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oz

Fenilketoniiri (FKU) hastaliginin tedavisinde, fenilalanince kisitlt diyet tedavinin temelini olusturmaktadur.
Bu nedenle; FKU hastalarinin diyetlerinde énemli bir ¢esitlilik olusturmak icin bugday unundan fenilalanin
icerigi azaltilmis yeni bir un (FAUN) hazirlanmast amaglanmistir. Bu amagla, unda bulunan proteinler 7 vitro
olarak hidroliz edilmis ve amino asitlerin serbestlesmesi saglanmustir. Serbestlesebilen bu amino asitlerin
icerisindeki fenilalaninin miktarini azaltmak i¢in ise, hidrolizata fenilalanin amonyum liyaz (FAL) enzimi
iceren musir filizi ekstrakti uygulanmis ve sonrasinda elde edilen irtin kurutularak tekrar un haline getirilmistir.
Arastirma sonucunda, 7z vitro hidroliz ile unun serbest fenilalanin iceriginin yaklasik 15 kat arttugt ve 6.09
pwmol/sa.g FAL enzim aktivitesine sahip musir filizi ekstraktt uygulamasinin da unun serbest fenilalanin
icerigini yaklasik %50 oraminda azalttig1 tespit edilmigtir. Ayrica FAUN ile tretilen biskiivilerin, duyusal
Ozellikleri 9 puanlik hedonik skalaya gbre yapilan degerlendirmede 4.5 ve daha yliksek puanlart aldigi tespit
edilmistir.

Anahtar kelimeler: Fenilketoniiri, fenilalanin, fenilalanin amonyum liyaz

DEVELOPMENT OF A NEW OF FLOUR WITH REDUCED
PHENYLALANINE CONTENT FOR PHENYLKETONURIA PATIENTS

ABSTRACT

Phenylalanine-restricted diet is the basis of treatment for phenylketonuria (PKU). Therefore; it was
aimed to prepare new flour with reduced phenylalanine (FRP) content from wheat flour in order to
create a significant diversity in PKU patients’ diet. For this purpose, proteins in flour were hydrolyzed
by in vitro and amino acids were released. In order to reduce the amount of phenylalanine in these
free-amino acids, corn seedling extracts containing phenylalanine ammonium lyase (PAL) was applied
to hydrolysate, the resulting product was dried and obtained again flour. As a result of the research,
it was determined that free phenylalanine content of flour was increased about 15-fold by zx vitro and
application of corn seedling extract with PAL enzyme activity of 6.09 umol/h.g reduced about 50%
of free phenylalanine content of flour. It was also determined that biscuits produced with FRP had
sensorial scores of 4.5 or higher, based on the hedonic scale of 9 points.
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GIRIS
Fenilketontri (FKU) hastaligi, hepatik bir enzim
olan fenilalanin hidroksilaz (FAH, EC 1.14.16.1)
enziminin ve/veya bu enzimin kofaktori olan
tetrahidrobiyopterin (6R-L-eritro-5,6,7,8-
tetrahidrobiyopterin, BHs) maddesinin eksik veya
yetersiz olmasindan kaynaklanan otozomal resesif
gecisli bir protein metabolizma bozuklugu
hastaligidir  (Cleary, 2014; Pinto vd., 2017;
Ramirez vd., 2017; Vieira Neto vd., 2018).

Gudalarla birlikte alinan ve esansiyel bir amino asit
olan fenilalanin (Vieira Neto vd., 2018), saglhkli
biteylerde FAH  enzimi tarafindan  geri
doéntistimsiiz olarak tirozine donustirilmektedir.
Ancak FKU hastaligina  sahip bireylerde;
fenilalanin, FAH  enzimi ve/veya BH4
kofaktérinin yoklugu veya cksikligi nedeniyle
tirozine donistirilemeyerek kan gibi viicut
stvilarinda ve beyin dokusunda birikmektedir
(Ozer vd., 2008; Banta-Wright vd., 2015; Ustiiner
Top ve Kigik Alemdar, 2015). Biriken bu
fenilalanin; idrar ve terin kiif gibi k6ti kokmasina,
yiriimede ve oturmada zorluklara, gelisim ve zeka
geriligine, agresif ve otistik davranslara,
hiperaktiviteye, dikkat eksikligine, havale, kusma
ve dermatolojik rahatsizliklara neden olmaktadir.
Ayrica, bu bireylerde melanin sentezinin azalmast
nedeniyle cilt, sa¢c ve gozlerde ebeveynlere gére
daha acik renk olugsmaktadir (Koksal ve G6kmen
Ozel, 2012; Liemburg vd., 2015; Ramirez vd.,
2017; Kose vd., 2018).

