirlenmistir. Farkli
bolgelerden temin edilen salep Orneklerinin organik asit igerigi acgisindan
degerlendirildiginde en yiiksek ortalama organik asit igeriginin (6100,93 mg/kg)
Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki 6rneklerde oldugu belirlenmistir. Tez kapsaminda
incelenen organik asitlerden biitirik, propiyonik ve laktik asitlerden higbiri tespit
edilmezken, salep Orneklerinin tamaminda da belirlenebilen spesifik bir organik asit
bulunamamistir. Sekil 4.4’te salep 6rneklerine ait organik asit igerikleri gosterilmistir.
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KA GBA GA GDA DA BOLGE
B Tartarik asit 2.53 4.53 0,42 0.25 0.83
Malik asit 17.47 0.00 8.66 10,77 1.89
Fumarik asit. 21,57 10,38 9.42 7.89 4,14
Sitrik asit 58.44 85.09 81.50 81.09 93.13

Sekil 4.4. Salep ornekleri organik asit bilesenlerinin bdlgelere gére degisimi

Salep orneklerinin organik asit igerigi degerlendirildiginde, biitiin bdlgelerden
toplanan salep orneklerinde, hakim organik asidin sitrik asit oldugunu tespit edilmistir.
Tartarik asit bakimindan ise fakir oldugu belirlenmistir.
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Sirastyla bolgesel bazda orneklerdeki sitrik asit igerikleri, Kuzey Anadolu
Bolgesi’nde % 58,44; Giineybatt Anadolu Bolgesi’nde % 85,09; Giiney Anadolu
Bolgesi’nde % 81,50; Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde % 81,09 ve Dogu Anadolu
Bolgesi’nde % 93,13 oldugu belirlenmistir. Ikinci sirada baskin organik asitin fumarik
asit oldugu ve salep o6rneginde fumarik asit (%) igeriginin % 21,57 ile % 4,14 arasinda

degistigi gézlenmistir.
4.2.3.6. Amino asit bilesenleri analizleri

Salep orneklerine ait amino asit bilesenlerinin analizden elde edilen verilerin,
istatistiksel olarak hangi testin uygulanacaginin belirlenmesi amaciyla yapilan normalite

testi sonuglari ¢izelge 4.23’te sunulmaktadir.

Cizelge 4.23. Amino asit analizlerinin normalite testi sonuglari

Parametre Sig.
Treonin 0.02
Lizin 0,20
Ariinin 0.04
Histidin 0.04
Aspartikasit 0.00
Glutamikasit 0.03
Serin 0.00
Prolin 0,00
Valin 0.00
Metivonin 0.00
Tirozin 0,00
Losint+izoldsin 0,00
Fenilalanin 0,00

Bolgelerden toplanan salep 6rneklerinde (61 adet) yapilan amino asit ¢caligmalari
sonucunda sistein amino asidi bakimindan 57 6rnegin <LOD olarak hesaplanmistir. Cok
sayida O0rnegin <LOD olmas1 analizde kullanilanilacak veri sayisinin (n) istatistiksel
karsilastirma testi icin yetersiz kalmasina neden olmustur.

Cizelge 4.23’e gore, lizin amino asidine ait degerin normal dagilim gosterdigi
tespit edilmis ve bu sebeple ANOVA ¢oklu karsilastirma testi uygulanmigtir. Bu amino
aside ait verilerin varyansmin homojen olmamasindan dolayr (p < 0,05), olusan
farkliligin belirlenmesinde Tamhane T2 ¢oklu karsilastirma testi uygulanmasina karar
verilmistir. Diger amino asitlerin ise normal dagilim gostermedigi (p < 0,05) tespit
edilmesi sebebiyle Kruskal Wallis ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda Kruskal Wallis testi sonucunda Ornek toplanan bdlgeler
bakimindan incelenen amino asitlere ait veriler degerlendirildiginde ise farkliligin tiim
bolgelerde onemli oldugu (p < 0,05) tespit edilmistir. Cizelge 4.24’te salep 6rneklerine
ait amino asit analiz sonuglar1 (ortalamatstandart sapma) ve karsilagtirma testi
kullanilarak farkliliklari tespit edilen bolgeler harflendirme yoluyla sunulmaktadir. Sekil
4.5’te bolgesel bazda salep 6rneklerinin amino asit igerikleri gosterilmistir.
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Cizelge 4.24. Salep o6rneklerine ait aminoasit bilesenleri analiz sonuglari

Bilge N Treonin Lizin Arjinin Histidin Aspartik asit

(ma/kg) (mg/kg) (ma/kg) (ma/kg) (mg/kg)
Kuzey Anadolu 24 60,00°£62,00 293,64°+£261,01 1585,44°+1802,99 80,79°+74,27 106,22°+78,87
Giineybat1 Anadolu 6 143,06%£13,17 565,92%+57,31  3914,79%+467,18 155,04*°£11,99  110,65*’+8,82
Giiney Anadolu 8  155,14%11,16 641,73%£51,13  4171,06°+402,31 184,66%+2,11 107,86°+10,83
Giineydogu Anadolu 9 67,14°+94,55 241,96°+190,33  1421,13+1479,49 65,87°+£58,49 45,77°+50,18
Dogu Anadolu 14 103,59°+65,53 704,14%£303,55 3355,15%£1920,07 209,03°+124,00  150,16%£83,30
Ortalama 61  91,71+70,36 452,66+298,44  2535,57£1903,90 128,95+97,31 108,04+72,39
Bolge n Sistein Glutamik asit Serin Prolin Valin

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Kuzey Anadolu 24 3,59+9,27 232,80*°£119,59 148,49°+252,97 51,00°+61,00 46,60°+30,34
Giineybati Anadolu 6  <LOD 284,39%P+21 82 559,48%+66,30  56,88*P+6,56 70,48"¢+9,03
Giiney Anadolu 8 <LOD 312,59*0+36,15 592,70°£56,72  58,89%+5.90 78,40°+8,04
Giineydogu Anadolu 9  <LOD 106,24°+107,54 110,50°+217,28  41,48°+40,15 112,51°°+146,49
Dogu Anadolu 14 <LOD 360,822£162,96 155,20°+86,77 186,28%£189,76  642,33%+466,61
Ortalama 61  1,416,01 259,05+142,53 243,11£259,86  82,26+112,94 199,57+332,06
Bélge n Metiyonin Tirozin Losin+izolésin Fenilalanin

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Kuzey Anadolu 24 5,649+4,88 202,69°°+284,10 37,02°+35,28 118,34°+106,58
Giineybat1 Anadolu 6 11,13°¢1,45 649,90°+78,31 89,18*P+10,73 213,43°+108,97
Giiney Anadolu 8 13,48°+1,82 712,232+70,13 96,50%°+9,16 264,56°+22,54
Giineydogu Anadolu 9 7,817¢91+9 36 152,58°°+256,60 85,96°+124,87 211,66°°4+232,19
Dogu Anadolu 14 63,517+46,01 312,17°+301,46 314,1224277,16 879,14%+669,66
Ortalama 61 20,81+32,24 331,24+318,57 120,77+176,38 335,25+449.49




6.

BULGULAR VE TARTISMA

A. K. BILGIN
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Valin %2 Treonin %2 Kuzey Anadolu Guneybat1 Anadolu Glutamik asit %4
\
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Prolin %2 8 Prolin %1
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Glutamik asit %8
Aspartik asit
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Losint+izolosin %1
Valin %1
Prolin %1

Fenilalanin %4 Treonin %2
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Sekil 4.5. Salep 6rnekleri amino asit bilesenlerinin bolgelere gore degisimi

Losin+izoldsin %1
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Cizelge 4.24’teki aminoasit analiz verilerine gore; salepteki sistein
aminoasidinin tiim orneklerde (Kuzey Anadolu Bolgesi’nden toplanan 3 ornek harig)
<LOD oldugu tespit edilmistir. Orneklerin tamaminda farkl1 diizeylerde treonin, lizin,
arjinin, histidin, aspartik asit, glutamik asit, serin, prolin, valin, metiyonin, tirosin,
16sin+izolosin  ve fenilalanin tespit edilmistir. Belirlenen bu aminoasitlerin salep
orneklerinin bu aminoasitleri icermeyen TTK maddeleri ile ayriminda énemli belirleyici
analitler olabilecegi sonucuna varilmistir.

Ulkemizin farkli bdlgelerinde toplanan salep drneklerinde istatistiksel olarak en
yiikksek oranda treonin, lizin, arjinin, serin ve tirozin Giiney ve Giineybati Anadolu
Bolgeleri’nde, histidin Giiney Anadolu Bolgesi’nde, aspartik asit, glutamik asit, prolin,
valin, metiyonin, 16sin+izolosin ve fenilalanin Dogu Anadolu Bolgesi’nde tespit
edilmigtir.  Sekil 4.5’ten elde edilen bilgiler dogrultusunda bolgelere ait salep
orneklerindeki amino asit (%) icerikleri incelendigi zaman biitiin bolgelerde arjinin
amino asidinin hakim oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye saleplerinin arjinin igeriginin %
57 (Giineybat1 Anadolu Bolgesi) ile % 45 (Dogu Anadolu Bolgesi) arasinda degistigi
belirlenmistir.

Orneklerin toplam ortalama amino asit miktar1 ve esansiyel amino asit icerigi
acisindan degerlendirildiginde sirasiyla 7435,67 mg/kg ve 2706,85 mg/kg degeri ile
Dogu Anadolu Bdlgesi’nin en zengin amino asit i¢cerigine sahip oldugu tespit edilmistir.
Saleplerdeki esansiyel amino asit miktarmin toplam amino asit miktarina orani
bakimindan degerlendirildiginde % 36,40 Dogu Anadolu Bolgesi, % 27,22 Giineydogu
Anadolu Bolgesi, % 18,88 Kuzey Anadolu Bolgesi, % 16,91 Giliney Anadolu Bolgesi ve
% 16,02 ile Giineybat1 Anadolu Bolgesi’nin yer aldig1 belirlenmistir.

Literatiire gore, kok bitkilerinin mevcut olan esansiyel amino asitlerin dengesi
acisindan iyi kalitede proteinlere sahip oldugu ve hatta sigir, yumurta veya siit gibi
hayvansal proteinlerinkiyle karsilastirilabilir diizeyde oldugu bildirilmistir. Cogu kok
bitkisinin, baklagillerden daha az bir miktar lizin icerdigi, ancak kiikiirtli amino
asitlerin (sistein, sistin ve metiyonin) oldukga sinirli diizeyde bulundugu belirtilmistir.
Ayrica bitkilerin protein igeriginin yumrunun cesidine, yetistigi ortama ve iklim
sartlarina bagl olarak degisiklik gosterebileceginden de bahsedilmistir (FAO 1990).

4.3. Taklit, Tagsis, Katki Maddelerine Ait Analiz Sonuglari

TTK maddelerine ait analiz sonuglari bu boéliimlerde sunulmaktadir. Test
sonucunda salep ile farklilik gosteren (p < 0,05) 6rnekler iliskili ¢izelgelerde “*” isareti
ile gosterilmistir.

4.3.1. Anabilesen analizleri

Anabilesen analizleri kapsaminda TTK maddelerinin rutubet miktari, kiil
miktar,, % 10 HCI’de ¢oziinmeyen kiil miktari, protein miktar1 ve indirgen seker
diizeylerinin belirlenmesi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Salep 6rneklerine ve TTK
maddelerine ait anabilesenler analizlerinin sonuglari (ortalama+standart sapma) ve salep
ile % 95 oOnem seviyesinde farkli gosteren TTK maddeleri ¢izelge 4.25°te
sunulmaktadir.
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Cizelge 4.25. TTK maddelerine ait anabilesen analizlerinin sonuglari

TTK N Rutubet Kiil % 10 HCI’de Protein Indirgen Seker
Maddesi (%) (%) Coziinmeyen Kiil (%) (%) (mg/kQg)

GUM 3 11,487+0,89 0,69°+0,08 0,23+0,14 3,43°+0,18 <LOD

GAR 2 11,817+0,57 2,69+1,07 0,50+0,01 0,32"+0,06 5603,00+1605,70
KBG 4 8,88+3,21 0,83"+0,05 0,39:+0,06 4,67+0,93 23991,38+36045,22
KJG 4 8,09+3,14 3,06"+0,06 0,07°+0,01 0,34"+0,39 207,13"+362,88
KSG 3 9,31+2,76 5,73"+0,34 0,44+0,09 3,22°+0,23 217,33"+376,43
BNT 3 13,217+1,44 0,16"+0,03 0,02°+0,04 0,00"+0,00 42,33"+44,95

MNT 3 11,777+0,70 0,10"+0,02 0,06"+0,08 0,00"+0,00 143,83"+249,13
PAN 3 18,70"+1,11 0,25"+0,03 0,127°+0,12 0,03"+0,03 230,33"+398,95
PIN 2 11,78"+2,20 0,317+0,30 0,077+0,03 0,00"+0,00 <LOD

SKR 3 0,30"+0,24 0,03"+0,05 0,00"+0,00 0,00"+0,00 10531,67+18241,38
YST 3 5,45"+0,51 7,96"+1,38 0,82°+0,10 23,36"+15,89 3481,50+4105,34
VNL 3 4,08"+2,94 0,03"+0,03 0,03"+0,03 0,00"+0,00 20369,83"+14944,63
TRC 3 11,06"+0,83 4,12°+1,53 0,60:0,06 3,28"+0,10 1319,33+855,26
GLT 3 8,76+0,59 1,50"+0,03 0,18"+0,01 13,09"+2,30 5886,00+7260,97
OMK 3 10,38"+1,70 0,82"+0,06 0,05"+0,05 11,517+0,85 12101,50"+5338,31
OPR 3 11,69"+2,57 0,60"+0,12 0,06"+0,02 6,89+0,59 585,17+742,91
OBL 3 10,09+2,15 0,99"+0,13 0,17°+0,01 11,72"+1,02 4840,67+8283,59
BUN 3 12,01"+2,60 0,72°+0,25 0,04"+0,03 10,56"+1,59 <LOD

SSA 3 1,48"+0,88 0,01"+0,00 0,00"+0,00 0,00"+0,00 359,00"+621,81
SKA 2 3,38"+0,53 69,52"+8 44 7,90"+3,37 0,00"+0,00 1277,00+1805,95
CMC 2 11,77°+2,41 18,90"+1,10 1,60"+0,33 0,00"+0,00 1823,50+1876,66
Salep 61 7,68+1,14 2,13+0,49 0,41+0,19 6,3242,61 6536,57+13419,01

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir

<LOD: Tespit sinirmin altinda.
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Cizelge 4.25’ten elde edilen bulgular dogrultusunda salep 6rnekleri ile izlenen
TTK maddeleri arasinda anabilesenlere ait veriler agisindan istatistiksel olarak onemli
bir fark oldugunu (p < 0,05) gostermektedir. Protein agisindan en yiiksek deger yagsiz
siit tozu drneginde belirlenmistir. Ozellikle nisasta drneklerinin (bugday, misir, patates
ve piring) tamaminda, seker, vanilya, karboksimetil seliiloz, sivi ve kati1 salep aroma
vericilerinde protein neredeyse hi¢ tespit edilememis ve bu Ornekler ile salep 6rnekleri
arasinda istatistiksel agidan da olduk¢a 6nemli bir fark oldugu p < 0,01 hesaplanmustir.
Salepte belirlenen ortalama protein miktar1 (6,3242,61), Ogiitiilmiis piring ve
kegiboynuzu sakizinda belirlenen degerlerle istatistiksel olarak farklilik tespit
edilemezken, diger TTK maddelerinde belirlenen diizeylerle farkliliklar igerdigi
sonucuna vartlmistir (p < 0,05). Bu kapsamda belirtilen maddeler ile yapilan taklit ve
tagsiste protein diizeylerinin bir belirteg olabilecegi diisiiniilmektedir. TTK
maddelerinin rutubet diizeylerinin % 0,14 ile % 19,74 arasinda degistigi tespit edilirken,
kiil ve % 10 HCI’de ¢6ziinmeyen miktarlart agisindan kati salep aromasinin oldukc¢a
yiiksek diizeylerde (sirasiyla salebin yaklasik 32 ve 19 kati) oldugu hesaplanmustir.
Salep 6rneklerindeki kiil miktarlariin (2,13+0,49) arabik sakizda tespit edilen degerle
en yakin benzerlikler igerdigi, buna karsilik yaninda karboksimetil seliiloz, yagsiz siit
tozu, ksantan sakiz, tar¢in ve konyak sakizin ortalama kiil diizeylerinin salebin ortalama
kiil diizeyinden yiiksek oldugu ve farkliliklar arz ettigi tespit edilmistir (p < 0,05).
Indirgen seker acisindan salep ile nisasta grubunun tamami, guar sakiz, konyak sakiz,
ksantan sakiz, vanilya, 6giltiilmiis makarna, bugday unu ve sivi salep aromasi arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark oldugunu (p < 0,05) gostermektedir.

4.3.2. Enzimatik analizler

Salep orneklerine ve TTK maddelerine ait enzimatik analizlerinin sonuglari
(ortalama+standart sapma) cizelge 4.26’da sunulmaktadir. Cizelge 4.26’dan elde edilen
bulgular TTK maddelerindeki glukomannan ve toplam nisasta diizeylerinin olduk¢a
genis bir aralikta seyrettigini gostermektedir. TTK maddelerindeki ortalama
glukomannan diizeyleri 0,00 ile 29,83 g/100g arasinda; ortalama toplam nisasta

diizeyleri 0,00 ile 85,70 g/100g arasinda degistigi belirlenmistir.