FKU hastahginda fenilalanince kisith diyet
tedavinin temelini olusturmaktadir (Strisciuglio ve
Concolino, 2014; Ho wvd.,, 2016). Bu diyet
tedavisinde temel amag, kan fenilalanin degerini
kontrol ederek hastalarin normal bir yasam
strdiirmesini saglamaktir (Vieira Neto vd., 2018;
Kose wvd.,, 2018). Bu nedenle hastalarin
diyetlerinde titketebilecekleri gidalar
siniflandirilmistir. Bu siniflandirmaya gore; et, siit,
balik, yumurta, tahillar ve bunlarin triinleri gibi
protein icerigi yiksek olan gidalar ve aspartam
iceren urtinler tiketilmesi yasak olan gidalardir
(Rohr, 2015; Babaoglu-Aydas vd., 2016; Evans
vd.,, 2018). Meyve, sebze gibi disik protein
igerigine sahip olan gidalar tiiketilmesi sinirlt
serbest ve nisasta, bitkisel sivi yag gibi protein

icermeyen gidalar ise tiiketimi serbest olan
gidalardir (Goldar vd., 2016). FKU hastalari,
fenilalaninin metabolize edilmesi sonucu olusan
tirozinden de yoksun kaldigi icin bu hastalarda
tirozin  esansiyel amino asit konumuna
gecmektedir (MacDonald vd., 2011; Karadeniz,
2013; Ney wvd., 2016). Bu nedenle diyet
tedavisinde fenilalanin icermeyen veya fenilalanin
icerigi azaltilmis tirozince zenginlestirilmis amino
asit karisimlart ve digiik proteinli triinler de
kullanilmaktadir (Strisciuglio ve Concolino, 2014;
Liemburg vd., 2015; Bannick vd., 2015; Crujeiras
vd., 2015).

Fenilalanince kisithh diyet basarii bir tedavi
yontemi olmasina ragmen hastalarin bu diyeti
yasam boyu slrdirmesi zor olmaktadir. Bu
nedenle; yiksek molekil agirliklt nétr amino asit
(large neutral amino acid, LNAA) destegi,
glikomakropeptit (GMP) protein ikamesi ve
proteince zengin gidalarin  hidrolizi ile elde
edilebilen fenilalanin icerigi azaltlmis gidalarin
tretimi gibi bu hastalarin beslenmesine yonelik
yontemler ve gen, sapropterin dihidroklorid,
enzim ikame ve oral enzim tedavisi gibi hastaligin
yeni tedavi yontemleri tizerinde gesitli arastirmalar
yaptmaktadir (Pimentel vd., 2014; Pinto vd.,
2017). FKU hastalart icin enzim ikame ve oral
enzim tedavisi calismalarinda  bitkisel ve
mikrobiyal kaynakli bir enzim olan fenilalanin
amonyum liyaz (FAL, EC 4.3.1.24) enzimi
kullanilmaktadir (Sirin vd., 2016; Barron vd.,
2017). Molekiler agirhigt 77-83 kDa arasinda alt
birimleri ile bitlikte tetramerik halde bulunan FAL
enzimi (Goldson vd., 2008), FAH enzimi gibi
fenilalanini metabolize etmekte, ancak otokatalitik
olmast nedeniyle kofaktére ihtiya¢c duymadan
fenilalanini  trans-sinamik asite ve Onemsiz
miktarda amonyaga dénutstiirmektedir (Sarkissian
ve Gamez, 2005; Mclnnis vd., 2009; Babaoglu-
Aydas vd., 2013; Ramirez vd., 2017).

Gudalarin fenilalanin iceriginin azaltilmasi ile ilgili
olarak yapilan bir ¢alismada bugday unu, Bacilius
licheniformis ve ananas kabuklarindan elde edilen
enzim ekstraktlart ve pankreatin enzimleriyle
protein hidrolizi gerceklestirilmis ve elde edilen
hidrolizat aktif karbondan gecirildikten sonra
fenilalanin iceriginin %066.28 oraninda azaldig