Salep orneklerindeki glukomannan diizeyleri (14,28+10,24 g/100g) ile TTK
maddelerinin glukomannan diizeyleri karsilagtirildiginda, konyak sakizin (29,83+26,88
0/100g) salep Ornekleri ile Kkarsilastirilabilir diizeyde glukomannan igerdigi
belirlenmistir. Diger TTK maddelerindeki glukomannan diizeyleri ise salebe gore
istatistiksel olarak farkliliklar arzettigini ortaya ¢ikarmaktadir (p < 0,05). Bu nedenle
salep ve TTK maddelerinin ayrimi acisindan (konyak sakiz hari¢) glukomannan
diizeyinin 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

TTK maddelerinin toplam nisasta diizeyleri incelendiginde ise, sakiz grubundaki
tiim maddelerin (guar sakiz, arabik sakiz, ksantan sakiz ve konyak sakiz), kati, sivi
aroma vericilerin ve sekerin, salebin nisasta diizeyine (42,62+12,48g/100g) gore diisiik
nisasta igerdigi ve istatistiksel agidan farklilik arzettigi (p < 0,05) belirlenmistir. Targin,
galeta, yagsiz siit tozu, 6giitlilmiis makarna ve 6giitiilmiis piringteki nisasta diizeyleri ile
salep nisasta diizeyi arasinda ise 6nemli bir fark bulunmamustir.
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Cizelge 4.26. TTK maddelerine ait enzimatik analizlerinin sonuglari

€8

TTK Maddesi n Glukomannan oram (g/1009) Toplam nisasta oram (g/100Q)
GUM 3 2,50"+2,56 2,33"+0,45
GAR 2 0,06"+0,02 1,06"+0,49
KJG 4 29,83426,88 1,21°+1,15
KSG 3 0,26"+0,16 2,33"+0,49
BNT 3 0,09"+0,12 82,16"+7,13
MNT 3 0,13"+0,17 81,88"+3,11
PAN 3 0,53"+0,45 80,95"+9,94
PIN 2 0,29"+0,20 85,70"+5,72
SKR 3 0,00"+0,00 4,51"+2,97
YST 3 1,217+1,34 18,18+31,09
VNL 3 0,13"+0,23 63,07°+15,19
TRC 3 0,22"+0,20 29,16+25,64
GLT 3 0,00"+0,00 52,57+15,91
OMK 3 0,06"+0,06 50,40+34,26
OPR 3 0,02°+0,04 48,99+31,95
OBL 3 0,12"+0,21 71,38"+12.47
BUN 3 0,32"+0,02 62,25"+8,50
SSA 3 0,00"+0,00 0,47°+0,53
SKA 2 0,00"+0,00 0,30"+0,42
CMC 2 0,11°+0,16 4,16"+5,88
Salep 61 14,28+10,24 42.62+12,48

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.
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Cizelge 4.26’daki bilgiler dogrultusunda, glukomannan analizleri yoniinden
salep ile benzerlikler iceren konyak sakizindaki nisasta diizeyi 1,21+1,15 olarak tespit
edilmistir. Sekil 4.6’da sadece enzim analizlerinden yararlanarak bir 6rnegin salep olup
olmadiginin belirlenmesinde uygulanabilecek pratik bir yontem sunulmaktadir. Yapilan
analizlerde salep ornekleri ile TTK maddeleri arasindaki farkliliklarin tespit
edilebilmesi amaciyla diizenlenen iki boyutlu sac¢ilma grafigi sekil 4.7’de
gosterilmektedir.

Glukomannan
>0/£V <9%2,5
Salep, KonyakK sakiz Salep Yok

{

Toplam Nigasta
Salep Konyak sakiz

Sekil 4.6. Enzimatik analizler kullanilarak salepte taklit ve tagsisinin karar verilmesinde
izlenebilecek olasi prosediir
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Sekil 4.7. Enzimatik analiz sonuglarina uygulanan iki boyutlu sa¢ilma grafigi

Sekil 4.7°de sunulan iki boyutlu sagilma grafigi, glukomannan ve nisasta
yoniinden salep orneklerinin kendi aralarinda siniflanmakta olduklarini gostermektedir.
Bu nedenle 6rneklerin glukomannan ve nisasta igeriklerinin belirlenmesi salep ve TTK
maddeleri arasindaki ayrimin gerek nitel gerekse nicel olarak belirlenmesinde biiyiik
Onem tasidig1 sonucuna varilmaistir.

4.3.3. Aletsel analizleri
4.3.3.1. Elementel bilesen analizleri

Salep orneklerine ve TTK maddelerine ait elementel analizlerinin sonuglar
(ortalamatstandart sapma) salep ile % 95 6nem seviyesinde farkli gosteren TTK
maddeleri ¢izelge 4.27°de sunulmaktadir.
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Cizelge 4.27. TTK maddelerine ait elementel analizlerinin sonuglari

TTK n Demir Cinko Mangan Bakar Stronsiyum Nikel Titanyum
maddeleri (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
GUM 3 49,41°+13,55 3,90°+0,09 3,38"+1,34 1,92"+0,23 9,68+2,45 1,17+0,82 2,34°+1,03
GAR 2 60,09"+9,96 0,07°+0,10  1,98°+1,21 2,14°+0,27 109,18"+2,04 0,12"+0,17  3,49"+1,12
KBG 4 130,70+164,53  8,99"+445  5,25"+499 4,96+0,43 4,777°+2.46 3,12+4,17  3,217+1,55
KJG 3 36,177°+6,72 17,3246,79  10,09°+2,25 1,13"+0,91 4,74°+0,20 1,29+0,01 3,817°+0,24
KSG 3 100,12+17,24 2,26'£0,88  4,50"+0,80 0,99°+0,35 4517°+2,50  1,44+0,33  4,00"+0,48
BNT 3 13,927+6,07 18,70+31,83  0,52°+0,07 51,34+88,93  1,91°+1,23 1,39£1,30  2,50"+1,18
MNT 3 63,31491,14 0,01+0,17  0,23"+0,08 <LOD 1,51"+1,18 2,15+2.42 2,09"+1,26
PAN 3 4,52°+3 83 <LOD 0,31"+0,13 0,64"+1,10 1,12°+1,09 0,34°+0,59  1,79°+1,28
PIN 2 6,02"+2,45 <LOD 2,72°+0,25 0,05"+0,07 0,11"+0,04 <LOD 0,89"+0,13
SKR 3 10,00"+6,13 14,47°£10,49 0,127+0,08 <LOD 0,19"+0,23 2,40+3,52  1,98°+1,63
YST 3 20,90"+11,70 7,62°+11,22  0,25"+0,08 0,02"+0,03 7,37+6,00 0,46°£0,26  13,76+8,26
VNL 3 6,59"+4,51 <LOD 0,09"+0,08 <LOD 0,07"+0,07 0,60°+0,61  1,68"+1,33
TRC 3 999,03"£1557,11 10,26+6,00  262,14+51,62 4,37+3,90 110,33°+31,08 13,03+21,23 48,15+71,10
GLT 3 27,10"+13,39 8,58"+0,68  8,46'+0,49 2,14°+0,19 1,36"+0,28 1,08°£0,11  4,03°+0,24
OMK 3 30,39"+4,86 7,67£2,06  12,00+3,48 2,79"+0,59 2,46"+1,29 3,77+4,79  3,69'%0,18
OPR 3 8,49"+4,01 8,94+0,14 9,39°+3,47 1,34°+0,16 0,09°+0,16 0,89°+0,44  3,82°+0,58
OBL 3 21,14"+13,44 10,65+2,11  14,40+7.25 3,45"+0,40 1,36"+0,25 1,13+0,45  4,41"+0,50
BUN 3 20,57"+9,67 518"+1,94  9,15"+3,87 1,82"+0,46 7,11+8,66 1,01"+0,57  3,467+0,46
SSA 3 12,22°+12,74 425"+736  0,17°+0,24 0,01"+0,02 0,13"+0,18 5,06+7,46  2,06'+1,61
SKA 2 501,82°+139,42 <LOD 12,55+5,89 0,36"+0,02 123,07°£54,75 5,82+0,40  151,04"+52.42
CMC 2 33,67"+27,54 <LOD 1,15"+1,10 1,56™+0,00 3,14"+2,75 1,06+0,38  3,21°+0,12
Salep 57 165,73+94,34 15,60+7,65  17,56+9,14 6,62+2,80 13,3444,32 5,07£5,96  10,09+4,99

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik géstermektedir.

<LOD: Tespit sinirmin altinda
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Cizelge 4.27°nin devamu

98

TTK n Rubidyum Molibden Vanadyum Kobalt Galyum Selenyum Krom
maddeleri (ma/kg) (ma/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
GUM 3 3,14+1,66 1,21°+£0,11  0,04°+0,04 0,09+0,02 0,01°+0,01 0,22°+0,04 1,28"+1,51
GAR 2 8,05+1,67 0,04°£0,01  0,13+0,02 0,04°£0,01  3,73'+0,25 0,01°+0,01 0,67°+0,22
KBG 4 3,90+1,36 0,33+0,21 0,05°+0,04 0,27+0,47 0,05°+0,07 0,11+0,07 1,78"+1,61
KJG 3 1,08°+0,54 0,20+0,06 0,08"+0,05 0,04°£0,01  0,08+0,02 0,07+0,03 3,53+1,24
KSG 3 0,30°+0,04 0,36+0,28 0,07°+0,03 0,04°£0,01  0,12+0,03 0,07+0,05 2,13+0,42
BNT 3 0,06"+0,07 0,09+0,08  0,01°+0,01 0,01+0,01  0,02"+0,02 0,03°+0,03 2,21+1,56
MNT 3 0,06"+0,06 0,07°+0,06  0,00"+0,01 0,14+0,23 0,02°+0,02 0,02°+0,03 2,19+1,43
PAN 3 0,18"+0,08 0,03'+0,06 <LOD 0,01°£0,01  0,01°+0,01 0,03"+0,03 1,06"+1,33
PIN 2 0,60"+0,45 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,25"+0,25
SKR 3 0,00"+0,01 0,07°£0,06  <LOD 0,02°+0,02 <LOD 0,02"+0,02 1,38"+1,01
YST 3 10,13+6,53  0,27+0,08 0,10"+0,09 0,00+0,01  0,01"+0,02 0,35'+0,23 1,28"+0,60
VNL 3 0,01°+0,01 0,09°+0,08 <LOD 0,01+0,01 <LOD 0,027°+0,02 0,99°+0,51
TRC 3 18,76"+3,63  0,19+0,11 2,05+3,26 0,26+0,33 2,17°+0,69 0,65°+0,84 4,49+5.89
GLT 3 1,12°+0,31 0,34+0,70 0,04"+0,04 0,02°£0,00  0,04°+0,02 0,09+0,04 1,51+0,57
OMK 3 1,27°+0,39 0,44+0,14 0,03"+0,02 0,01°£0,01  0,04'+0,03 0,15+0,07 1,04°+0,20
OPR 3 0,947+0,34 0,52°+0,04  0,02°+0,02 0,01°£0,01  0,01°+0,01 0,04+0,05 1,04°£0,39
OBL 3 1,35"+0,15 0,29+0,12 0,01"+0,01 0,01+0,01  0,03"+0,02 0,04+0,04 1,16"+0,44
BUN 3 0,92"+0,29 0,87+0,94  0,01"+0,02 0,01+0,01  0,04™+0,02 0,11+0,05 0,92"+0,53
SSA 3 0,01°+0,01 0,06'+0,52  0,00"+0,01 0,01"+0,01 <LOD 0,02°+0,03 1,16"+0,69
SKA 2 0,05"+0,06 0,80°+0,15  1,37°+0,21 0,24+0,10 0,05+0,01 0,17+0,03 0,99"+0,40
CMC 2 <LOD 0,10"+0,00 <LOD 0,02°+0,01  0,03°+0,02 0,02"+0,02 3,15+1,54
Salep 57 7,27+£12,06  0,33+0,26 0,33+0,24 0,18+0,14 0,15+0,13 0,09+0,08 7,05+7,96

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.

<LOD: Tespit sinirmin altinda
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Cizelge 4.27°nin devami

/8

TTK N Lityum Baryum Sezyum Berilyum Talyum Bizmut
maddeleri (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
GUM 3 0,02°+0,03 0,53°+0,15 0,00"+0,01 <LOD <LOD 0,01£0,01
GAR 2 0,06"+0,01 126,69"+7,04 0,02+0,02 <LOD <LOD <LOD
KBG 4 0,02°+0,03 2,22+3,16 0,01°+0,01 <LOD <LOD <LOD
KJG 3 0,07"+0,03 2,68+0,06 0,00"+0,01 <LOD 0,01+0,01 0,00+0,87
KSG 3 0,25+0,04 3,51+0,82 <LOD <LOD <LOD <LOD
BNT 3 0,04"+0,03 0,36°+0,10 <LOD <LOD <LOD <LOD
MNT 3 0,04"+0,03 0,14°+0,13 <LOD <LOD <LOD <LOD
PAN 3 0,02°+0,03 0,13"+0,03 <LOD <LOD <LOD <LOD
PIN 2 0,09+0,04 0,11°+0,01 <LOD <LOD <LOD <LOD
SKR 3 <LOD 0,01°+0,02 <LOD <LOD <LOD <LOD
YST 3 0,22+0,26 0,80°+0,61 0,09+0,08 <LOD <LOD <LOD
VNL 3 0,00"+0,01 0,02"+0,03 <LOD <LOD <LOD <LOD
TRC 3 0,08+0,10 75,09"+£12,57 0,26"+0,05 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01
GLT 3 0,05°+0,04 0,99°+0,24 0,00"+0,01 <LOD <LOD <LOD
OMK 3 0,07°+0,04 1,34+0,63 <LOD <LOD <LOD <LOD
OPR 3 <LOD 0,03°+0,05 <LOD <LOD <LOD <LOD
OBL 3 0,01°+0,01 1,01°+0,51 <LOD <LOD <LOD <LOD
BUN 3 0,15+0,22 1,27°+0,58 0,00°+0,01 <LOD <LOD <LOD
SSA 3 0,00°+0,01 0,08°+0,14 <LOD <LOD <LOD <LOD
SKA 2 0,07°+0,02 1,53+0,88 0,01°+0,01 <LOD <LOD <LOD
CMC 2 0,06"+0,06 0,87°+0,83 <LOD <LOD <LOD <LOD
Salep 57 0,25+0,16 4,13+3,09 0,24+0,55 <LOD <LOD <LOD

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.

<LOD: Tespit smirinin altinda
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Cizelge 4.27’ye gore salep orneklerinde tespit edilen demir, nikel ve vanadyum
diizeyleri, ¢alismalar kapsaminda izlenen tar¢in, kat1 salep aromasi hari¢ diger tiim TTK
orneklerinde belirlenen diizeylerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte, ¢inko bugday nisastasi ve konyak sakizinda; mangan tar¢inda; bakir bugday
nisastasinda; stronsiyum arabik sakiz, targin, ksantan sakiz ve kati salep aromasinda;
titanyum tar¢in, yagsiz siit tozu ve kat1 salep aromasinda; rubidyum arabik sakiz, yagsiz
slit tozu ve targinda; baryum arabik sakiz ve targ¢inda; molibden guar sakiz, 6giitiilmiis
makarna, bugday unu, galete unu, piring unu ve kati salep aromasinda; kobalt
kegiboynuzu sakizi, tar¢in ve kati salep aromasinda; galyum arabik sakiz ve targinda;
selenyum guar sakiz, ke¢iboynuzu sakizi, yagsiz siit tozu, 6giitlilmiis makarna, targin,
bugday unu ve kati salep aromasinda; sezyum targinda salep orneklerinde tespit edilen
diizeylerden daha yiiksek olarak belirlenmistir

llgili cizelgeye gore; salebin titanyum, vanadyum ve sezyum yénlerinden 19;
demir, mangan, bakir, stronsiyum ve galyum yonlerinden 18; rubidyum ve baryum
yonlerinden 17; ¢inko, kobalt ve lityum yonlerinden 16; krom yoniinden 14; selenyum
ve molibden yonlerinden 12 ve nikel yoniinden ise 8 adet TTK maddesi ile istatistiksel
olarak farkliliklar gosterdigi belirlenmistir (p < 0,05). Salep numunelerinde tespit edilen
ortalama krom (7,05+7,96 mg/kg) ve lityum (0,25+0,16 mg/kg) elementleri incelenen
tim TTK maddelerinde tespit edilen ortalama lityum diizeylerinden daha yiiksek olarak
bulunmustur. Elde edilen verilere gore, lityum ve krom’un taklit ve tagsisi belirlemede
belirteg olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, salep 6rneklerinin ¢ogunda
tespit edilemeyen antimuan, berilyum, talyum ve bizmut elementlerinden talyum ve
bizmut elementleri, incelenen tim konyak sakiz {iriinlerinde farkli diizeylerde
belirlenmistir. Bu agidan degerlendirildiginde, bu elementlerin yapisal olarak {ilkemiz
salepleri ile biiylik benzerlik gosteren konyak sakizinin ayrimimda énemli parametreler
olabilecegi sonucuna varilmstir.

4.3.3.2. Izotop oranlari analizleri

Cizelge 4.28’de salep orneklerine ve TTK maddelerine ait izotop oranlar
analizlerinin sonuglar1 (ortalamatstandart sapma) ve % 95 6nem seviyesinde farkli
bulunan TTK maddeleri sunulmaktadir.

Cizelge 4.28. TTK maddelerine ait izotop oranlari analizlerinin sonuglari

;;'j( lori N CHC (k) NN (k) PO/O () HPH (%)
GUM 3 -25,03+0,16 0,86+6,67 38,08"+1,77 -76,61"£17,76
GAR 2 -26,09"+0,42 -1,32+3,00 35,56°+0,45 -74,37°+5,79
KBG 4  -26,49"+1,37 9,55'+1,88 39,12°+0,95 -70,53"+23,37
KJG 4  -26,57+3,04  7,66"+4,31 21,63"+1,89 -111,82+21,13
KSG 3  -11,75"+0,36 47,93"+24,66 28,39"+0,53  -66,76 6,04
BNT 3 -26,09+0,38 7,14"+2,76 22,7248,11  -95,37"+19,08
MNT 3 -11,86"+022 6,82"+3,36 30,01+£2,86  -66,10"+13,42
PIN 3 -27,51+0,28  4,06+1,04 31,31+£0,04  -90,877+0,72
SKR 3  -2454"+039 544°+1,37 31,41+1,45  -137,70+15,24
PAN 2 -27,10+0,81  6,02°+3,64 29,06"+2,48  -135,06+15,19
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Cizelge 4.28’in devami

TTK

maddeleri " BCM2C (%0)  N/N (%o) 180/180 (%0) H/IPH (%o)
YST 3 -21,97°+1,89 14,65"+3,26 24,66+7,20  -87,46"+27,82
VNL 3 -19,58"+5,10 61,89"+95,16 9,57°+12,10  -28,97"+41,19
TRC 3 -29,66"+0,03 102,87°+85,26  25,39°+1,19 -110,87+18,96
GLT 3  -25,62"+0,18 13,17°+0,66 39,04"+0,61 -120,10+2,65
OMK 3 -2528"+0,26 107,01°+83,62  39,00°+1,21  -96,99°+13,68
OPR 3 -26,94"+037 17,87°+1,43 3519°+1,70  -116,53+20,90
OBL 3 -2553"+1,24 21,35"+2,74 41,16"+1,19  -93,64"+9,63
BUN 3 -2411"+1,52 24,95"+4.85 41,79°+1,70  -100,84+14,04
SSA 3  -2725+0,60  6,48"+2,67 -4,37°+£7,48  -119,72+11,43
SKA 2 -26,0841,72  156,27°+208,22 10,59°+16,04 -110,15+14,28
CMC 2  -26,51"+0,95 5,70°+0,37 17,53°+0,88  -115,10+3,27
Salep 61 -27,97+0,76  1,46+2,56 32,10+1,64  -123,10+16,49

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik géstermektedir.

TTK maddelerine ait izotop analiz sonuglarma gore; Orneklerde belirlenen
13C/t2C, BN/N, BO/®0 ve 2H/'H izotop oranlarinmn sirastyla %0-31,04 ile %o-11,39;
%0-5,54 ile %0303,50; %0-12,58 ile %042,81 ve %0-149,85 ile %08,52 araliklarinda
degistikleri tespit edilmistir. 3C/*>C oram agisindan TTK maddelerine ait degerler ile
salep orneklerinde tespit edilen degerler (%0-26,61 ile %0-29,76) karsilastirildiginda,
salebin konyak sakiz, patates nisastasi, piring nisastasi, kat1 Ve sivi salep aromasi harig
olmak tizere diger TTK maddelerinden istatistiksel anlamda farkliliklar arz ettigi tespit
edilmistir (p < 0,05). Benzer sekilde salep orneklerinde %0-9,25 ile %06,66 arasinda
degisen °N/YN oranmin piring nisastasi, guar sakiz ve arabik sakiz disindaki tiim TTK
maddelerindeki izotop orani ile belirgin sekilde farkli oldugu goriilmektedir (p < 0,05).
Karbon ve azot izotop oranlarmin TTK maddelerinin ¢ogunda salep ile farklilik
gostermesi, belirtilen maddeler ile yapilabilecek taklit ve tagsisin belirlenmesinde
onemli olabilecegi sonucuna varilmistir.

Salep orneklerinde belirlenen 80/*0 oranlarnin ise piring nisastasi, bugday
Nisastasi, misir nisastasi, yagsiz siit tozu ve seker disindaki tim TTK maddelerinde
belirgin sekilde farkliliklarin oldugu sonucuna varilmistir (p < 0,05). Ayrica elde edilen
sonuglara gore; tespit edilen 80/*%0 orani degerleri iilkemizde yetistirilen salep
ornekleri (%028,09 ile %037,31) ile Avrupa salebi olarak bilinen konyak sakiz (%020,12
ile %024,05) arasinda farkliliklar igerdigini gostermektedir. Bu bakimdan kimyasal
acidan biiyiik Ol¢liide benzesen bu iki {iriin arasindaki farkliligin belirlenmesinde bu
oramin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. TTK maddelerindeki 2H/*H izotop oranlar
oldukca genis bir aralikta seyretmekte olup, konyak sakiz, patates nisastasi, seker,
tarcin, galeta unu, 6giitiilmiis piring, bugday unu, karboksimetil seliiloz, kat1 ve sivi
salep aromasi hari¢ tiim TTK maddelerinde tespit edilen degerlerin salep 6rnekleri ile
istatistiksel olarak farkliliklar igerdigi belirlenmistir (p < 0,05). Hidrojen izotop
oranlarmin 6zellikle sakiz grubundaki (konyak sakiz hari¢) TTK maddeleri bakimindan
biiylik farkliliklar arz ettigi goze carpmaktadir. Bu agidan degerlendirildiginde,
belirtilen maddeler ile yapilabilecek taklit ve tagsisin belirlenmesinde bu oranlarin géz
ontlinde bulundurulmas: gerektigi tespit edilmistir.
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4.3.3.3. Kalorimetrik analizler

Salep orneklerine ve TTK maddelerine ait kalorimetrik analizlerin sonuglar
(ortalamaztstandart sapma) gizelge 4.29’da sunulmaktadir.

Cizelge 4.29. TTK maddelerine ait kalorimetrik analizlerin sonuglari

TTK maddeleri n Erime (°C) AH (j/9) Tg/Step (°C/°C)
GUM 1 139,93 248,41 37,65

GAR 1 156,30 188,62 <LOD

KBG 3 148,62+31,99  186,54+109,17 50,51+£22,18
KJG 2 174,64°+0,45  220,16"+8,03 77,90+14,39
KSG 3 166,70+14,17  248,80"+37,69  55,78+8.85
BNT 3 144,73+19,25  179,34+19,72 71,49+10,29
MNT 1 132,89 174,96 56,98

PAN 2 128,00°+4,11 273,94°+11,25 67,28+4,12
PIN 1 126,74 148,14 57,03

SKR 3 201,00°+1,74  98,09°+13,15 <LOD

YST 2 169,35'£0,86  270,02°+26,94 70,77

VNL 3 86,66 +8,41 71,827°+53,80 40,16

TRC 3 146,86+14,71 143,41+17,32 74,85+14,50
GLT 3 170,72°+5,41 173,40+16,24 58,06+9,87
OMK 3 158,19+10,98 197,70+47,91 59,37+7,67
OPR 3 154,78+18,09  208,26°+8,94 60,66+6,95
OBL 3 168,80°+4,67  218,30°+8,45 84,97+40,92
BUN 3 156,32+6,59 221,58"+21,54 58.,81+8,88
SSA 3 <LOD <LOD <LOD

SKA 2 151,48+4,72 56,60"+£14,50 117,81
CMC 2 177,95"+2,99 285,97"+2,90 83,45+35,20
Salep 59 148,46+15,52  157,09+34,85 60,21+11,07

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.
<LOD: Tespit sinirinin altinda

Cizelge 4.29’dan elde edilen bulgular dogrultusunda, salep 6rnekleri ile izlenen
TTK maddeleri arasindaki kalorimetrik olglim sonuglar1 istatistiksel agidan, erime
sicakligi ve entalpi farkinda 6nemli bir fark oldugunu (p < 0,05) gostermektedir. Elde
edilen veriler dogrultusunda camsi gegis sicaklig1 (Tg/Step) bakimindan salep 6rnekleri
ile TTK maddeleri arasinda bir farklilik tespit edilememistir. Salep 6rneklerinde tespit
edilen ortalama, en az ve en ¢ok kalorimetrik degerler dikkate alindiginda sonuglarin
TTK maddelerinde tespit edilen degerler ile biiyilk oranda Ortiistiigli sonucuna
varilmistir. Ancak, erime sicakligi agisindan salep ile konyak sakiz, patates nisastast,
seker, yagsiz siit tozu, vanilya, galeta, karboksimetil seliiloz ve ogiitiilmiis bulgur
arasinda ve entalpi degerleri agisindan ise salep ile karboksimetil seliiloz, kat1 ve sivi
salep aromasi, konyak sakiz, ksantan sakiz, patates nisastasi, seker, yagsiz siit tozu,
vanilya, Ogiitiilmiis piring, 6giitlilmiis bulgur ve bugday unu arasinda 6nemli farklar
bulundugu belirlenmistir (p < 0,05).
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4.3.3.4. Karbonhidrat bilesenleri analizleri

Salep orneklerine ve TTK maddelerine ait karbonhidrat bilesenlerinin analiz

sonuglari (ortalama+standart sapma) ¢izelge 4.30°da sunulmaktadir.

Cizelge 4.30. TTK maddelerine ait karbonhidrat bilesenlerinin analiz sonuglari

:;;5( deleri Sakkaroz (mg/kg) Glikoz (mg/kg) Fruktoz (mg/kg)
GUM 3 <LOD <LOD <LOD

GAR 2 2329,25+778,88 3594,00+0,71 1086,75+231,58
KBG 4 6045,75+4267,85 6489,00+10237,83 19301,25+24566,41
KJG 4 524,50"+713,51 207,134+362,88 63,00 126,00
KSG 3 <LOD <LOD <LOD

BNT 3 1460,17+2529,08 42,33+44,95 <LOD

MNT 2 <LOD <LOD <LOD

PAN 3 104,17°+180,42 10,33+17,90 133,50"+231,23
PIN 2 1799,75+1696,00 345,50+488,61 <LOD

SKR 3 664051,17°+311073,16  <LOD <LOD

YST 3 387250,50°+207741,71  9835,17£17035,01  696,50+1206,37
VNL 3 19408,50+18813,32 3324,33+3846,22 157,17°+272,22
TRC 3 1406,00"+658,52 9580,67"+7428,23 10789,17°+7516,42
GLT 3 1574,50"+298,03 10576,83+4219,35  1524,67+1840,40
OMK 3 81656,00+80147,60 801,50+1180,40 517,83+730,58
OPR 3 6703,33+9008,33 5555,33+£7222,13 330,67+338,24
OBL 3 520,33"+219,38 277,83+210,61 307,334+532,32
BUN 3 7808,67+9233,82 4220,67+7310,41 620,00+974,72
SSA 3 <LOD 217,334376,43 <LOD

SKA 2 2821,00+£907,22 538,50+£761,55 <LOD

CMC 2 <LOD <LOD <LOD

Salep 57  6820,10+8089,50 2726,36+6371,21 3810,55+8573,62

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.

<LOD: Tespit sinirinin altinda

Cizelge 4.30’da sunulan bulgulara gore, bazi TTK maddelerinin calisma
kapsaminda izlenilen karbonhidrat bilesenlerinden bir veya birkag¢inin bulunmamasi
veya salep Ornekleriyle farklilik gdstermesinden dolayr taklit ve tagsisin
belirlenebilmesinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Bunlara 6rnek olarak; guar
sakiz, ksantan sakiz, misir nisastasi, sivi salep aromasi, kati salep aromasi ve
karboksimetil seliiloz verilebilir. Ayrica yine diizeyler dikkate alindiginda salep
orneklerinin yagsiz siit tozu, 6giitilmiis makarna ve seker orneklerinden farkliliklar
icerdigi tespit edilmistir. Diger TTK maddeleri ile ayrim konusunda kemometrik
yontemlerden faydalanilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

4.3.3.5. Organik asit bilesenleri analizleri

Salep orneklerine ve TTK maddelerine ait organik asit bilesenlerinin analiz
sonuglar1 (ortalamatstandart sapma) ¢izelge 4.31°de sunulmaktadir.
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Cizelge 4.31. TTK maddelerine ait organik asit bilesenlerinin analiz Sonuglari

¢6

TTK maddeleri n Tartarik asit (mg/kg) Malik asit (mg/kg) Fumarik asit (mg/kg) Sitrik asit (mg/kg)
GUM 3 43,99°+14,07 81,56+6,30 <LOD 1407,62+504,12
GAR 2 51,19"+2,07 <LOD <LOD <LOD

KBG 4 11,19°+15,46 2440,68"+4587,61 426,02°+770,39 1292,11+1820,30
KJG 4 1619,47°+2412,02 1576,17°+1123,84 306,09°+233,73 2108,68+1920,13
KSG 3 4,68"+4,90 16,47°+4,40 <LOD 1551,49+1148,34
BNT 3 145,25°+149,71 188,08"°+198,49 <LOD 865,01+805,10
MNT 3 <LOD 42,16+36,84 <LOD 857,45+£1485,15
PAN 3 28,21+48,86 20,95+36,29 <LOD 231,17+400,40
PIN 2 27,50+38,88 29,50+41,71 <LOD 17,01+£24,05
SKR 3 <LOD 98,42+121,42 <LOD 351,10+£321,79
YST 3 40,71°+35,52 42,49+37,20 74,82+129,59 1798,08+1562,18
VNL 3 17,48"+30,28 117,01°+114,34 <LOD 494,69+442,49
TRC 3 2,00+3,46 447,99"4396,14 172,07°£149,11 960,29+768,95
GLT 3 16,127+10,45 1372,84"+473,17 481,01"+175,50 1482,08+456,26
OMK 3 3,08+5,34 337,27+584,17 162,07+280,72 609,05+1054,91
OPR 2 3,11+4,40 165,52+234,08 <LOD 401,97+512,72
OBL 3 1,29°+1,32 773,16"+244,88 316,01°+106,15 959,08+77,56
BUN 3 12,86°+16,19 1472,76"+1502,08 557,317+597,71 1394,92+1439,42
SSA 3 28,86"+18,28 19,104+21,08 69,13+119,74 495,73+435,27
SKA 2 6,00+8,49 11,81+£16,69 100,98+142,81 265,22+375,08
CMC 2 13,27+18,76 31,72444,86 <LOD 1457,80+1942,43
Salep 59 6,38+17,59 103,65+441,43 92,67+372,60 907,63+2699,24

*salep 6rnekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.
<LOD: Tespit sinirmin altinda
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TTK maddelerine ait organik asit analiz sonuglarina gore; incelenen organik asit
bilesenlerinden biitirik, propionik ve laktik asitlerden higbiri tespit edilmezken, farkli
konsantrasyonlarda tartarik (<LOD-5126,77 mg/kg), malik (<LOD-9314,81 mg/kg)
fumarik (<LOD-1578,18 mg/kg) ve sitrik asit (<LOD-4138,59 mg/kg) bilesenleri
belirlenmistir. Cizelge 4.31’e gore, orneklerdeki en yiiksek ortalama tartarik asit, malik
asit, fumarik asit ve sitrik asit bilesenleri sirasiyla konyak sakizi, ke¢iboynuzu sakizi,
bugday unu ve konyak sakizi 6rneklerinde belirlenmistir.

Sitrik asit bakimindan salep 6rnekleri ile TTK maddeleri arasinda istatistiksel
acidan bir fark olmadigi tespit edilmistir. Bundan dolayi, salepte baskin organik asit
olan sitrik asidin taklit ve tagsisinin belirlenmesinde bir belirteg olarak
kullanilamayacagi belirlenmistir. Malik asit ve fumarik asit agisindan TTK
maddelerinden kegiboynuzu sakizi, konyak sakiz, galeta unu ve bugday unun degeri
salep orneklerinden elde edilen degerin sirasiyla yaklasik 15 kat1 ve 3 kat1 oldugu ve bu
maddelerin salep taklit ve tagsisinin belirlenmesinde belirleyici unsur olabilecegi
distiniilmektedir.

Fumarik asit bakimindan (yagsiz siit tozu, 6giitiilmiis makarna, s1v1 ve kati salep
aromast hari¢) farkliliklarin oldugu ve ¢ogu TTK maddesinde fumarik asit miktarinin
<LOD oldugu tespit edilmistir. Malik asit ve tartarik asit a¢isindan degerlendirildiginde
ise, salep ve biitlin sakiz gesitleri (guar sakiz, arabik sakiz, kegiboynuzu sakizi, konyak
sakiz ve ksantam sakiz) arasinda farkliliklar gosterdigi belirlenmistir.

TTK maddeleri ve salep 6rneklerindeki organik asit bilesenleri incelendiginde
konyak sakizin yiiksek diizeyde (1619,47+2412,02 mg/kg) tartarik asit igermesi ve
bunun karsiliginda incelenen salep 6rneklerinde en fazla 60,28 mg/kg diizeyinde tartarik
asit bulunmasi1 konyak sakizi ile tilkemizdeki salepler arasinda belirleyici bir unsur
olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

4.3.3.6. Amino asit bilesenleri analizleri

Cizelge 4.32’de salep oOrneklerine ve TTK maddelerine ait amino asit
bilesenlerinin analiz sonuglari (ortalama+standart sapma) gosterilmistir.
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Cizelge 4.32. TTK maddelerine ait amino asit bilesenlerinin analiz sonuglari

TTK Lizin Arjinin Histidin Aspartikasit Glutamik asit
maddeleri (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

GUM 3 42.13"+21,64 27,73"+2.86 <LOD 68,32+50,53 78,627+46,38
GAR 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

KBG 4 0,63"+1,26 3,47°+6,95 <LOD 24,927+49.84 <LOD

KJG 4 51,39"+53,07 5,27°+10,62 1,02"+2,03 28,75'+33.41 48,64"+38,77
KSG 3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BNT 3 <LOD <LOD 3,31+5,73 <LOD 5,84"+5,36
MNT 3 2,10"+3,64 0,13"+0,22 0,53"+0,91 2,12°43,67 18,97°+20,91
PAN 3 1,88"+3,26 5,61°+6,77 1,21"+2,10 462,33"+800,78 630,33"+1091,77
PIN 2 29,08"+41,13 164,83"+233,10 11,04"+15,61 6,9449,81 9,46+13,37
SKR 3 11,317+19,59 2,92"+5,06 <LOD <LOD 11,23"+19.,45
YST 3 <LOD 4,85"+8.39 <LOD <LOD 43,32"+£19,20
VNL 3 0,09"+0,15 4,83"+8.36 <LOD <LOD <LOD

TRC 3 <LOD <LOD <LOD 292,05"+298,69 3,27°45,66
GLT 3 9,09°+15,74 <LOD <LOD <LOD <LOD

OMK 3 37,60"+11,63 9,48"+8,22 10,38"+17,97 43,724+43.46 66,90"+37,70
OPR 3 37,68"+18,92 0,82"+1,41 <LOD 65,84"+9.28 92,39°+6,58
OBL 3 19,88"+17,51 17,96"+10,45 <LOD 75,44+34,58 84,52"+47,99
BUN 3 88,90"+105,75 34,39"+59,57 3,76"+6,52 125,15+122,86 103,36"+103,63
SSA 3 3,44"+5,96 2,75+1,41 5,24"+9,08 50,46+34,35 2,64"+4,57
SKA 2 <LOD 6,76 9,55 4,15"+5.86 8,12°+11,48 <LOD

CMC 2 24,48"+34.62 567,31£315,57 34,09+11,66 <LOD <LOD

Salep 61 452,66+298,44 2535,57+1903,90 128.95+97,31 108,04+72,39 259,05+142,54

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.