813



814

O. Kilig Buytikkurt, A.N. Durak, M. Erbas

tespit edilmistir (Carreira vd., 2008). Yapilan bir
baska calismada ise disiik fenilalaninli tost ekmegi
tretmek amaciyla; bugday unu proteinlerinden ve
fenilalanince zengin olan gliadin fraksiyonu, susuz
alkol c¢oOzeltisi  kullanilarak ekstrakte edilerek
dustik fenilalaninli bugday unu udretilmistir. Bu
undan Uretilen ekmegin fenilalanin igeriginin
kontrol ~ Ornegine gbére  %43.2  azaluldig
belirtilmistir (Mohsen vd., 2010). Bunun yant sira
bazi tahil filizlerinin FKU hastalarina oral olarak
verilmesi gibi c¢aligmalar da mevcuttur. FAL
enzimini, FKU hastalarina oral yolla vermek
amaciyla yapilan bir calismada; bir ¢esit Japon
musiri (Zea mays L. cv. japonica) ¢imlendirilmis ve
elde edilen musir filizi  koklerinin  enzim
aktivitesinin 9 pmol/sa.g taze agithk gibi yuksek
bir degere sahip oldugu tespit edilmistir (Lopez-
Villalobos vd., 2014).

FKU hastalart diyetlerinde protein icerigi yiksek
temel ve tam gida kaynaklarini titketememekte-
dirler. Bu hastalara yonelik olarak hazirlanmis
gidalar genellikle belitli ve sinirli sayida besin
bilesenlerinin ~ karistimlart  seklindedir.  Bu
bakimdan FKU hastalari, beslenmelerinde temel
ve tam gidalarin tanimlanmis ve tanimlanmamis
olan Dbir¢cok besin maddesinden mahrum
kalmaktadir.

Yukarida bahsedilen nedenletle, bu aragtirmada;
FKU hastalarinin diyetlerinde 6nemli bir alternatif
ve cesitlilik olusturmast ve hastalarin  yasam
kalitelerini  yikseltebilmesi icin bu hastalara
yonelik olarak tam bir gida kaynagi olan bugday
unundan fenilalanin igerigi azaltilmis yeni bir un
hazirlanmast amaglanmigtir. Bu amagcla; unda
bulunan proteinler, sindirim enzimleri ile in vitro
olarak hidroliz edilmis ve olabildigince amino
asitlerin serbestlesmesi saglanmustir.
Serbestlesebilen bu amino asitler icetisinde
fenilalanin amino asidinin miktarint azaltmak icin
ise hidrolizata FAL enzimi iceren musir filizi
ekstrakti uygulanmis ve sonrasinda elde edilen
triin kurutularak tekrar un haline getirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Arastirmada, protein ve kil icerikleri sirastyla
%10.5 ve %0.8 olan Turk Gida Kodeksi Bugday

Unu Tebligi’ne uygun bugday unu ve Zea mays
spp. musit kullamilmustir. Ayrica, pepsin (2500
U/mg protein), tripsin (15 U/ml), kimotripsin (40
U/mg protein), karboksipeptidaz (70 U/mg
protein) ve proteaz (500 U/g) sindirim enzimleri
ile kimyasal maddeler niteliklerine uygun olarak
analitik ve kromatografik saflikta Sigma-Aldrich
(Co. LLC., ABD) firmasindan temin edilerek
kullanilmistir.

Yoéntem

Musir  filizlerinden FAL
ekstraktin elde edilmesi
Bu arastirmada; gida olarak tiiketilebilir, kolay
bulunabilir ve yiksek enzim aktivitesine sahip
olmast nedenleriyle FAL enzim kaynag olarak
mustr tahilt kullantlmustir. Saf su igerisinde bir gece
boyunca bekletilen misir taneleri  (Lopez-
Villalobos vd., 2014), pH degeri yaklagik 6 olan
cok amaglt bitki topragina yerlestirilerek oda
sicakliginda ve dogal stk altnda plastik saksi
icerisinde ¢imlendirilmeye brrakilmistir.  Misir
taneleti cimlenme ortamina yetlestirildikten sonra
(0. glin) tanelerin tamaminin filizlenmeye bagladig:
4. ginden itibaren 8. gine kadar her giin FAL
enzim aktivite analizi, modifiye edilmis olan
Goldson  vd., (2008) yontemine  gore
gerceklestirilmistir. Buna gére; ¢imlenmenin 7.
giniinde FAL enzim aktivitesinin en yiiksek
oldugu tespit edilmistir ve dretimde kullanilan
mustr filizleri ¢imlenmenin 7. giiniinde hasat
edilerek kullanilmigtir.

enzimi igeren

Hasat edilen musir filizleri lizerine; filiz: su orani
1:5 (w/w) olacak sekilde soguk (+4°C) su ilave
edildikten ve havanda iyi bir sekilde ezildikten
sonra karisim 1500xg'de 5 dk santrifiij edilmistir.
Elde edilen stpernatant 1500xgde 5 dk tekrar
santrifilj  edilmigtir.  Santrifij ~ sonrasinda,
stipernatant alinarak molekiler ayirma sinir1
(MWCO) 6-8 kDa olan diyaliz tiiplerine aktardmis
ve +4°C’de bir gece boyunca diyaliz edilerek
distiik molekil agirlikli maddelerden arindirilarak
FAL enzimince konsantre bir ekstrakt olarak elde
edilmistir (Babaoglu-Aydas vd., 2016).

In vitro sindirim
Bugday ununda bulunan proteinlerin 7z vitro
sindiriminde, Picariello vd., (2015), Gianfrani vd.,
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(2015) ve COST-INFOGEST calisma grubu
(Minekus vd., 2014) metotlar1 yalnizca 7 vitro
protein  sindirimi  i¢cin modifiye  edilerek
kullantlmustir. [z vitro protein sindirimi icin
oncelikle bugday ununun kurumadde icerigi,
simtle mide stvist (SMS, 0.15 M NaCl) ile yaklasik
%8¢ ayarlanmis ve gida giivenliginin saglanmast
amactyla  75°C’de 5 dk  pastOrize edilerek
sogutulmustur. Sogutulan sulu gida materyalinin
pH degeri, 1 M HCl ile 2.5’¢ ayarlanmis ve enzim:
protein orant 1:50 (w/w) olacak sekilde pepsin
enzimi ilave edilerek 500 rpm hizda 1 dk boyunca
homojenize olmasi i¢in karistirlmistir. Bu sekilde
hazirlanan homojenizat midedeki hidrolizi simiile
etmek icin 50 rpm hizda, 37°C sicaklikta ve pH
degeri 2.5’te sabit tutularak 3 saat siireyle sindirim
islemi gerceklestirilmistir.

Mide sindirimi gerceklestirilen homojenizatin ince
bagirsak sindirimi iki asamada ger¢eklestirilmistir.
Oncelikle homojenizatin pH degeri, 1 M NaOH
cozeltisi ile 7’ye ayarlanmis ve lizerine enzim:
protein oranlari sirastyla 1:100 (v/w), 1:100 (w/w)
ve 1:250 (v/w) olacak sekilde tripsin, kimotripsin
ve karboksipeptidaz enzimleri eklenerek 500 rpm
hizda 1 dk boyunca karstirilmistir. Bu sekilde
hazirlanan homojenizat 50 rpm hizda, 37°C
sicaklikta ve pH degeri 7’de sabit tutularak 2 saat
streyle sindirim islemi gerceklestirilerek ince
bagirsak sindiriminin ilk agsamasi gerceklestirilmis-
tir. Ince bagirsak sindiriminin ikinci agsamasinda
ise ince bagirsak mikrovilluslarina  tutunmus
olarak gdrev yapan enzimlerin (brush wall
enzyme)  hidrolizini  simiile  etmek  ve
homojenizatta kalan dipeptit, tripeptit gibi kiiciik
peptitleri de amino asitlere hidroliz etmek icin
ayni sicaklik ve pH degerinde enzim: protein orant
1:50 (v/w) olacak sekilde proteaz enzimi ilave
edilmistir. Bu homojenizat tekrar 50 rpm hizda,
37°C sicaklikta, pH degeri 7°de 2 saat daha

sindirime tabi tutulmustur. Boylelikle ince
bagirsak  sindiriminin  ikinci  asamasi  da
tamamlanarak 7z  wifro  protein  sindirimi

tamamlanmustir. Iz vitro sindirim sonrast sindirim
enzimlerinin proteolitik aktivitelerinin
durdurulmast amactyla homojenizat 75°C’de 30
dk 1s1l isleme tabi tutulmus ve ardindan FAL
enzim uygulamasi gerceklestirilmistir.

FAL enzimi igeren musir filizi ekstraktin

uygulamasi

FAL enzim uygulamasi, 7 vitro sindirim sonrast
serbest  fenilalanin  icerigini azaltmak icin
gerceklestirilmistir. In vitro sinditimi

gerceklestirilen homojenizattn pH  degeri ve
sticakhigl, FAL enziminin optimum ¢alisgma
kosullar1 olan strastyla 8.5 ve 30°C’ye ayatlanarak
homojenizat tizerine 7 vitro sindirimde kullanilan
un miktartnin %10°u kadar musir filizinden elde
edilmis olan FAL enzimi iceren ekstrakt
eklenmistir. Homojenizatn  pH ve sicaklik
degerleri sabit tutularak 50 rpm hizda 4 saat
boyunca inkiibe edilerek 2 vitro sindirim stirecinde
serbestlesen  fenilalanin ~ amino  asitlerinin
azaltilmast amaclanmustir (Sarkissian ve Gamez,
2005; Goldson vd., 2008; Lam vd., 2008).