<LOD: Tespit sinirmin altinda
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Cizelge 4.32°nin devamu

G6

TTK Serin Prolin Tirozin Losin+izol6sin Fenilalanin
maddeleri n (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
GUM 3 <LOD 20,54+27,55 24,32+16,01 12,74"+18,95 16,35"+16,53
GAR 2 <LOD 3,05"+4,31 <LOD 0,97"+1,36 1,12"+1,58
KBG 4 <LOD 20,30+40,61 3,73°+7.45 11,00"+21,66 3,81°+7,06
KJG 4 <LOD 11,19"+13.,44 186,32+351,02 7,29"+5.,86 16,01"+14,15
KSG 3 <LOD <LOD <LOD 2,14+3,71 <LOD

BNT 3 13,62+23,59 0,71°+1,24 <LOD <LOD 0,45°+0,77
MNT 3 <LOD 6,03"+6,31 5,77°+7,58 6,02"+6,25 14,25"+5,66
PAN 3 <LOD 0,57"+0,98 2,20"+3,82 <LOD 0,66+1,14
PIN 2 <LOD <LOD <LOD <LOD 4,79°+6,77
SKR 3 <LOD <LOD 4,65"+8,06 <LOD 2,15"43,72
YST 3 <LOD 4,03°+6,98 2,92°+5,06 1,32°+2,29 4,36"+7,56
VNL 3 10,68"+18,50 <LOD <LOD <LOD <LOD

TRC 3 <LOD 4,21°+5,14 1,70"+£2,94 2,01"+2,30 1,29"+1,17
GLT 3 <LOD 2,58"+4.47 <LOD 1,38"+2.39 2,15"43,72
OMK 3 <LOD 4,55"+7,88 20,727+9,45 10,77°+9,34 12,76"+4,78
OPR 3 <LOD 5,60"+4,86 9,06+1,41 5,12"+4,54 6,45+0,13
OBL 3 13,14"+22.75 5,10°+6,37 14,52"+15,72 8,76 16,44 10,79°+5,56
BUN 3 <LOD 61,24"+106,07 13,55 +11,73 22,10°+21,15 26,30"+33,81
SSA 3 15,17£26,28 <LOD 0,78"+1,35 0,22°+0,39 0,25°+0,43
SKA 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

CMC 2 <LOD 11,10+15,69 9,90"+14,00 7,86+11,12 48,66+68,81
Salep 61 243,114259,86 82.26+112,94 331,24+318.,57 120,77+176,38 335,25+449,49

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.

<LOD: Tespit smirinin altinda
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Cizelge 4.32°nin devami

96

. Sistein Treonin Valin Metiyonin
TTK maddeleri — n (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
GUM 3 <LOD <LOD 18,24"+28.,90 <LOD
GAR 2 <LOD <LOD <LOD <LOD
KBG 4 <LOD <LOD 37,44+74,87 1,03"+2,05
KJG 4 <LOD <LOD 78,24+144,61 13,47+19,04
KSG 3 <LOD <LOD <LOD <LOD
BNT 3 <LOD <LOD <LOD 0,19°+0,33
MNT 3 <LOD <LOD 4,95"+8,57 1,69"+2,93
PAN 3 <LOD <LOD 1271,00°+2201,44 0,15"+0,25
PIN 2 <LOD <LOD 19,07+26,96 <LOD
SKR 3 <LOD <LOD <LOD <LOD
YST 3 <LOD <LOD <LOD <LOD
VNL 3 <LOD <LOD <LOD <LOD
TRC 3 1,75+3,03 4,40°+7,62 <LOD 3,81°+5,07
GLT 3 <LOD <LOD <LOD <LOD
OMK 3 <LOD 6,99"+12,11 27,17°+26,22 1,66+2,88
OPR 3 <LOD <LOD 9,84+8,53 2,07*11,80
OBL 3 <LOD <LOD <LOD 0,69+1,19
BUN 3 <LOD 7,53"+13,04 33,61"+£39,74 5,49"+5,31
SSA 3 61,79+107,33 <LOD <LOD 0,307+0,53
SKA 2 <LOD <LOD <LOD <LOD
CMC 2 <LOD <LOD <LOD <LOD
Salep 61 1,41+6,01 91,71+£70,36 199,57+£332,06 20,81+32,24

*salep ornekleri ile p < 0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir.
<LOD: Tespit sinirmin altinda
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Cizelge 4.32°de belirtilen aminoasit bilesenleri analizleri sonuglarina gore; TTK
maddelerinin ¢ogunun amino asit yoniinden LOD diizeyinin altinda degerlere sahip
oldugu tespit edilmistir. Calismaya konu olan TTK’lerin ¢ogunun toplam protein
igeriginin iz diizeyde (% 0-0,50) olmasi aminoasitlerin pek ¢ogu i¢in LOD diizeyinin
altinda deger tespit edilmesini agiklamaktadir.

llgili ¢izelgedeki veriler degerlendirildiginde, treonin amino asidi targn,
ogitiilmiis makarna ve bugday unu hari¢ tiim TTK maddelerinde LOD degerinin altinda
belirlenmistir. Salep Orneklerinde ise bu amino asit sadece 5 tane Ornekte LOD
degerinin altinda tespit edilirken geri kalan salep 6rneklerinde 1,02 ile 282,60 mg/kg
araliginda degismekte olup, ortalama 91,71+£70,36 mg/kg diizeyindedir. Treonin diizeyi
acisindan bakildiginda tiim TTK maddelerindeki diizeyin salepteki ilgili amino asidinin
diizeyinin en fazla 1/12°si kadar oldugu belirlenmis ve salep Ornekleri ile TTK
maddeleri arasinda istatistiksel acidan 6nemli bir fark (p < 0,05) oldugu goriilmiistiir.
Bu nedenle ilgili amino asidin salep ile sakiz grubu (guar sakiz, arabik sakiz,
kegiboynuzu Sakizi, konyak sakiz, ksantan sakiz), nisasta grubu (bugday nisastasi, misir
nigastasi, patates nisastasi, piring nisastasi), seker, yagsiz siit tozu, vanilya, galeta unu,
ogitiilmis piring, 0giitilmiis bulgur, karboksimetil seliiloz, sivi ve kati salep aromasi
arasinda taklit ve tagsisin belirlenmesinde 6nemli oldugu diistintilmektedir.

Histidin amino asidi agisindan, salep Orneklerinden sadece 3 tanesinde LOD
degerinin altinda, geri kalan orneklerde ise 5,13 ile 560,55 mg/kg arasinda degisen
diizeylerde belirlenmis ve ortalama 128,95+97,31 mg/kg olarak bulunmustur. Buna
karsihlk TTK maddelerinde bu amino asidin sadece nisasta grubu, konyak sakiz,
ogitiilmiis makarna, bugday unu, karboksimetil seliiloz, kat1 ve siv1 salep aromasindan
belirli ~ diizeylerde  tespit  edilebildigi  goriilmiistiir.  Istatistiksel  agidan
degerlendirildiginde ise bu TTK maddeleri ile salep arasinda (karboksimetil seliiloz
hari¢) 6nemli bir fark (p < 0,05) oldugu tespit edilmistir. Diger TTK maddelerinde ise
tespit edilen diizeyin LOD degerinin altinda oldugu belirlenmistir. Bu nedenle belirtilen
amino asidin salep ile karboksimetil seliiloz hari¢ diger TTK maddeleri arasindaki taklit
ve tagsisin belirlenmesinde belirleyici nitelik tasidig diistiniilmektedir.

Salep 6rneklerin lizin amino asidi sadece 3 6rnekte LOD degerinin altinda tespit
edilirken geri kalan salep orneklerinde 3,36 ile 1275,05 mg/kg arasinda degisen
diizeylerde belirlenmistir. Salepteki ortalama lizin diizeyi (452,66+298,44 mg/kQg)
agisindan bakildiginda, tim TTK maddelerindeki diizeyin salepteki ilgili amino asidinin
diizeyinin en fazla 1/8’1 kadar oldugu belirlenmis ve salep 6rnekleri ile TTK maddeleri
arasinda onemli bir fark (p < 0,05) oldugu goriilmiistiir.

Benzer duruma sahip olan diger amino asitte fenilalanin’dir. Fenilalanin amino
asidi sadece 5 salep drneginde LOD degerinin altinda oldugu, geri kalan 6rneklerde 6,51
ile 2876,79 mg/kg araliginda degistigi ve ortalama 335,25+449,49 mg/kg oldugu tespit
edilmistir. Fenilalanin diizeyi agisindan tim TTK maddelerindeki diizeyin salepteki
ilgili amino asidinin diizeyinin en fazla 1/7’si oldugu belirlenmis ve salep ornekleri ile
TTK maddeleri arasinda (karboksimetil seliiloz haric) istatistiksel agidan 6nemli bir fark
(p <0,05) oldugu gorilmiistiir.
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Arjinin amino asidi bakimindan veriler incelendiginde ise sadece 3 6rnekte LOD
degerinin altinda oldugu belirlenirken geri kalan salep 6rneklerinde 36,80 ile 7169,55
mg/kg araliginda degismekte olup, ortalama 2535,57+1903,90 mg/kg diizeyinde oldugu
tespit edilmistir. Arjinin dilizeyi agisindan bakildiginda salep ornekleri ile TTK
maddeleri arasinda (karboksimetil seliiloz haric) istatistiksel agidan énemli bir fark (p <
0,05) oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde bahsi gegen treonin,
histidin, lizin, fenilalanin ve arjinin amino asitleri kullanilarak salep ile TTK
maddelerinin arasindaki taklit ve tagsisin belirlenmesinde kullanilabilecek bir belirteg
olabilecegi sonucuna varilmistir.

4.4. Kemometrik Yontemler

Kimyasal analizlerden elde edilen veriler birlikte degerlendirilerek saf salep ve
TTK maddelerinin ¢ok degiskenli yonlendirmesiz (temel bilesenler analizi (PCA)) ve
yonlendirmeli (kismi en kiiciik kareler ayirici analizi (PLS-DA)) smiflandirma
metotlariyla tespit edilmesine yonelik modellemeler yapilmistir. Degerlendirmeler
sonrasinda Onemli oldugu tespit edilen parametreler {izerinden en uygun metot
kombinasyonunun tespit edilmesi ¢alismasi gergeklestirilmistir.

4.4.1. Yonlendirmesiz simflandirma ¢alismalari

Bu yontemler verinin geneli hakkinda bilgi edinmeye ve eger mevcutsa 6rnegin
taklit malzemeleri ve saf salep arasinda kolayca gozlenen bir ayrigma olup olmadiginin
belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu baglamda sik¢a kullanilan temel bilesen
analizi (PCA) metoduyla veriler incelenmistir. Sekil 4.8’de salep orneklerine ve TTK
maddelerine uygulanan PCA analiz sonuglar1 gosterilmektedir. 1lgili sekilde X ekseni en
¢ok varyansi aciklayan ilk temel bileseni, Y ekseni ise en ¢ok varyansi agiklayan ikinci
temel bileseni temsil etmektedir.

PCA Score Grafigi
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Sekil 4.8. Salep ornekleri ve taklit/tagsis maddelerine uygulanan PCA sonuglari
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Sekil 4.8’e gore, sirasiyla X ekseni toplam varyansin % 19,71’ini ve Y ekseni %
9,69’unu olmak tizere bu PCA projeksiyonu toplamda varyansin % 29,40’
aciklamaktadir. Orneklerin dagilimi incelendiginde 2 boyutta verideki varyansm ancak
% 29,40’ 1m1n agiklanabilmesine karsin taklit malzemeleri ile saf salep 6rnekleri arasinda
bir ayrisma oldugu ¢ogu ornek i¢in gozlemlenebilmektedir. Taklit malzemeleri kendi
iclerinde bir kiimelenme gostermese de ¢ogu saf salep 6rneginin, 6zellikle Van, Mus,
Kastamonu, Antalya, Mugla, Mersin, Yozgat ve Tokat’tan alinan salep orneklerinin
kendi i¢lerinde kiimelendigi goriilmektedir.

4.4.2. Yonlendirmeli siniflandirma ¢alismalar:

Orneklerin kimyasal analizleri kullanilarak TTK maddelerinin ayirt edilmesini
saglayacak yonlendirmeli siniflandirma c¢alismalarinda kismi en kiiglik kareler ayirici
analizi (PLS-DA) kullanilmigtir. Tiim PLS tabanli algoritmalarda oldugu gibi PLS-
DA’de de bilesen sayisinin sec¢ilmesi modelleme i¢in gerekmektedir ve bu amagla en
tutarh bilesen sayisi segme yontemlerinden biri olan tek 6rnegi disarida birakan ¢apraz
dogrulama model setine uygulanmis ve sonuglart Sekil 4.9°da sunulmaktadir.

14 PLS-DA Capraz Dogruluma Sonuglari
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Bilesen Sayisi

Sekil 4.9. Capraz dogrulama ile elde edilen yanlis siniflandirma yiizdesine karsilik
bilesen sayis1 sonuglari

Bilesen sayist sekil 4.9’a bakarak en diisiik siniflandirma hatasina tekabiil eden
en kiiciik bilesen sayisi olan 19 olarak se¢ilmistir. Ardindan 19 bilesen ile kurulan nihai
PLS-DA modeli ile model setinin kendisi ve validasyon seti tahmin ettirilmis, sonuglar
model seti igin sekil 4.10°da, validasyon seti i¢in sekil 4.11’de sunulmaktadr.
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PLS-DA Model Seti Tahminleri
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Sekil 4.10. Kurulan nihai PLS-DA modeli ile model setinin tahmin sonuglari

PLS-DA Validasyon Seti Tahminleri
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Sekil 4.11. Kurulan nihai PLS-DA modeli ile validasyon setinin tahmin sonuglari

PLS-DA sonuglar1 her bir o6rnek i¢in incelendiginde model seti i¢in % 100
tahmin basarisi elde edildigi tespit edilmistir. Ancak validasyon tahminlerinde normalde
0 ila 1 arasinda olmasi1 beklenen gruba yakinlik degerlerinin ¢ok daha kiicilik ya da ¢ok
daha biiyiik degerler almasina bakilarak konyak sakiz ve kegiboynuzu sakizinin sapan
degerler oldugu ya da iyi modellenemedigi séylenebilmektedir. Modellemede sorun
olusturma ihtimali bulunan bu maddeler uzaklastirildiktan sonra elde edilen grafik sekil
4.12°de sunulmaktadir.

Sekil 4.12 incelendiginde sadece Malatya’dan alinan salep 6rneginin ve ksantan
sakizin yanhs siniflandirildigr goriilmiistiir. Cikarilan 6rnekler de dahil olmak iizere
validasyon tahminleri % 89,7 dogruluk oraniyla gerceklestirilmistir.
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PLS-DA Validasyon Seti Tahminleri
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Sekil 4.12. Hatali ornekler ayiklandiktan sonra elde edilen
validasyon tahminleri grafigi

4.4.3. TTK maddelerinin tespitine yonelik en uygun metot
belirlenmesi

-
—
n
—
-
—
[
—
[
—
n
-
—
—
-
—

Ogiitiilmiis makarna
Galeta Unu
Ogiitiilmiis piring
Oglitiilmiis bulgur
Bugday unu

Ksantan gum

Salep Siv1 Aroma Verid
Salep Toz Aroma Verici
Karboksi metil Seliloz

PLS-DA modeli ile

kombinasyonlarinin

Kimyasal analizlerin PLS-DA siniflandirmasindaki etkileri karsilastirilmak
istendiginde analizlere karsilik gelen katsayilarin incelenmesi gerekmektedir. PLS-DA
modelinden elde edilen, analizlere karsi siniflandirmada kullanilan katsayilar grafigi
sekil 4.13°te gosterilmistir. Burada saymnin isaretinden ziyade 0’a mutlak uzaklik
dikkate alinmistir. Ayrica PLS-DA modellemesinde kullanilan girdi matrisinin
(kimyasal analiz sonuglar1) ve ¢ikti matrisinin (6rneklerin hangi gruba ait oldugu
bilgisinin ikili sistemde gosterildigi matris) normalize edildikten sonra modellenmesi
katsayilar1 dogrudan birbirleriyle biiyiikliik olarak karsilastirilabilir hale getirilmistir.