Kurutma

In vitro sindirim ve musir filizi ekstraktt FAL enzim
uygulamasinin ardindan elde edilen homojenizat,
65°C’de 2 saat slreyle rotary evaporatbrde
(Laborota 4000, Heidolph, Almanya) konsantre
edilmis, daha sonra vakum kurutucuda (VO200,
Memmert, Almanya) 65°C’de, 20 mbar vakum
altinda 2.5 saat boyunca nem icerigi %14 ve su
aktivitesi 0.65 degerinin altina dustinceye kadar
kurutulmustur. Kurutulan 6rnek, bir 6gttiiciide
(GM-7230 Degirmen, 220-240V AC, 50 Hz, 180
W, Goldmaster, Tirkiye) boyut kiigiiltme
islemine tabi tutularak fenilalanin icerigi azaltilmis
un (FAUN) haline getirilmistir.

Musir filizi FAL enzim aktivite analizi

Musir filizi FAL enzim aktivite analizi, modifiye
Goldson vd., (2008)’e gore gerceklestirilmistir.
Oncelikle; filiz 6rnekleri, 50 mmol/L Tris-HCl
(pH 8.8), 1 mmol/L etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA), 10 mmol/L 2-merkaptoetanol ve 25
g/L polivinilpolipirolidondan olusan ekstraksiyon
tamponu ile filiz: ekstraksiyon tampon orant 1:10
(w/v) olacak sekilde havanda homojenize
edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 4°C’de 1
saat diflizyon icin bekletildikten sonra 23500xg’de
15 dk santrifiij edilmigtir. Elde edilen
stpernatanttaki tuzlart gidermek icin ekstrakt tuz
giderici kolondan (ZebaTM Spin Desalting 7K
MWCO, Thermo  Scientific, IL, USA)
gecirilmistir. Kolondan gecirilen ekstraktin 100
uL’sine, 100 mmol/L Tris-HCI'den (pH 8.8)
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olusan reaksiyon tamponundan 500 pL
eklenmistir. Uzerine 40 mmol/L L-fenilalanin ve
100 mmol/L Tris-HCPden (pH 8.8) olusan
substrattan 200 pL eklenerek 37°C’de 15 dk
inkiibe edilmigtir. Reaksiyonu durdurmak igin,
250 g/L trikloraasetikasitten (TCA) 200 uL
eklenmis ve 13000xg'de 15 dk santriflyj edilmistir.

Son olarak bu ekstraktlarin spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japonya) 290 nm
dalga boyunda absorbans degerleri kontrol 6rnege
karst okunmustur. FAL enzim aktivitesi, FAL
enziminin fenilalanini donistirmesiyle olusan
trans-sinamik asit miktar1 tzerinden Sekil 1°de
verilen kalibrasyon egrisi ile hesaplanmustir.

1
.-“’
w 808 | e
EE e PR ,
22 | e R==09927
== 04 . 1
-1, ! e
0,2 .
0
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (JUM)
Concentration (LM)

Sekil 1. Trans-sinamik asit kalibrasyon egrisi
Figure 1. Trans-cinamic acid calibration curve

Bugday ununda toplam amino asit analizi
FAUN dretiminde kullandan bugday ununun
toplam amino asit analizi Aykin-Dinger vd.,
(2017) yontemine gore gerceklestirilmis ve analiz
sonuclart kurumadde tzerinden verilmistir.

Serbest fenilalanin analizi

In  wvitro protein sindirimi ve FAL enzimi
uygulamast siirecinde alinan 6rneklerde serbest
fenilalanin icerigi analizi Kivrak vd., (2014)
yontemine  gére  LC-MS/MS  sisteminde
yapilmustir.

Diger kimyasal analizler

Bugday unu ve FAUN 6&rneklerinin; su tutma
kapasitesi analizi AACC (2011) 56-20.01 standart
metoda gore, suda ¢ézlntrlik ve su absorpsiyon
indeks analizleri Shi vd., (2016)’ya gore,
kurumadde analizi Elgiin vd., (2002)’ye gbre, pH
ve titrasyon asitligi analizi AACC (2011) 02-52 ve
AACC (2011) 02-31.01 standart metotlarina gére,
toplam protein analizi AACC (2011) 46-12
standart metoda gbre ve enzime direngli nisasta
(EDN) analizi AACC (2011) 32-40 standart
metoda gore direncli nisasta enzim kiti (KRSTAR,

Megazyme Int. Wicklow, Irlanda) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Su aktivitesi analizi ise, su
aktivitesi tayin cihazi (Aqua Lab 4TE, USA)
kullanilarak yapilmustir.

Fiziksel analizler

Bugday unu ve FAUN 6rneklerinin renk degerleri,
renk 6lcim cithazinin (Minolta CR 400, Konica
Minolta, Japonya) Olciim kabina alnan un
orneklerinin -~ 3 farkllt noktasindan  6l¢lim
yapilmasiyla L* a* ve b* degerleri olarak
belirlenmistir (Protonotariou vd., 2014). Yigin
yogunlugu analizi ise Adeleke ve Odedeji (2010)’a
gore gerceklestirilmistir.

Duyusal analiz

FAUN Orneklerinin - duyusal  tiketilebilirligini
belirlemek icin FAUN ve kontrol 6rnegi olarak
bugday ununda, modifiye edilmis Protonotariou
vd., (2016) yontemine gore biskiivi Uretimi
gerceklestirilmistir. Uretilen biskiivilerin  renk,
koku, sertlik, ¢ignenebilirlik, yapiskanlik, aroma-
tat ve genel begeni 6zellikleri, 9 egitimli panelist
tarafindan kontrol Ornegine kiyasla 9 puanhk
hedonik skala testine gére degerlendirilmistir.
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Istatistiksel analiz

Arastirmanin  mide asamasinda 4 adet, ince
bagirsak sindiriminin birinci agsamasinda 3 adet ve
ince bagirsak sindiriminin ikinci agsamasinda ise 3
adet daha olmak tizere 7 vitro sindirim siirecinde
toplam 10 adet ve FAL enziminin 240 dakikalik
uygulanma  slirecinde ise siirecin  her 20
dakikasinda 1 adet olmak tzere toplam 13 adet
Ornekleme yapilmistir. Arastirma iki tekerriirld,
analizler ise iki paralelli olarak gerceklestirilmistir.
Yapilan analizler sonucunda elde edilen verilere
tek yonli Varyans Analizi ve Duncan Coklu
Karsilastirma Testi uygulanmustir. TGm istatistik
hesaplamalar SAS istatistik programi (Cary, NC,
ABD) ile gerceklestirilmis olup degerler ortalama
+ standart hata seklinde dizenlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Muisir filizi enzim aktivitesi

FAUN iretiminde kullandan musir filizi FAL
enzim aktivitesinin maksimum oldugu
cimlenmenin 7. gini ortalama 6.09 pumol/sa.g
taze agirlk enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Literatiirdeki yliksek FAL enzim
aktivitesine sahip olan bir gesit Japon musirinin
(Zea mays L. cv. japonica) ¢imlendirilmest ile elde
edilen musir filizi koklerinin FKU hastalarina oral
olarak verilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada,
koklerin enzim aktivitesinin 9 pmol/sa.g taze
agirlik oldugu tespit edilmistir (Lopez-Villalobos
vd., 2014). FAL enzim aktivitesi ile ilgili yapilan
bir baska calismada ise bugday filizinin enzim
aktivitesi 1.37 pmol/sa.g taze agithk olarak
bulunmustur (Goldson vd., 2008). FAL enzim
aktivitesinin bitki c¢esidi, 1sik, tuz ve stres ile
beraber degisebilecegi bildirilmistir  (Sirin  vd.,,
2010).

In vitro protein hidrolizi ve FAL enzim
uygulamasimnin unun serbest fenilalanin
icerigi tizerine etkisi

Arastirmada kullanilan bugday ununun toplam
amino asit icerigine ait sonuglar Cizelge 1’de ve bu
unun 7z vitre sindirim ve FAL enzim uygulamast
sonrasindaki serbest fenilalanin iceriklerine ait
sonuclar Cizelge 2’de verilmistir. Arastirmada
kullanilan bugday ununun toplam fenilalanin
iceriginin 6201 mg/kg oldugu tespit edilmistir.
Literatiirde de bugday ununun toplam fenilalanin

icerigi 5270 mg/kg oldugu belitlenmistir
(Tutkomp, 2015). In wvitro protein sindirim
sonrasinda aciga ¢tkan  serbest fenilalanin
miktarinin (629.33 mg/kg, Cizelge 2) bu degere
gore yaklagtk 10 kat daha az oldugu tespit
edilmistit.  Bu  durumun ince  bagirsak
mikrovilluslarina tutunmus olarak gérev yapan ve
distik molekil agirliklt peptitleri amino asitlere
hidroliz eden proteaz (brush wall enzymes)
enzimlerinin ~ (Srichanun  vd., 2014; Da
Encarnacio vd., 2015) 7 witro sindirimde
kullanilamamasindan ve dolaysiyla proteinlerin
tripeptit ve dipeptitlerden sonra amino asitlere
kadar  yeterince  hidrolize  olmamasindan
kaynaklanmis olabilecegi diisintlmistur.