. PLS-DA Modeli Katsayilan
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Sekil 4.13. PLS-DA modelinden elde edilen, analiz adlarina
kullanilan katsayilar grafigi
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Katsayilar incelendiginde neredeyse tim kimyasal analizlerin PLS-DA
modelinde etkili oldugu, buna karsin elementel analiz ve Ozellikle aspartik asit ve
glutamik asidin goreceli olarak daha yiiksek etkisi oldugu gozlemlenmistir. Uygulanan
yonlendirmeli siiflandirma modeli incelendiginde neredeyse tiim analiz sonuglarindan
faydalanilabildigi goriilse de calismanin amaci olan daha az sayida analiz ile ayn1 veya
benzer smiflandirma performansinin yakalanmasi hedeflenmistir. Bu nedenle yeteri
kadar degisken igeren ve siniflandirmaya katkisi onceki ¢alismada da gézlemlenmis
olan anabilesenler analizleri, enzimatik analizler ve aletsel analizlerden elementel
analizler, izotop analizleri, aminoasit analizleri ve organik asit analizleri her biri ile ayr
PLS-DA modelleri optimal bilesen sayilar1 (PRESS) se¢ilerek olusturulmustur. Cizelge
4.33’te analiz gruplar1 ile PLS-DA kullanilarak yapilan modelleme ¢alismalarinin basari
oranlar1 sunulmaktadir.

Cizelge 4.33. Analiz gruplart ile PLS-DA kullanilarak yapilan modelleme
calismalarinin basari oranlari

Analiz grubu Model seti dogru Validasyon seti dogru
tahmin orani (%) tahmin orani (%)
Amino asit analizleri 94,60 92,30
Elementel analizler 97,30 89,70
Enzimatik analizler 79,70 84,60
Izotop analizleri 79,70 79,50
Karbonhidrat bilesenleri 77,00 72,40
Organik asit analizleri 73,00 69,20
Anabilesen analizleri 66,20 69,20

Cizelge 4.33 incelendiginde en yiiksek validasyon seti tahmin basarisinin %
92,30 ile aminoasit analizlerinin sagladig: tespit edilmistir. Ayrica elementel analizler
ile de tim analizler kullanilarak olusturulan modeldeki basariya ulasilabildigi
gorilmistiir. Olusturulan modellerde her bir analizin smiflandirmaya katkisini
incelemek amaciyla, standardize edilmis veriye uygulanarak elde edilen ve kendi iginde
karsilagtirilabilir. PLS-DA regresyon katsayilari gizelge 4.34’te sunulmaktadir.

Cizelge 4.34’teki regresyon katsayilari incelendiginde analizlerin katkilarinda
ozellikle aminoasit analizlerindeki glutamik asit miktarimin diger analizlere gore
olduk¢a baskin olarak siniflandirmada etkisi oldugu goriilmektedir. Ayrica elementel
analizler ile kurulan PLS-DA modeli ile iligkili kisimda Zn, Cu, Sb, V, Mo ve Li
elementlerinin, organik asit bilesenlerinden malik ve fumarik asidin ve enzimatik
bilesenlerden ise glukomannanin 6ne c¢iktig1 tespit edilmistir. Ayrica elde edilen
kemometrik bulgular ile SPSS ¢alismasinda elde edilen bulgularin paralellik gosterdigi
ve bundan sonraki yapilacak olan karisimlardaki salep miktarinin belirlenmesi
caligmalarinin bu veriler géz oniine alinarak yapilmasi gerektigine karar verilmistir.
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Cizelge 4.34. Her bir analiz grubuna ait kimyasal analiz sonuglarinin siniflandirmaya katkilarini gosterir katsayilar

Elementel bilesen Amino asit bilesenleri Temel bilesenler izotop oranlan Organik asit bilesenleri Karbonhidrat bilesenleri Enzimatik bilesenler
Parametre  Katki Parametre Katki Parametre Katki Parametre Katki Parametre Katki | Parametre Katki Parametre Katki
Zn 036 | Glutamik asit 090 | Rutubet 0,24 | HPH -0,27 | Malik asit -0,71 | Sakkaroz 021 Glukomannan 054
Cu 0,29 | Histidin 0,19 Kiil 043 | tBcrc 0,25 | Fumarik asit 0,61 | Glikoz 0,02 Toplam Nisasta 0,21
Sh 0,28 | Serin -0,18 %10 HCl'de C. Kiil 0,31 180,160 0,15 Sitrik asit 0,31 | Fruktoz -0,20

\Y, 0,27 Lisin 0,17 Protein 0,04 BN/“N -0,15 Tartarik asit -0,07

Mo -0,26 Aspartik asit -0,16 ndirgen Seker 0,09

Li 0,24 Valin -0,14

Se -0,19 Prolin -0,13

Fe 0,13 Fenilalanin 0,10

Cr 0,13 Tirosin -0,09

Co 0,10 Lasin+izolosin -0,07

Be -0,10 Avrjinin 0,02

TI 0,09 Treonin 0,02

Ti -0,07 Metiyonin -0,00

Ga -0,06

Ni -0,05

Ba -0,04

Mn 0,03

Rb -0,02

Cs -0,02

Sr 0,02

Bi 0,01
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4.5. Kanisimlardaki Salep Miktarlarinin Belirlenmesi Calismalari

Ticari piyasa Orneklerine incelendiginde, piyasalarda satilan salepleri 2 grup
altinda siniflandirmak miimkiindiir. Bunlardan ilki, hazir tiiketime sunulan toz paket
veya sivi salep igecekleri, bir digeri ise dogal salep adi altinda satilan tiiketicilerin
kendilerinin hazirlayacagt irlinlerdir. Hazir tiiketime sunulan iiriinlerin ¢ogunda
kullanilan salep miktarlarinin oldukga diisiik diizeylerde oldugu (% 0-10 salep)
goriilmektedir. Diger ticari piyasa ornekleri ise, saf salep (% 100 veya dogal salep)
olarak ifade edilmekte ve bu sekilde satilmaktadir. Bu asamada ¢izelge 3.4’te belirtilen
sekilde 40 farkli oranda salep igerecek sekilde hazirlanan regetelerdeki salep miktari ile
istatistiksel ve kemometrik olarak 6nemli bulunan analitik parametreler (enzimatik
analizler, elementel analizler, izotopik analizler, amino asit ve organik asit analizleri)
arasindaki korelasyon ve dogrusallik incelenmis ve elde edilen bulgular gergevesinde
kullanilacak olan yontem veya yontemler belirlenmistir.

4.5.1. Enzimatik analizler

Salebin kimyasal yapisinin biyiik bir kisminin glukomannan ve nisastadan
olugsmasi1 ve ayrica salep ile TTK maddeleri arasinda enzimatik analiz sonuglari
istatistiksel agidan onemli farkliliklar gdstermesi, karigimlarda enzimatik analizlerin
gergeklestirilmesini elzem kilmaktadir. Cizelge 4.35’te hazirlanan salep igecek tozu
karisimlarina ilave edilen salep miktarlari ile enzimatik bilesenler arasinda tespit edilen
korelasyon degeri sunulmaktadir. Sonuglar % 0-10 oraninda salep iceren ve % 0-100
oraninda salep iceren karigim ornekleri seklinde gruplandirilarak gosterilmistir.

Cizelge 4.35. Hazirlanan salep i¢ecek tozu karigimlarina ilave edilen salep miktarlari ile
enzimatik bilesenler arasindaki korelasyon

Salep % 0-10 Salep % 0-100
Enzimatik bilesen Korelasyon p- degeri Korelasyon p- degeri
Glukomannan 0,97 0,00 0,99 0,00
Toplam nisasta 0,97 0,00 0,99 0,00

Cizelge 4.35’ten elde edilen korelasyon degerlerine gore hem diisiik ve yiiksek
salep konsantrasyonlarmin her ikisinde de salep miktar: ile hem glukomannan hemde
toplam nisasta degerleri arasinda ¢ok yiiksek pozitif (0,90 < r) bir korelasyon oldugu
tespit edilmistir. Diger bir degisle 6rnek icersindeki salep miktarina gore glukomannan
ve toplam nisasta degerinin de arttif1 ifade edilebilir. Sekil 4.14’te hazirlanan
recetelerdeki salep miktar1 (% 0-10 ve % 0-100) ile karisimlarin glukomannan ve
toplam nisasta diizeyine ait dogrusallig1 gosteren grafikler sunulmaktadir.
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Sekil 4.14. Salep igecek tozu regetelerindeki % salep miktarlari ile enzimatik analiz
sonuglar1 arasindaki dogrusallik; (a) % 0-10 salep miktarlari ile glukomannan, (b) % O-
100 salep miktarlari ile glukomannan, (c) % 0-10 salep miktarlar: ile toplam nisasta, (d)
% 0-100 salep miktarlar1 ile toplam nisasta

Sekil 4.14°e gore, hem diisiik hemde yiiksek diizeyde gercek salep iceren icecek
toz karigimlarindaki salep oranlari ile karigimlarin glukomannan diizeyleri arasinda
onemli diizeyde dogrusalligm (R? > 0,93) oldugu tespit edilmistir. Yapilan calismalar ve
istatistiksel incelemeler ile literatiir bilgileri 1s18inda glukomannanin salep ile TTK
maddeleri arasinda en Onemli ayirt edici madde olmasi, hazirlanmis olan karisim
regetelerinde de korelasyon ve regresyon degerlerinin yiiksek olmasi salebin taklit ve
tagsisinde glukomannan analizlerinin 6nemli bir belirte¢ oldugu sonucuna varilmaistir.

Ilgili sekil incelendiginde, yine salep ile nisasta diizeyleri arasinda hem diisiik
salep ve hem de yiiksek salep konsantrasyonlarinda dogrusalligin yiiksek oldugu (R? >
0,93) belirlenmistir. Ancak salep ornekleri ile toplam nisasta arasinda yiiksek bir
korelasyon elde edilmis olmasina ragmen, karisimlardaki nisasta diizeylerinin belli bir
salep ylizdesine kadar ayn1 oldugu ve belli bir salep yiizdesini gectikten sonra dogrusal
olarak artis gosterdigi belirlenmistir. Calismalar sonucunda asilmasi gereken kritik esik
diizeyinin yaklasik % 2 oldugu tespit edilmistir.
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4.5.2. Aletsel analizler

Salebin taklit ve tagsisinin belirlenmesinde belirte¢ olabilecegi diisiiniilen aletsel
analizlerden elementel analizler, izotop analizler, organik asit ve amino asit analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen elementel bulgularin % 0-10 arasinda salep igeren
icecek tozu karisimlarimin ile olan korelasyonu ¢izelge 4.36’da sunulmaktadir.

Cizelge 4.36. Hazirlanan salep igecek tozu karigimlarina ilave edilen (% 0-10) salep
miktarlari ile elementel bilesenler arasindaki korelasyon

Elementler  Korelasyon p- degeri Elementler Korelasyon p- degeri
Fe 0,66 0,00 Tl 0,55 0,01
Ba 0,63 0,00 Rb -0,01 0,65
Mn 0,93 0,00 Ni 0,61 0,00
Cu 0,68 0,00 Zn 0,49 0,01
Sr 0,56 0,01 As -0,40 0,05
Li 0,31 0,14 Cr 0,46 0,02
Cs 0,51 0,01 \% 0,59 0,00
Al 0,24 0,26 Sh 0,10 0,64
Co 0,86 0,00 Ga 0,68 0,00
Se -0,47 0,02 Bi 0,22 0,31
Be 0,35 0,09

Cizelge 4.36’daki verilere gore, diisiik diizeylerde gergek salep iceren (% 0-10)
salep icecek tozu karigimlarindaki salep ylizde oranlart ile elementel bilesenler
arasindaki korelasyon incelendiginde karisimlardaki mangan diizeyi ile salep arasinda
cok yiiksek pozitif bir iliskinin oldugu (0,90 < r) ve kobalt diizeyi ile salep arasinda
yiiksek pozitif iliskinin oldugu (0,70 <r < 0,90) tespit edilmistir. Demir, baryum, bakir,
stronsiyum, sezyum, talyum, nikel, ¢inko, vanadyum, galyum diizeyleri ile salep
arasinda orta diizeyde (0,50 < r < 0,70) pozitif bir iliski tespit edilirken; selenyum ile
salep arasinda diisiik diizeyde (0,20 < r < 0,50) negatif bir iliski oldugu goriillmektedir.
Lityum, aliiminyum, berilyum, rubidyum, arsenik ve antimuan diizeyleri ile salep
arasinda yapilan istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede p > 0,05 olmas1 sebebiyle
degerlendirilmeye alinmamustir. Elde edilen bilgilerden yola ¢ikilarak mangan ve kobalt
elementleri ile salep arasinda dogrusalligin incelenmesinin 6nemli oldugu sonucuna
vartlmigtir. Sekil 4.15’te % 0-10 salep iceren igecek tozu karisimdaki gergek salep
miktari ile karisimin mangan ve kobalt diizeylerine ait dogrusallig1 gosteren grafikler
sunulmaktadir.
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Sekil 4.15. % 0-10 salep igeren igecek tozu karisimindaki ger¢ek salep miktart ile
yiiksek korelasyon gosteren elementler arasindaki dogrusallik; (a) mangan, (b) kobalt

Sekil 4.15’e gore, mangan ve kobalt diizeyi ile salep arasinda yiiksek pozitif bir
korelasyon tespit edilmesine ragmen dogrusalligin (R?> < 0,90) diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenden dolayi, diisiik diizeyde salep igeren Orneklerde tek basina
elementel bilesen degerlendirilerek salepte taklit ve tagsisin belirlenmesinde etkili bir
cevabin alinamayacagina karar verilmistir.

Salep oram1 % 0-100 arasinda olan igecek tozu karisimlarindaki salep miktari ile
elementel bilesenler arasindaki korelasyon ¢izelge 4.37°de sunulmaktadir.

Cizelge 4.37. Hazirlanan salep igecek tozu karigimlarina ilave edilen (% 0-100) salep
miktarlari ile elementel bilesenler arasindaki korelasyon

Salep % 0-100

Elementler  Korelasyon p- degeri Elementler Korelasyon p- degeri

Fe 0,95 0,00 Tl 0,55 0,08
Ba 0,90 0,00 Rb 0,21 0,53
Mn 0,94 0,00 As 0,09 0,80
Cu 0,97 0,00 Al 0,41 0,21
Sr 0,80 0,00 Sb 0,44 0,18
Li 0,61 0,05 Be 0,45 0,16
Cs 0,68 0,02 Bi 0,64 0,03
Ga 0,91 0,00 \% 0,55 0,08
Co 0,95 0,00 Zn 0,51 0,11
Se -0,68 0,00 Cr 0,84 0,00
Ni 0,75 0,01

Cizelge 4.37°ye gore, % 0 ile % 100 arasinda farkli oranlarda salep igeren
recetelerle olusturulan kalibrasyon denkligine gore karsimdaki salep oranlari ile bakir,
demir, kobalt, mangan, galyum ve baryum elementleri ile arasinda yiiksek pozitif iligki
(0,90 <r); stronsiyum, sezyum, nikel, krom elementleri ile orta diizeyde pozitif bir iligki
(0,50 < r < 0,70); selenyum diizeyi ile orta diizeyde negatif iliski (0,50 < r < 0,70)
oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.16’da salep oran1 % 0-100 arasinda olan icecek tozu
karisimdaki gercek salep miktari ile karisimin demir, bakir, mangan, baryum, kobalt ve
galyum diizeyleri arasindaki degisimleri sunulmaktadir.
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Sekil 4.16. % 0-100 salep igeren icecek tozu karisimindaki gergek salep miktari ile yiiksek korelasyon gdsteren elementler arasindaki
dogrusallik; (a) demir, (b) bakir, (c) mangan, (d) kobalt, (e) baryum, (f) galyum
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Sekil 4.16’ya gore demir ve bakir elementinin salep miktar1 ile dogrusalliklarinin
yiiksek oldugi (R?> > 0,90) oldugu goriilmektedir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde yiiksek miktarda salep icerigine sahip toz igecek karigimlarinda bu
iki elementin incelenmesi durumunda salep ile TTK maddeleri arasinda ayrimin
yapilabilecegi tespit edilmistir. Bununla birlikte, literatiirde yer alan bilgilerde de,
elementel igerigin topraga, meteorolojik kosullara ve gidalarin ¢esidine bagli olarak
degisebilecegini ve bundan dolay1 farkliliklarin goriilebilecegi ifade edilmistir (Sun
2008; Yiicel vd. 2016). Diger bir ifade ile elde edilen salebin farkli cins ve tiir
yumrulardan olugsmasindan dolay1 kesin bir elementel bilesimden s6z edilememektedir.
Bundan dolay1 da, yapilan istatiksel c¢alismalarda yiiksek salep icerigine sahip
karisimlarda salep miktari ile ile demir ve bakir elementi arasinda yiiksek korelasyon ve
dogrusallik tespit edilmesine ragmen, kesin olarak "elementel bilesimden yola ¢ikarak
salep ile TTK maddeleri arasinda ayrimin yapilmasimin miimkiin oldugu" ifadesini
kullanmanin dogru olmayacag: diisiiniilmektedir.

Hazirlanan karigimlardaki salep miktarlari (%) ile izotop oranlari arasindaki
korelasyon ¢izelge 4.38’de sunulmaktadir.