In vitro protein sindiriminin mide, bagirsak birinci
ve bagirsak ikinci agama uygulamalarinin ve FAL
enzim uygulamasinin unun serbest fenilalanin
icerigi tizerine 6nemli bir etkisinin oldugu tespit
edilmistir (P <0.01). Iz vitro sindirim sirasinda
proteinlerin amino asit ve diigitk molekil agirlikls
peptitlere hidrolize olmast ve dolayisiyla serbest
fenilalanin iceriginin artmasi, yapilan 7z vitro
sindirimin kismen basarih oldugunu gostermistir.
In vitro sindirim ve FAL enzim uygulamasinin
zamana bagl olarak unun serbest fenilalanin
icerigi Uzerine etkisi Sekil 2’de gOsterilmistir.
Unun serbest fenilalanin igeriginin iz  vitro
sindirimin baslangicindan sonuna kadar yaklasik
15 kat arttign ve FAL enzim uygulamasinn
bagindan (629.33 mg/kg) sonuna (287.85 mg/kg)
kadar ise %542 azaldigt tespit edilmistir.
Rhodosporidium  tornloides mayasindan izole edilen

FAL  enzimi ile ¢esiti ticari  protein
hidrolizatlarinda bulunan fenilalaninin
azaltilmasinin  amaclandigt  bir  ¢aligmada,

reaksiyon kosullarinda (42°C, pH 8.7) uygulanan
FAL enziminin kazein asit hidrolizatindaki
fenilalanin seviyesinin yaklagik %92 oraninda
azaltuldigr ve diger protein hidrolizatlarinda da
benzer sonuglar elde edildigi bildirilmistir
(Castaneda vd., 2015). Gliadin icermeyen bugday
unundan dustk fenilalaninli tost ekmegi tretmek
amaciyla yapilan baska bir ¢alismada ise bu undan
uretilen ekmegin fenilalanin igeriginin kontrol
Ornegine gore %43.2 azaluldigi belirtilmistir
(Mohsen vd., 2010).
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Cizelge 1. Arastirmada kullanilan bugday unun toplam amino asit icerigi (mg/kg.JKKM)
Table 1. The total amino acid content of wheat flonr used in the research (mg/ kg.DM)

Amino asit Miktar Amino asit Miktar
Amino acid Qunantity Amino acid Ounantity
Fenilalanin Valin
Phenylalanine 6201 Valine >193
Aspartik asit Methionin
Aspartic acid 4850 Methionine 1860
Glutamik asit Triptofan
Glutamic acid 43926 Tryptophane 310
Aspar)m. 112 Slstem 1838
Asparagine Cysteine
Ser%n 5714 Izolos.m 4363
Serine Isolencine
Histidin Ornitin
Histidine 2702 Ornithine 321
Glisin Losin
Glycine 4562 Lencine 8626
Treonin Lisin
Threonine 3377 Lysine 2890
Sitriilin Hidroksiprolin
Citruline 8 Hydroxyproline 299
Arjinin 5127 Sarkosin 100
Arginine Sarcosine
Alanin Prolin
Alanine 4042 Proline 19477
T1roz.1n 2023 Toplam amino asit 129100
Tyrosine Total amino acid

n=2

Cizelge 2. In vitro sindirim ve FAL enzim uygulamasinin unun ortalama serbest fenilalanin icerigi
lzerine etkisi
Table 2. Effect of in vitro digestion and PAL engyme application on average free phenylalanine content of flour

Uygulama Fenilalanin (mg/kg.KM)
Application Phenylalanine (mg/ kg.DM)
Un 40.93¢ £ 2.78
Flour
Mide 99.624 + 25.81
Gastric
Bagirsak 1 512.86b + 75.48
Intestinal 1
Bagirsak 2 629.33* £ 142.23
Intestinal 2
FAL 287.85¢ £ 6.97
PAL
Onem skk
Significance
Aynit stitundaki farkli harfler ortalamalarin istatistiksel olarak énemli diizeyde (P <0.01) farkli oldugunu gosterir.
n=2