Cizelge 4.38. Hazirlanan salep i¢ecek tozu karisimlarina ilave edilen salep miktarlari ile
izotop oranlar1 arasindaki korelasyon

Salep % 0-10 Salep % 0-100
izotop oram Korelasyon p- degeri Korelasyon p- degeri
H/2H -0,17 0,43 0,28 0,41
180/%%0 0,76 0,00 -0,47 0,15
NN 0,63 0,01 -0,62 0,04
13¢ct2c -0,65 0,00 -0,99 0,00

Cizelge 4.38°den elde edilen verilere gore, % 0-10 salep igeren karigimlardaki
salep miktari ile 30/*°0 ve ®N/**N izotop oranlar arasinda orta pozitif diizeyde (0,50 <
r < 0,70) bir iliski tespit edilirken; salep miktar1 ile **C/*C izotop orani arasinda negatif
orta diizeyde (0,50 < r < 0,70) bir iliski tespit edilmistir. Salep miktar1 ile *H/?H izotop
orani arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede p > 0,05 olmasi nedeniyle
degerlendirilmeye alinmamastir.

fgili gizelgede % 0-100 salep igeren karisimlardaki salep miktari ile *3C/*2C
izotop orani arasinda cok yiiksek negatif (0,90 < r) bir iliski tespit edilirken;®N/**N
izotop orani arasinda negatif orta diizeyde (0,50 < r < 0,70) bir iliski tespit edilmistir.
Salep miktar1 ile H/H ve ®0/**0O izotop oranlari arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede p > 0,05 olmasi1 nedeniyle degerlendirilmeye alinmamislardir. Salep
miktarlar1 % 0-10 olan karisimlardan elde edilen *C/*2C ve ®0/*0 oranlarma ait
dogrusallig1 gosteren grafikler sekil 4.17°de sunulmaktadir.
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Sekil 4.17. % 0-10 salep iceren igecek tozu karisimindaki gercek salep miktart ile
yiiksek korelasyon gosteren izotop oranlar arasindaki dogrusallik; (a) *¥0/*%0 oranlari,

(b) 3C/*2C oranlarn

80/%%0 ve 3C/*2C izotop oranlari ile salep arasinda bir korelasyon tespit
edilmesine ragmen dogrusalligm (R? < 0,60) diisik oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenden dolayi, diisiik diizeyde salep iceren Orneklerde tek basina izotop oranlarina
bakilarak salepte taklit ve tagsisin belirlenmesinde etkili bir cevabin alinamayacagina
karar verilmistir. Salep miktarlar1 % 0-100 olan karisimlardan elde edilen *C/*?C ve
®N/*N oranlarina ait dogrusallig1 gdsteren grafikler sekil 4.18’de sunulmaktadur.
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Sekil 4.18. % 0-100 salep igeren igecek tozu karisimindaki gercek salep miktar: ile
yiiksek korelasyon gdsteren izotop oranlari arasindaki dogrusallik; (a) 3C/*?C oranlari,

(b) N/*N oranlar
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Sekil 4.18’ye gore,. % 0-100 arasinda salep iceren karisimlarda salep ile’*C/*2C
izotop orani degisimi arasinda yiiksek bir dogrusalligin (R?> > 0,90) oldugu tespit
edilmistir. Salep ve TTK maddelerinin ayr1 ayri izotop oranlart analizleri sirasinda
yapilan istatistiksel caligmalarda da konyak sakiz, patates nisastasi, piring nisastasi, kati
ve s1vi salep aromasi hari¢ olmak {izere diger TTK maddelerinden istatistiksel anlamda
farkliliklar arz ettigi tespit edilmistir (p < 0,05). Bu farkliligin tespit edilmesinin en
onemli sebebi, farkli fotosentez grubunda icerisinde yer almasi veya ayni fotosentez
grubu igerisinde yer alsa bile delta degerinin farklihik gostermesinden
kaynaklanmaktadir. Tiim yapilan incelemeler dogrultusunda salep ile TTK maddeleri
arasinda ayrimda 3C/*?C izotop oranlarinin bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi, ancak
cizelge 4.38 ve sekil 4.17°den elde edilen bilgiler géz 6niine alindiginda karisimlardaki
13C/*2C izotop oranlarmin belli bir salep yiizdesine kadar ayni oldugu ve belli bir salep
yiizdesini gectikten sonra dogrusallik gosterdigi belirlenmistir. Calismalar sonucunda
astlmasi gereken kritik esik diizeyinin yaklasik % 9 oldugu tespit edilmistir. Tiim veriler
degerlendirildiginde salep ve TTK maddeleri arasinda ayriminda *3C/*2C izotop oranlari
kullanilacaksa % 9 ve iizerinde salep igeren karigimlarda veya saf salep oldugu
bildirilen 6érneklerde kullanilmasinin dogru olabilecegi diistiniilmektedir.

Elde edilen organik asit bulgularin karigimlardaki ylizde salep miktarlari ile olan
korelasyonu ise ¢izelge 4.39’da sunulmaktadir.

Cizelge 4.39. Hazirlanan salep igecek tozu karisimlarina ilave edilen salep miktarlari ile
elementel bilesenler arasindaki korelasyon

Salep % 0-10 Salep % 0-100
Elementler Korelasyon p- degeri Korelasyon p- degeri
Tartarik A. -0,21 0,36 0,59 0,13
Sitrik A. 0,01 0,97 -0,42 0,27
Malik A. 0,96 0,00 0,95 0,00
Fumarik A. 0,23 0,30 0,95 0,00

Cizelge 4.39’daki verilere gore, % 0-10 oraninda salep igeren salep igecek tozu
karigimlarindaki salep oranlari ile malik asit diizeyi arasinda ¢ok yiiksek korelasyon
(0,90 < r) oldugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢izelgeye gore, salep miktari ile sitrik, tartarik
ve fumarik asit diizeyleri arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede p > 0,05 olmasi
nedeniyle degerlendirilmeye alinmamuslardir. Ilgili ¢izelgede, % 0-100 oraninda salep
iceren salep icecek tozu karisgimlarindaki salep oranlari ile malik asit ve fumarik asit
diizeyleri arasinda ¢ok yiiksek korelasyon (0,90 < r) oldugu tespit edilmistir. Salep
miktari ile sitrik ve tartarik asit diizeyleri arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede
p > 0,05 olmas1 nedeniyle degerlendirilmeye alinmamislardir. % 0-10 oraninda salep
iceren salep icecek tozu karisimlarindaki malik asit diizeylerindeki degisimin karisima
ilave edilen salep miktar1 ile olan dogrusalligi gosteren grafik sekil 4.19°da
sunulmaktadir.
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Sekil 4.19. % 0-10 salep igeren igecek tozu karisimindaki gercek salep miktari ile malik
asit arasindaki dogrusallik

Cizelge 4.39 ve sekil 4.19’dan elde edilen bilgiler dogrultusunda, organik asit
bilesenleri ve salep miktarlar1 arasindaki iliski degerlendirildiginde, % 0-10 oraninda
salep iceren salep igecek tozu karisgimlari ile malik asit diizeyi arasinda ilave edilen
salep miktarina bagh olarak dogrusal bir artisin oldugu (R? > 0,91) dikkat cekmektedir.
Bundan dolay1, diisiik miktarda salep igeren ticari salep i¢ecek tozu karisiminda malik
asit diizeylerinin, salep taklit ve tagsisini belirlemede 6nemli bir parametre olabilecegi
sonucuna varilmigtir. % 0-100 oraninda salep igeren salep igecek tozu karigimlarindaki
malik ve fumarik asit diizeylerindeki degisimin karisima ilave edilen salep miktari ile
olan dogrusallig: gosteren grafikler sekil 4.20’de sunulmaktadir.
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Sekil 4.20. % 0-100 salep igeren icecek tozu karigimindaki gergek salep miktari ile
yiiksek korelasyon gosteren organik asitler arasindaki dogrusallik; (a) malik asit, (b)
fumarik asit

Sekil 4.20°ye gore, % 0-100 oraninda salep igeren salep igecek tozu karisimlar
ile malik asit diizeyi arasinda ilave edilen salep miktarina bagl olarak dogrusal bir
artisin oldugu (R? = 0,91) dikkat ¢ekmektedir. Amino asit bulgularmin karisimlardaki
salep miktarlar1 ile olan korelasyonu ise ¢izelge 4.40°da sunulmaktadir.
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Cizelge 4.40. Hazirlanan salep i¢ecek tozu karisimlarina ilave edilen salep miktarlari ile amino asitler arasindaki korelasyon

ETT

Salep % 0-10 Salep % 0-100

Amino asit Korelasyon p-degeri Amino asit Korelasyon p-degeri
Arjinin 0,99 0,00 Arjinin 1,00 0,00
Metiyonin 0,65 0,00 Metiyonin 0,95 0,00
Fenilalanin 1,00 0,00 Fenilalanin 1,00 0,00
Tirozin 0,95 0,00 Tirozin 0,99 0,00
Histidin 0,99 0,00 Histidin 0,98 0,00
Losin+izolosin 0,99 0,00 Losin+izoldsin 1,00 0,00
Valin 0,94 0,00 Valin 1,00 0,00
Lizin 0,99 0,00 Lizin 1,00 0,00
Aspartik Asit 0,04 0,85 Serin 0,87 0,00
Serin -0,22 0,13 Treonin 0,99 0,00
Glutamik Asit 0,53 0,01 Glutamik Asit 0,98 0,00
Prolin 0,91 0,00 Prolin 0,99 0,00
Sistein -0,16 0,40 Aspartik Asit 0,96 0,00
Treonin -0,26 0,16
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Cizelge 4.40°daki verilere gore, % 0-10 oraninda gercek salep igeren salep
icecek tozu karisimlarindaki salep oranlari ile amino asit bilesenleri arasindaki
korelasyon incelendiginde; arjinin, fenilalanin, 16sint+izolésin, lizin, histidin, tirozin,
prolin ve valin amino asitleri ile yiiksek pozitif (0,70 < r < 0,90) bir iliskinin oldugu
tespit edilmistir. Salep ile metiyonin ve glutamik asit arasinda orta diizeyde (0,50 <r <
0,70) pozitif bir iligki tespit edilirken, aspartik asit, serin, sistein ve treonin diizeyleri
arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede p > 0,05 olmasi nedeniyle
degerlendirilmeye alimmamiglardir. % 0-10 oraninda gergek salep igeren salep igecek
tozu karigimlarindaki salep oranlari ile amino asit bilesenleri arasindaki korelasyon
incelendiginde ise sistein hari¢ tiim amino asit degerlerinde salep miktarinin artmasiyla
birlikte bir artis oldugu yani ¢ok yiiksek (0,90 < r ) pozitif bir iliskinin s6z konusu
oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.21°de % 0-10 oraninda gercek salep igeren salep icecek
tozu karigimlarindaki salep miktarlart ile karisimdaki lizin, histidin, arjinin, prolin,
valin, tirozin, 16sin+izolosin ve fenilalanin diizeyleri arasindaki dogrusalligi gosteren
grafikler sunulmaktadir.

10 N 10 o
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8 8
6 6
Q o
2 <
8 &
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- N 0, .
0 R-Sq(adj)  988% . R-Sqad)  968%
0 10 20 30 40 50 60 0 1 2 3 4 5 6 7 8
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(a) (b)
10" salep = - 0,000 + 0,07824 Avrjinin : 12 _
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8 10
[ ]
8
6
iy Q
3 26
(2] ©
4 1%}
4
2 S 0,359719 S 1,29527
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0 R-Sq(adj)  98,7% 0 R-Sq(adj)  828%
0 20 40 60 80 100 120 30 35 40 45 50 55
Arjinin Prolin
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Salep = - 3,299 + 0,5404 Valin

Salep = - 2,728 + 0,2320 Tirozin

75 8
a 50 o 6
@ o
3 N
25
[ ]
; . 1,130?0 2 S 1,02303
00 RSy 874 UA) R-Sq 89,7%
R-Sq(adj)  86.9% 0 R-Sq(adj)  89,2%
5 10 15 20 25 10 20 30 40 50 60
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(9)

Sekil 4.21. % 0-10 salep iceren igecek tozu karisimindaki gercek salep miktart ile
yiiksek korelasyon gosteren amino asit arasindaki dogrusallik; (a) lizin, (b) histidin, (c)
arjinin, (d) prolin, (e) valin, (f) tirozin, (g) fenilalanin, (h) 16sin+izoldsin

Sekil 4.21°de sunulan verilere gore, ticari salep i¢ecek tozu regetelerine eklenen
salep miktarina bagh olarak % 0-10 araliginda gercek salep igeren karigimlarda lizin,
histidin, arjinin, 16sin + izoldsin ve fenilalanin amino asit diizeyleri ile dogrusal (R? >
0,98) bir artisin bulundugu tespit edilmistir. Salep ile TTK maddelerin ayr1 ayri
yaptlmig olan amino asit ¢aligmalarinda, TTK maddelerinin ¢ogunun toplam protein
iceriginin iz diizeyde olmasi nedeniyle amino asit yoniinden LOD diizeyinin altinda
degerlere sahip oldugu tespit edilmistir. Bunula beraber, ¢izelge 4.32°de veriler
degerlendirildiginde ¢ogu TTK maddesi ile salep 6rnekleri arasinda yukarida adi gegen
5 amino asit bakimindan istatistiksel farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Tiim veriler
degendirildiginde, % 0-10 araliginda gercek salep iceren karigimlarda amino asit
diizeyine bakilarak salepte taklit ve tagsisin belirlenmesinde kullanilabilecek bir belirteg
olduguna karar verilmistir. Sekil 4.22’de ise % 0-100 oraninda gergek salep iceren salep
icecek tozu karisimlarindaki salep miktarlari ile karisimdaki lizin, histidin, arjinin,
aspartik asit, prolin, treonin, glutamik asit, serin, valin, metiyonin, tirozin, 16sin +
izolosin ve fenilalanin  diizeyleri arasindaki dogrusalligt gosteren grafikler
sunulmaktadir.
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(1

BULGULAR VE TARTISMA
100 4 100 [
Salep = 2,872 + 0,2821 Fenilalanin Salep = - 1,565 + 1,040 Lésin+ izoldsin o
80 80
60 60
o o
@ <L
= [
40 “ w0
S 2,66817
20 S 2,96581 20 .
R-Sq 99,3% R-Sq 99,4%
R-Sq(adj)  99,2% R-Sq(ad))  994%
0 e 0
0 50 100 150 200 250 300 350 0 20 0 60 80 100
Fenilalanin Losin+ 1zoldsin
(9) (h)
100 ° 100 °
Salep = - 9,508 + 3625 Metiyonin Salep = 3,332 + 1,932 Treonin
80 80
o 60 60
2 <
s ©
9]
40 9D 40
20 L S 10,9367 S 5,33407
R-Sq 90,2% 2 R-Sq 97,7%
0 R-Sq(adj)  89,2% R-Sq(ad)) 974%
0 e
0 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40 50
Metiyonin Treonin
() (k)
120 100 o °
Salep = 17,52 + 09549 Aspartik asit Salep = - 24,43 + 0,4069 Glutamik asit
100 . 80
80
o 60
S0 o
& @ a0
40
S 10,0308 20 S 6,59691
20 R-Sq 91,8% R-Sq 96,4%
° R-Sg(adj)  90,9% R-Sq(adj)  96,1%
0 ® 0
0 20 40 60 80 100 50 100 150 200 250 300
Aspartik asit Glutamik asit

(m)

Sekil 4.22. % 0-100 salep iceren icecek tozu karisimindaki gergek salep miktar: ile
yiiksek korelasyon gosteren amino asit arasindaki dogrusallik; (a) lizin, (b) histidin, (c)
arjinin, (d) prolin, (e) valin, (f) tirozin, (g) fenilalanin, (h) 16sin+izoldsin, (j) metionin,
(k) treonin, (1) aspartik asit, (m) glutamik asit
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Sekil 4.22°de sunulan verilere gore, ticari salep igecek tozu regetelerine eklenen
salep miktarina bagli olarak % 0-100 ger¢ek salep iceren karigimlarda lizin, histidin,
arjinin, aspartik asit, prolin, treonin, glutamik asit, valin, metiyonin, tirozin,
16sin+izoldsin ve fenilalanin amino asitleri diizeyleri ile dogrusal (R? > 0,90) bir artisin
bulundugu tespit edilmistir. Bu kapsamda adi gecen amino asitlerin salebin taklit ve
tagsisin belirlenmesinde kullanilabilecek bir belirte¢ oldugu sonucuna varilmastir.

4.5.3. Salep miktarlarinin belirlenmesinde kullanilacak yontemin secimi

Homojen toz karisimlardaki salep miktarlarinin belirlenebilmesi amaciyla
yapilan ¢alismalarda en yiiksek korelasyon (r > 0,90) ve regresyon degerine sahip (R?>
0,90) parametreler dikkate alinarak piyasa izleme ¢alismalarinda kullanilacak yénteme
karar verilmistir. % 0-10 araliginda gergek salep igeren karigimlar igin korelasyon ve
regrasyon katsayilar1 > 0,90 olan parametreler ve bu parametreler ait elde edilen

korelasyon ve regrasyon katsayilari ¢izelge 4.41°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.41. % 0-10 oraninda salep igeren karisimlarda yiiksek korelasyon ve
regresyon degeri tespit edilen parametreler ve bu parametrelere ait katsayilari

% 0-10 salep

Parametre r R? Parametre r R?2
Fenilalanin 1,00 0,99 Toplam nisasta 0,97 0,94
Lizin 0,99 0,99 Glukomannan 0,97 0,93
Arjinin 0,99 0,99 Malik A. 0,96 0,92
Losin + Izoldsin 0,99 0,98 Tirozin 0,95 0,90
Histidin 0,99 0,97

Cizelge 4.41°den elde edilen bilgiler sonucunda, % 0-10 oraninda salep igeren
karigimlarda yiiksek diizeyde korelasyonun (r > 0,90) ve dogrusalligin (R? > 0,90)
sirasiyla amino asit (fenilalanin, lizin, arjinin, 16sin + izoldsin, ve histidinin) analizleri
ve enzimatik (glukomannan ve toplam nisasta) analizler ve organik asit (malik asit)
analiziden saglandigi tespit edilmistir. % 0-100 araliginda gergek salep iceren karisimlar
icin korelasyon ve regrasyon katsayilart > 0,90 olan parametreler ve bu parametreler ait
korelasyon ve regrasyon katsayilari cizelge 4.42°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.42. % 0-100 oraninda salep igeren karigimlarda yiiksek korelasyon ve
regresyon degeri tespit edilen parametreler ve bu parametrelere ait katsayilari

% 0-100 salep

Parametre r R2 Parametre r R2

Valin 1,00 1,00 Prolin 0,99 0,98
Losin+izolosin 1,00 0,99 Beizc -0,99 0,97
Arjinin 1,00 0,99 Glutamik Asit 0,98 0,96
Lizin 1,00 0,99 Histidin 0,98 0,95
Fenilalanin 1,00 0,99 Aspartik A. 0,99 0,92
Glukomannan 0,99 0,99 Bakir 0,97 0,94
Tirozin 0,99 0,98 Malik A. 0,95 0,91
Toplam nisasta 0,99 0,98 Demir 0,95 0,90
Treonin 0,99 0,98 Metiyonin 0,95 0,90
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Cizelge 4.42°ye gore, % 0-100 oraninda salep iceren karisgimlarda ise yiiksek
diizeyde korelasyonun (r > 0,90) ve dogrusalligin (R?> 0,90) sirastyla amino asit (valin,
16sin + izoldsin, arjinin, lizin, fenilalanin, tirozin, treonin, prolin, glutamik asit, histidin,
aspartik asit ve metiyonin) analizleri ve enzimatik (glukomannan ve toplam nisasta)
analizler, izotop oram1 (3*C/*2C) analizi, elementel bilesen (bakir, demir) analizleri ve
organik asit (malik asit) analizinden saglandigi tespit edilmistir.

Tim veriler degerlendirildiginde, hem tiiketime hazir ticari toz salep
karisimlarinda hemde saf salep oldugu bildirilen orneklerdeki % salep miktarinin
belirlenmesinde glukomannan igerigini analiz edilmesi gerektigine karar verilmistir.
Glukomannan analizinin se¢ilmesinindeki baslica 6nemli nedenler;

o Glukomannanin salep bilesiminde yer alan en yiiksek miktara sahip bilesen
olmasi,
o Tiirkiye’deki salep ornekleri arasinda glukomannan degerlerinin bolgeler arasi

istatistiksel agidan bir farklilik gostermemesi nedeni ile tilkemiz salep profiline yonelik
standart degerleri yansitmakta olmasi (0,05<p),

o Istatiksel olarak salep ile TTK maddelerinin neredeyse hepsi ile 6nemli diizeyde
farkliliklarin tespit edilmesi (p<0,05),

. % 0-10 oraninda gercek salep iceren karigim regetelerinde korelasyonun (r >
0,97) ve dogrusalligin (R? > 0,93) olmast,

o % 0-100 oraninda gergek salep igeren karisim regetelerinde korelasyonun (r >
0,99) ve dogrusalligin (R? > 0,99) olmast,

° Olusturulan karisim recetelerinden elde edilen veriler degerlendirilirken ¢izelge
4.41 ve gizelge 4.42°de yer alan diger parametrelere ait verilere kiyasla sonuglarin daha
tutarlilik gostermesi ve salep miktarinin belirlenebilmesi icin asilmasi gereken bir kritik
degerinin olmamasi,

o LC-MS/MS, IR-MS, ICP-MS, Orbitrap-MS gibi belirtilen sistemlerin oldukca
yiiksek bir yatirim maliyeti gerektirmesi ve bundan dolayr her kamu kurumuna ait
laboratuvarlarda bulunma ihtimallerinin diisiik olmasi, bunun yerine glukomannan
analizi i¢in sadece bir kit ve basit bir spektrofotometreden yararlanilmasi olarak ifade
edilmektedir.

4.6. Piyasa Izleme Calismalar:

Salep taklit ve tagsisinin belirlenmesi c¢alismalar1 kapsaminda, piyasadan
toplanan 40 farkli markaya ait tiiketime hazir ticari toz salep karisimlar1 ve 20 farkli saf
salep oldugu bildirilen 6rneklerdeki % salep miktarinin belirlenmesinde glukomannan
analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgular belirtilmis ise etiket bilgileri ile
karsilastirilmistir. Cizelge 4.43°de piyasadan temin edilen saf salep oldugu bildirilen
orneklerde tespit edilen salep miktarlart sunulmaktadr.
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Cizelge 4.43. Piyasadan temin edilen saf salep oldugu bildirilen 6rneklerde tespit edilen

salep miktar1

Ornek Kodu Salep (%) Ornek Kodu Salep (%)
PSO1 43,62 PS11 0,00
PS02 12,30 pPS12 51,95
PS03 71,33 PS13 13,60
PS04 32,34 PS14 3,96
PS05 48,29 PS15 5,95
PS06 45,39 PS16 4,36
PS07 36,87 PS17 20,48
PS08 23,21 pPS18 5,84
PS09 7,85 PS19 61,37
PS10 11,48 PS20 22.20

Cizelge 4.43’ten elde edinilen bilgiler dogrultusunda, % 100 salep olarak

piyasada satilan iriinlerin 3 tanesinin % 50 ve iizerinde salep igerdigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte saf salep diye nitelenedirilerek satilan 6rneklerin % 45’inin salep
oraninin % 15'in altinda oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde
piyasada salep tiiketicilerini veya sanayi oOlgeginde salep kullananlari yaniltmaya
yonelik taklit ve tagsis uygulamalarin oldugu, % 100 salep olarak satilan iiriiniin aslinda
saf olmadig1 igerisinde salep yerine farkli ikame edici maddelerin kondugu tespit
edilmistir. Cizelge 4.44’te piyasada satilan tiiketime hazir salep karisimlarinda tespit
edilen salep miktarlart sunulmaktadir.

Cizelge 4.44. Piyasadan temin edilen tiiketime hazir toz salep karigimlarinda tespit
edilen salep miktarlar1

Ornek  Etiketteki salep 0.y |Ornek  Etiketteki salep 0
Kodu miktar1 (%) Salep (%) |\ oqu  miktan (%)  S2eP (%)
TS01 B.E. 1,59 TS21 0,40 0,13
TS02 B.E 0,00 TS22 B.E. 0,00
TS03 B.E. 2,61 TS23 B.E. 0,00
TS04 0,30 0,00 TS24 B.E. 0,00
TS05 0,01 0,00 TS25 B.E. 0,00
TS06 1,00 3,42 TS26 6,00 4,56
TS07 0,30 0,00 TS27 B.E. 0,38
TS08 0,10 1,63 TS28 0,40 0,27
TS09 B.E 0,00 TS29 B.E. 2,15
TS10 B.E. 0,00 TS30 B.E. 27,98
TS11 0,10 3,42 TS31 B.E. 1,89
TS12 B.E. 0,00 TS32 B.E. 4,12
TS13 B.E. 0,00 TS33 B.E. 100,00
TS14 B.E. 0,00 TS34 2,00 4,59
TS15 B.E. 0,00 TS35 B.E. 0,00
TS16 0,30 0,00 TS36 1,00 2,06
TS17 6,50 1,96 TS37 1,00 2,40
TS18 B.E 0,00 TS38 B.E. 24,44
TS19 B.E 28,81 TS39 100,00 100,00
TS20 B.E 3,66 TS40 0,30 0,22

B.E.: Etikette salep miktar1 beyan edilmemistir
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Cizelge 4.44°e gore, piyasadan temin edilen 40 ornek igerisinden sadece 16
ornegin etiket bilgileri arasinda salep miktarinin belirtildigi tespit edilmistir. Buna gore,
piyasadaki bircok ticari toz salep igecek karigimi tireten firmalarin 29.12.2011 tarihli ve
28157 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tiirk Gida Kodeksi Etiketleme Yonetmeligi
geregince gida maddelerinin etiketlenmesinde uyulmasi gerekenler kurallar geregince
“net miktarinin etiket tizerinde Dbelirtilmesi zorunludur” ifadesine uymadigi
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada salep miktar1 beyan edilen 6rneklerden 7 tanesi beyan
edilen miktarda veya beyan edilen miktardan daha yiiksek salep igerigine sahip oldugu
tespit edilmistir. Net miktar1 etikette belirtilen ve belirtilmeyen ancak saf salep oldugu
ifade edilen 3 ticari 6rnekten 2’sinin % 100 saf oldugu belirlenmistir. Kalan 9 tane
ornegin ise % 100 ile % 24 arasinda hatali salep orani beyan ettikleri hesaplanmustir.
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5. SONUCLAR

Tez kapsamindaki calismalar ii¢ basamakta gerceklestirilmistir. Ilk asamada
Tiirkiye saleplerini temsil edebilecek sekilde, salebin dogal olarak bol miktarda
bulundugu bolgelerden (Kuzey Anadolu, Giineybati Anadolu, Giiney Anadolu,
Gilineydogu Anadolu ve Dogu Anadolu) yas yumrular temin edilmis ve toplanan
ornekler uygun sekilde yabanci materyalden arindirildiktan sonra sirasiyla haslama,
giineste kurutma ve 6gilitme islemine tabi tutulmustur. Es zamanl olarak, literatiirde yer
alan olas1 taklit, tagsis ve katki maddeleri (TTK) dikkate alinarak, sakizlar (guar sakiz,
arabik sakiz, kegiboynuzu sakizi, konyak sakiz ve ksantan sakiz), nisastalar (bugday
nisastasi, misir nisastasi, patates nisastasi ve pirin¢ nisastasi), ticari katkilar (seker,
yagsiz siit tozu, vanilya ve targin) ve diger taklit ve tagsis maddeleri (6gttiilmiis
makarna, galeta unu, 6giitiilmiis piring, 6giitilmis bulgur, bugday unu, salep sivi aroma
verici, salep kati aroma verici ve karboksimetil seliiloz) olmak iizere 4 grup altinda
smiflandirilmistir. TTK maddelerinin her biri, piyasada satisa sunulan en az iki farkl
tedarik¢iden temin edilmislerdir.

Ikinci asamada, olasi hileler ve yontemler dikkate alinarak cesitli metotlar ve
literatiirde yer alan analiz talimatlar1 uygun modifikasyonlar yapilarak gelistirilmis, her
analiz talimatinin ve metodun dogrulugunun belirlenmesi amaciyla validasyon
calismalar1 yapilmistir. Calismalardan elde edilen bulgulara gore; R? degerinin
elementel analiz, karbohidrat analizi, organik asit ve amino asit analizlerindeki tiim
parametreler i¢in 0,99 oldugu tespit edilmistir. Tespit sinir1 elementel analizler igin
0,01-1,73 ng/kg; karbonhidrat analizleri i¢in 58,93-94,26 mg/kg; organik asitler icin
8,50-10,24 ng/kg; amino asitler igin 4,41-7,62 mg/kg arasinda degistigi belirlenmistir.
Tayin sinirinin ise elementel analizler igin 0,03-5,77 pg/kg; karbonhidrat analizleri igin
196,33-313,91 mg/kg; organik asitler i¢in 26,97-39,29 ug/kg; amino asitler igin 14,61-
25,53 mg/kg arasinda degistigi belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik ¢calismasinda % RSD
degeri salebin taklit ve tagsisinin belirlenmesinde kullanilabilecek olan rutubet igin
6,09; kil i¢in 0,71; % 10 HCI asitte ¢éziinmeyen kiil i¢in 13,61; protein i¢in 2,95;
glukomannan i¢in 4,46; toplam nisasta i¢in 3,77; elementel analizler igin 1,74 ile 12,87
arasinda; karbonhidrat i¢in 2,35 ile 3,36 arasinda; organik asit i¢in 6,51 ile 10,55; amino
asitler i¢in 2,33 ile 4,10 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu verilere dayanarak
yontemlerin 6rneklerde beklenen konsantrasyon diizeyleri i¢in dogrusal, geri kazanim
degerleri, tespit ve tayin smurlart i¢in yeterli diizeyde ve tekrarlanabilir olduklar
belirlenerek analizlerin gergeklestirilebilmesi i¢in uygun olduklari sonucuna varilmaistir.
Valide edilmis yontemlerle salep 6rneklerinin ve TTK maddelerinin ayr1 ayri analizleri
gergeklestirilmistir.

Belirtilen analizler ¢ergevesinde Giineybati Anadolu Bélgesi’nden temin edilen
salep orneklerinin kiil, % 10 HCI’de ¢oziinmeyen kiil ve protein diizeyleri agisindan en
yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Rutubet diizeyleri agisindan en yiiksek
degerlere sahip olan ornekler Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden temin edilmistir.
Orneklerdeki indirgen seker diizeylerinin ise genis bir aralikta seyrettigi gdze ¢arparken
bu agidan da en yiiksek diizeyin Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden toplanan 6rneklerde
oldugu tespit edilmistir.
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Bununla birlikte Kuzey Anadolu Bolgesi’nden temin edilen orneklerin en
yiiksek glukomannan diizeyine sahip oldugu belirlenirken, bu bolgenin ayn1 zamanda en
diisiik nigasta diizeyine sahip ornekleri ihtiva ettigi sonucuna varilmistir. Dogu Anadolu
Bolgesi’nde ise tersi durumun s6z konusu oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla salepler
arasinda glukomannan ve nisasta icerigi agisindan negatif bir korelasyon oldugu tespit
edilmistir.

Salep orneklerindeki elementel bilesenler genel hatlar1 ile degerlendirildiginde
ise; Orneklerdeki hakim elementlerin sirasiyla demir, mangan ve ¢inko olduklari
sonucuna varilirken, en yiiksek demir oraninin Kuzey ve Dogu Anadolu Boélgelerinden
toplanan saleplerde oldugu tespit edilmistir. Ayrica en yiiksek diizeyde mangan, krom,
nikel, titanyum, baryum, molibden, vanadyum, kobalt ve galyum Kuzey Anadolu
Bolgesi saleplerinde; bakir, stronsiyum ve selenyum Giineybati Anadolu Bolgesi
saleplerinde; ¢inko Giiney Anadolu Bolgesi saleplerinde ve rubidyum Dogu Anadolu
Bolgesi saleplerinde belirlenmistir. Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinden temin
edilen salep yumrularinda sezyum diizeylerinin diger bolgelerden temin edilenlere gore
10-20 kat daha fazla sezyum igerdigi tespit edilmis olmasi ilgi ¢eken bir ayrintidir.
Benzer sekilde krom ve nikel elementleri de Kuzey Anadolu saleplerinde diger
bolgelere gore sirasiyla 2-3 kat daha yiiksek oranda belirlenmistir. Antimuan, berilyum,
talyum ve bizmut elementleri Giiney, Giineybati ve Kuzey Anadolu bélgelerinden
toplanan salep Orneklerinin hicbirinde belirlenemezken, Dogu ve Giineydogu
bolgesinden temin edilen saleplerden sadece 2-3 drnekte iz diizeyde antimuan, berilyum
ve talyum elementleri tespit edilmistir. Orneklerde tespit edilen elementlerin salebin
yetistigi topragin yapist ile iliskili olabilecegi gibi ¢evresel faktorlerin de etki
gosterebilecegi sonucuna varilmaistir.

Salep orneklerinin kalorimetrik 6l¢iimlerinde benzer spektrumlar veya degerler
tirettigi belirlenerek salebin yapisal anlamda bolgelerarasi farkliliklarinin bulunmadigi
sonucuna varimistir. Ayni durum 80/*®Q izotop oranlari i¢in de gecerli olmakla
birlikte &rneklerdeki **C/*2C, 2H/*H ve ®N/*N oranmin bolgelere gore farkliliklar arz
ettigi ortaya ¢ikmustir. Karbon izotop oranlar1 agisindan en yiiksek degerler Kuzey
Anadolu Bolgeleri’nden temin edilen salep 6rneklerinde belirlenirken, en yiiksek azot
ve hidrojen izotop oranlarinin ise sirasiyla Giineydogu Anadolu Boélgesi ve Giiney
Anadolu Bolgesi’nden elde edilen salep drneklerinde bulundugu tespit edilmistir.

Salep orneklerindeki karbonhidrat ve organik asit bilesenleri diizeylerinin genis
bir aralikta degismekte oldugu tespit edilmekle birlikte, hakim karbonhidratin sakkaroz
oldugu; hakim organik asitin ise sitrik asit oldugu belirlenmistir. En yiiksek sakkaroz
igerigine sahip bolgenin Giiney Anadolu Bolgesi; en yiiksek sitrik asit igerigine sahip
bolgenin Dogu Anadolu Bolgesi oldugu bulunmustur. Salep orneklerindeki baskin
amino asidin ise arjinin oldugu tespit edilmistir. Esansiyel amino asit bilesenleri
acisindan en zengin salep orneklerinin Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinden
temin edilen 6rnekler oldugu sonucuna varilmistir.

Salep taklit ve tagsisinde kullanilan maddelerin en uygun hale getirilen
yontemlerle yapilan analizlerinde; protein diizeylerinde farkliliklar bulunmakla birlikte,
salebin ortalama protein diizeyine yakinlik agisindan kegiboynuzu sakizi ve 6giitiilmiis
piringle benzerlikler gosterdigi tespit edilmistir. Gergeklestirilen enzimatik analiz
sonuglaria gore ise; TTK maddelerinin konyak sakiz hari¢ glukomannan diizeylerinin
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salepte tespit edilen diizeylere kiyasla ¢ok diisiik seviyelerde kaldiklar1 belirlenmistir.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede konyak sakizindaki glukomannan diizeylerinin
salepteki diizeylerle benzerlikler gosterdigi belirlenmistir. Konyak sakizin nisasta
diizeyinin ise salebe oranla diisiik seviyelerde kalmasi glukomannan—nisasta
parametrelerinin salep ile TTK maddeleri arasi ayriminda 6nemli bir belirteg¢ olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

TTK maddelerinin elementel analiz sonuglart en zengin TTK maddesinin targin
oldugunu gostermektedir. Incelenen elementlerden demir mangan, nikel, rubidyum,
vanadyum, krom, sezyum ve selenyumun tar¢inda, ¢inko ve bakirin bugday
nisastasinda; stronsiyum ve titanyumun kati salep aromasinda, molibdenin bugday
ununda ve baryum ve galyumun ise arabik sakizda en yiiksek diizeylerde oldugu tespit
edilmistir. Salep orneklerinde tespit edilen ortalama krom ve lityum elementleri
incelenen tim TTK maddelerinde tespit edilen ortalama diizeylerinden daha yiiksek
olarak bulunmustur. Bu ag¢idan krom ve lityum elementlerinin taklit ve tagsisi
belirlemede bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Buna ilave olarak,
calismalar kapsaminda salep oOrneklerinde tespit edilemeyen talyum ve bizmut
elementleri incelenen tiim konyak sakiz orneklerinde farkli diizeylerde belirlenmistir.
Bu agidan degerlendirildiginde bu elementlerin Avrupa salebi olarak adlandirilan ve
yapisal olarak iilkemiz salepleri ile biiylik benzerlikler gosteren konyak sakiz ile
ayrimda 6nemli parametreler olabilecegi sonucuna varilmistir.

TTK maddelerine uygulanan izotop oranlari analizlerine gore 3C/*2C, N/*N,
180/%*0 ve 2H/*H izotop oranlar1 dagilimlarmin oldukga genis bir aralikta seyrettigi
belirlenirken, *C/*2C oram agisindan salebin konyak sakiz, patates nisastasi, piring
nigastasi, kati ve sivi salep aromasi hari¢ olmak iizere diger TTK maddelerinden;
BN/N oranmin piring nisastasi, guar sakiz ve arabik sakiz disindaki tim TTK
maddelerinden; 0/*°0 oranlarinin ise piring nisastas1, bugday nisastas1, misir nisastast,
yagsiz siit tozu ve seker digindaki tiim TTK maddelerinden ve ?H/*H izotop oranlarinin
ise konyak sakiz, patates nisastasi, seker, tar¢in, galeta unu, 6giitiilmiis piring, bugday
unu, karboksimetil seliiloz, kat1 ve sivi salep aromasi hari¢ tiim TTK maddelerinde
tespit edilen degerlerden istatistiksel olarak farkliliklar (p < 0,05) igerdigi tespit
edilmistir. Ayrica izotop oranlarinin iki boyutlu sagilma grafiklerinde salep 6rneklerinin
ozellikle 3C/?C ve BO/®O grafiginde kendi aralarinda gruplanmakta olduklart
belirlenmistir.

Kalorimetrik Ol¢limler kapsaminda yapilan analizlerde camsi gecis sicakligi
bakimindan salep 6rnekleri ile TTK maddeleri arasinda bir farklilik tespit edilemezken,
erime sicakligi agisindan salep ile konyak sakiz, patates nisastasi, seker, yagsiz siit tozu,
vanilya, galeta ve 0giitilmiis bulgur arasinda; entalpi degerleri agisindan ise konyak
sakiz, ksantan sakiz, patates nisastasi, seker, yagsiz siit tozu, vanilya, 6giitiilmiis piring,
ogiitiilmiis bulgur, bugday unu, kati salep aromasi ve karboksimetil seliiloz arasinda
istatistiksel agidan 6nemli farklar (p < 0,05) bulundugu belirlenmistir.

Incelenen TTK maddelerinin ¢alisma kapsaminda izlenilen Kkarbonhidrat
bilesenlerinden birini veya birkagini igermedigi belirlenmis olup, bu bilesenlerin salebin
taklit ve tagsisinin belirlenebilmesinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Bunlara
ornek olarak; guar sakiz, ksantan sakiz, pring nisastasi, bugday nisastasi, misir nigastas,
s1v1 salep aromasi, kati salep aromasi ve karboksimetil seliilloz verilebilir. Ayrica yine
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diizeyler dikkate alindiginda salep 6rneklerinin yagsiz siit tozu, 6gitiilmiis makarna,
tar¢in ve seker orneklerinden farkliliklar (p < 0,05) arz ettigi belirlenmis olup, diger
TTK maddeleri ile ayrim konusunda kemometrik yontemlerden faydalanilmasi gerektigi
sonucuna varilmistir.

Sitrik asit bakimindan salep 6rnekleri ile TTK maddeleri arasinda istatistiksel
acidan bir fark olmadigi belirlenmis; malik asit ve fumarik asit agisindan TTK
maddelerinden kegiboynuzu sakizi, konyak sakiz, galeta unu ve bugday unun degerinin
salep Orneklerinden elde edilen degerlerden sirasiyla yaklasik 15 kat1 ve 3 kat1 yiiksek
oldugu ve bu maddelerin belirlenmesinde belirleyici unsur olabilecegi diisiiniilmektedir.
Tartarik asit agisindan salep ile biitiin sakiz ¢esitleri (guar sakiz, arabik sakiz,
kegiboynuzu sakizi, konyak sakiz ve ksantam sakiz) arasinda farkliliklar (p < 0,05) arz
ettigi dikkat ¢ekmektedir. Ayrica, saleble yapisal benzerlikler igeren ve Avrupa salebi
olarak yurtdigindan ucuz bir sekilde getirilerek gercek salep yerine satilan konyak sakiz
ile salep arasinda tartarik asit yoniinden farkliliklar (p < 0,05) bulunmasi dikkat
¢cekmektedir.  Gergeklestirilen analizlerde konyak sakizin  yiiksek diizeyde
(1619,47+2412,03 mg/kg) tartarik asit igermesi ve buna karsilik incelenen salep
orneklerinde en fazla 60,28 mg/kg diizeyinde tartarik asit bulunmasi Avrupa salebi
olarak bilinen konyak sakiz ile iilkemiz salepleri arasinda belirleyici bir unsur
olabilecegi sonucuna varilmistir.

TTK maddelerinde belirlenen amino asit diizeylerine gore ise; salebin lizin
acisindan tim TTK maddeleri ile, glutamik asit agisindan piring nisastasi harici tiim
TTK maddeleri ile, arjinin ve histidin agisindan karboksimetil seliiloz harici tim TTK
maddeleri ile, serin agisindan bugday nisastas1 ve sivi salep aromasi harici tim TTK
maddeleri ile, prolin agisindan guar sakiz, kegiboynuzu sakizi ve karboksimetil seliiloz
harici tim TTK maddeleri ile, valin agisindan ke¢iboynuzu sakizi, konyak sakiz, piring
nisastast ve Ogiitiilmiis piring harici tiim TTK maddeleri ile, metiyonin ag¢isindan
konyak sakiz, 6giitiilmiis makarna ve ogiitiilmiis bulgur harici tim TTK maddeleri ile,
tirozin agisindan guar sakiz, Ogiitiilmiis piring ve konyak sakiz harici tim TTK
maddeleri ile, 16sin+izolosin agisindan ksantan sakiz ve karboksimetil seliiloz harici tim
TTK maddeleri ile ve fenilalanin agisindan ise karboksimetil seliiloz harici tim TTK
maddeleri ile istatistiksel anlamda farkliliklar (p < 0,05) igerdigi sonucuna varilmistir.

Taklit ve tagsis tespitine yonelik en uygun kemometrik ve aletsel metot
kombinasyonlarinin belirlenmesi ¢aligmalarinda yonlendirmeli ve yodnlendirmesiz
simiflandirma galismalar1 gergeklestirilmistir. Kemometrik ¢ok degiskenli siniflama ve
kiimeleme analizleri ¢aligmalarindan elde edilen sonucglara gore, analiz sonuglart PCA
analizi ile 2 boyuta yansitildiginda verideki tiim varyansin olduk¢a kiiclik bir
boliimiiniin agiklanmasina karsin, salep ve TTK maddelerinin 6zellikle PC1 ekseninde
ayristig1 goriilmektedir. Ayrica lokasyonlar arasinda da goriilen kiimelenme, bilinmeyen
orneklerin analizleri bu diizleme yansitildiginda (eger saf salep ise) hangi sehirden
oldugu hakkinda bilgi saglayabilecegi tespit edilmistir. Calismanin asil amaglarindan
olan TTK maddeleri ve saf salep drneklerinin siniflandiriimast PLS-DA ile model seti
icin % 100 ve model basarisin1 yansitan validasyon seti i¢in % 89 dogruluk oraniyla
gerceklestirilmistir.

Salep ile TTK maddelerini ayrimi igin yapilan tiim analizler birlikte
degerlendirildiginde ozellikle amino asit analizlerindeki glutamik asit miktarinin,
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elementel analizlerden ¢inko ve bakirin, organik asitlerden malik ve fumarik asidin ve
enzimatik analizlerden ise glukomannan diizeylerinin diger analizlere gore oldukca
baskin sekilde smiflandirmada etkilerinin oldugu belirlenmistir. Analizlerden elde
edilen verilere kemometrik yontemler uygulanarak salep taklit ve tagsisinin
belirlenmesinde 6nemli olan analitik parametreler tespit edilmistir.

Bundan sonraki gergeklesen calismalarda ticari olarak piyasada satilan salep
icecek tozu karisimlarindaki salep miktarinin belirlenmesi amaciyla karisim receteleri
hazirlanmstir. ilk etapta Prof. Dr. Ekrem SEZIK tarafindan bildirilen, iilkemizde satisa
sunulan ticari salep igecek tozu igeren karisgimlarin bilesim orant goz Oniinde
bulundurularak farkli oranlarda gercek salep igeren 40 farkli recete olusturulmustur.
Elde edilen receteler % 0-10 ve % 0-100 salep oranlari olmak {iizere iki grupta
smiflandirilarak salep ile TTK maddeleri arasindaki ayrimda istatiksel ve kemometrik
olarak onemli bulunan yontemlerle analiz edilmistir. Elde edilen analitik bulgular,
karisimdaki gercek salep miktari ile iliskilendirilerek ilave edilen salep ile analitik
parametre arasindaki dogrusallik incelenmistir.

Bu kapsamda gergeklestirilen ¢alismalarda, % 0-10 araliginda gergek salep
iceren recetelerde ise enzimatik analiz parametrelerinden glukomannan ve toplam
nigastanin, organik asit bilesenlerinden malik asitin ve aminoasit bilesenlerinden ise
fenilalanin, lizin, arjinin, 16sin + izoldsin, ve histidin parametrelerine ait degerlerin
karisimdaki gergek salep orani ile yiiksek diizeyde dogrusal (R? > 0,90) ve korelatif (r >
0,90) oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, enzimatik analiz parametrelerinden
glukomannan ve toplam nisastanin, elementel bilesenlerden bakir ve demir; izotop
bilesenlerinden *C/*2C oraninin, organik asit bilesenlerinden malik asitin ve aminoasit
bilesenlerinden valin, 16sin + izol6sin, arjinin, lizin, fenilalanin, tirozin, treonin, prolin,
glutamik asit, histidin, aspartik asit ve metiyonin % 0-100 oranlarindaki salep miktari
ile onemli diizeyde dogrusal (R?> > 0,90) ve korelatif (r > 0,90) sonuglar iirettigi
belirlenmistir. Elde edilen tiim bulgular degerlendirildiginde; glukomannan hem
tilketime hazir toz formdaki salep karigimlarinda, hemde saf salep olarak tiiketime
sunulan Uriinlerde salebin  taklit tagsisin tanimlanmasinda kullanilabilecegi
belirlenmistir.

Uciincii ve son asamada, piyasada satilan saleplerden drnekler alinarak, segilen
yontemle analizleri yapilmistir. Onerilen yontemler kullamlarak gerceklestirilen piyasa
izleme ¢aligmalarinda 40 farkli markaya ait salep toz igecek drnegi ile gercek salep adi
altinda satisa sunulan 20 farkli iiriindeki salep oranlar1 incelenmistir. Saf salep oldugu
belirtilen orneklerde yapilan caligmada, 6rneklerin 3 tanesinin % 50 ve iizerinde salep
icerdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte saf salep diye nitelendirilerek satilan
orneklerin % 45’inin salep oranmin % 15'in altinda oldugu belirlenmistir. Ticari
tilketime hazir toz salep 6rneklerinde yapilan ¢alismalarda; 6rneklerin sadece % 40’nin
etiketinde salep miktariin net beyaninin bulundugu gézlenmis olup, net beyan edilen
orneklerden 7 tanesinin beyan edilen miktarda veya beyan edilenden daha yiiksek
miktarda salep icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Piyasa arastirmasindan elde
edilen veriler dogrultusunda, saf salep adi altinda ticaret yapan iireticilerin birgogunun
yanlis beyan vererek salep tiiketicilerini veya sanayi Olg¢eginde salep kullananlari
yaniltilmaya yonelik taklit ve tagsis uygulamalar1 yaptigi ifade edilebilmektedir. Ayni
zamanda yonetmelik geregince salep miktarinin her tiirlii salep iiriiniiniin etiketinde net
olarak belirtilmesi gerekliligi kurallinin ¢ignendigi tespit edilmistir.
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7. EKLER

EK-1. Bu calismada kullanilan katki maddesi, taklit ve tagsis ornekleri ve kullanilan
markalar

Isim Marka

Guar sakiz Tito

Guar sakiz Alfasol

Guar sakiz Havancizade
Arabik sakizi Tito

Arabik sakizi Alfasol
Ke¢iboynuzu sakizi Tito
Kegiboynuzu sakizi Alfasol
Keciboynuzu sakizi Benoset Lbg Al
Keciboynuzu unu (6zii) Havancizade
Konjak sakiz Zen

Konjak sakiz Konjacfoods
Glukomannan tozu Herbal Island
Bugday nisastasi Sinangil
Bugday nisastasi Dr. OETKER
Bugday nigastas1 Giines

Misir nisastasi Bizim Mutfak
Misir nisastasi Alfasol

Misir nisastasi Dr. OETKER
Patates nisastasi Tito

Patates nisastasi Alfasol
Patates nisastasi Giines

Piring nisastasi Tito

Piring nisastast Alfasol

Seker Dogus

Seker Pakmaya
Seker Kiibi

Yagsiz siit tozu Pinar

Yagsiz siit tozu Alfasol

Yagsiz siit tozu Dr. GUSTO
Vanilya Dkt Vanillin
Vanilya Arifoglu
Vanilya Rough Diamond
Targ¢in Antik

Targ¢in Alfasol

Targin Kiibi
Ogiitiilmiis makarna Selva
Ogiitiilmiis makarna Piyale (Spaghetti)
Ogiitiilmiis makarna Nuhun Ankara
Galeta unu Bagdat

Galeta unu Akman
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Ek 1’in devami

Isim Marka
Galeta unu Piyale
Ogiitiilmiis piring Tito
Ogiitiilmiis piring Pakmaya
Ogiitiilmiis piring Bizden
Ogiitiilmiis bulgur Duru
Ogiitiilmiis bulgur Dogalsan
Ogiitiilmiis bulgur Anadolu Mutfagi
Bugday unu Selva
Bugday unu Tito

Bugday unu Ova

Ksantan sakiz Tito

Ksantan sakiz Alfasol
Ksantan sakiz Havancizade
Salep Sivi Aroma Verici Aromedrops
Salep S1vi Aroma Verici Aromani
Salep S1vi Aroma VeriCi Tito

Salep Toz Aroma Verici Aromedrops
Salep Toz Aroma Verici Tito

138



6€T

EKLER

A. K. BILGIN

EK-2. Calisma kapsaminda incelenen parametreler bakimindan salep drneklerinde tespit edilen en diisiik, en yiiksek ve ortalama degerler

Protein Rutubet Kiil % 10 HCI'de Coziinmeyen Kiil ~indirgen Seker = Glukomannan Toplam Nisasta
(%) (%) (%) (%) (mg/kg) (gr/100gr) (gr/100gr)
En az-en ¢ok 1,97-12,71 5,63 - 10,85 1,36 - 4,30 0,03-0,93 160,50 - 66297,50 2,04 - 47,03 15,42 - 74,34
Ortalama 6,32 7,67 2,13 0,41 6536,57 13,88 42,97
Demir Cinko Mangan Bakir Stronsiyum Krom Nikel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
En az-en ¢ok 57,05 - 417,58 4,76 - 56,82 5,12 - 52,40 3,56 - 15,71 6,67 - 27,83 0,60 - 35,59 0,22 - 23,95
Ortalama 158,74 1559 17,49 6,71 13,65 7,25 5,30
Titanyum Rubidyum Baryum Molibden Vanadyum Kobalt Lityum
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
En az-en ¢ok 4,10-24,12 0,63 - 44,25 0,70 - 15,86 0,03-1,22 0,04-1,31 0,05 - 0,66 0,09-0,70
Ortalama 10,32 5,45 4,29 0,31 0,34 0,19 0,23
Galyum Selenyum Sezyum Antimon Berilyum Talyum Bizmut
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
En az-en ¢ok 0,02 - 0,68 0,00-0,31 0,00-2,18 0,00 - 29,04 0,00-7,48 0,00 -52,81 0,00-1,41
Ortalama 0,16 0,09 0,16 0,94 0,13 0,98 0,03
Bcr2c BN/N 180/%0 HPH Erime AH Tg
(%0) (%0) (%0) (%0) Q) (i19) Q)
En az-en ¢ok  (-29,76) - (-26,61)  (-9,25) - (6,66) 28,09 - 37,31 (-144,86) - (-84,20) 124,77 - 178,97 109,99 - 268,57 34,97 - 125,48
Ortalama (-27,97) 1,46 32,10 (-123,26) 128,69 157,10 60,27
Sakkaroz Glikoz Fruktoz Tartarik asit Malik asit Fumarik asit Sitrik asit
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
En az-en ¢ok 658,00 - 35894,50 0,00 - 27288,00 0,00 - 43609,00 0,00 - 60,28 0,00 - 2885,52 0,00 - 2777,71 0,00 - 17361,35
Ortalama 6820,10 2726,36 3810,55 6,38 103,65 92,67 907,63
Treonin Lizin Arjinin Histidin Aspartik asit Sistein Glutamik asit
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
En az-en ¢ok 0,00 - 283,01 0,00 - 1275,05 0,00 - 7169,55 0,00 - 560,55 0,00 - 400,88 0,00 - 38,87 0,00 - 762,36
Ortalama 93,22 434,28 2483,03 125,54 107,57 1,51 258,61
Serin Prolin Valin Metiyonin Tirozin Losin+izolésin Fenilalanin
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
En az-en ¢ok 0,00 - 689,64 0,00-771,28 0,00 - 1532,02 0,00 - 143,01 0,00 - 1066,56 0,00 - 821,97 0,00 - 2826,79
Ortalama 248,90 83,79 195,24 20,38 348,04 122,44 327,49

<LOD olan degerlerde sifir “0,00” olarak gosterilmistir.
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