The different letters in the same column indicate that the averages are statistically significantly (P <0.01) different.
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Sekil 2. I vitro sindirim ve FAL enzim uygulamasinin unun serbest fenilalanin icerigi tizerine etkisi
Figure 2. Effect of in vitro digestion and PAL enzgyme application on free phenylalanine content of flounr

Bugday ununun ve FAUN’un bazi fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri

Arastirmada kullanilan bugday unu ve FAUN’nun
bazt fiziksel ve kimyasal analiz sonuglar Cizelge
3te verilmistir. Buna gére, FAUN’un suda
¢oztinirlik indeksinin bugday ununa gére cok
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bunun,
vitro sindirim sirasinda proteinlerin  peptit ve
amino asitlere hidrolize olmasindan ve dolayistyla
suda ¢6zunlr kurumadde miktarinin artmasindan
kaynaklandig distinilmistir (Sharma vd., 2016;
Bashir vd., 2017). FAUNun yigin yogunlugu
degerinin bugday ununa gore daha yiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu durumun, proteinlerin
hidroliz olmasiyla birim hacme daha ¢ok kiitle
girmesinden  kaynaklandigt  diistintlmistir.
Yapilan bir ¢alismada tam bugday ununun yigin
yogunlugu 0.63 g/mL olarak tespit edilmistir
(Sakhare ve Prabhasankar, 2017). FAUN’nun
nem icerigi bugday ununa gore daha yiksek tespit
edilmistir. Bu durumun, proteinlerin hidrolizi
sonucu olusan serbest amino asit ve suda ¢éziintr
peptitlerin  koligatif etkisinden kaynaklandigt
degerlendirilmistir. FAUN’un titrasyon asitligi
degeri bugday ununa gére daha yiksek tespit
edilmistir. Bugday wununun titrasyon asitligi,
Anonymous (2013)’e gore ylizde asit olarak
stlfirik asit cinsinden kurumaddede en c¢ok
%0.07 olarak belirtilmistir. Buna gore bugday
ununun titrasyon asitligi  belirtilen  degerin
alundayken, FAUN’un asitlik degeri bu degerin
Uzerinde tespit edilmistit. Bu durumun 7z vitro
sindirim ve FAL enzim uygulamast ile proteinlerin
hidrolizi i¢in ortam pH’sinin ayarlanmasindan ve

hidroliz ile serbest amino asit miktarinin
artmasindan  kaynaklandigi  distnilmistiir.
FAUN’un titrasyon asitligi degeri bugday ununa
gore artarken, pH degeri bugday ununa gore
degismemistir. Bu durumun nedeni, 2 wvitro
sindirim sirasinda serbest miktarinin artmastyla bu
amino asitlerin tamponlama 6zelligi géstermesi ve
dolayistyla pH  degerinin - degisememesinden
kaynaklandigr  distinilmistir.  Ade-Omowaye
vd.,, (2008) tarafindan yapian bir calismada
bugday ununun titrasyon asitligi %00.057, Adeleke
ve Odedeji (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada
bugday wununun pH degeri 6.01 olarak
belirtilmistir. FAUN ile bugday ununun toplam
protein icerigi arasinda istatiksel olarak 6nemli bir
fark bulunmadigt (P >0.05) tespit edilmistir. Bu
durumun 7z vitro protein sindiriminde ve FAL
enzim uygulamasinda unun azot igeriginin ve
dolayistyla toplam protein iceriginin
degismemesinden kaynaklandigi distinilmistir.
Yapilan bir ¢calisgmada ekmeklik bugday unlarinin
protein iceriklerinin  %11.85-13.44  arasinda
degistigi belirtilmistir (Yagdi, 2004). FAUN’un
enzime direngli nisasta icerigi bugday ununa gore
yaklastk 4 kat daha yiiksek tespit edilmistir. Bu
durum, FAUN dretiminde uygulanan 1sitma,
sogutma, pH ayarlama ve kanstrma islemleri
sirasinda  zedelenmis nisasta  grantllerindeki
amiloz zincitlerinin granilden ¢ikarak yeniden
diizenlenmesi ve kurutma ile de retrograde olarak
Tip 3 direncli nisastaya donlsmesinden
kaynaklandigi degerlendirilmistir  (Candal vd.,
2016). Cesitli nisasta turleri Gzerine yiiksek basing
ve sicaklik uygulamast etkisinin aragtirildigt bir
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calismada basing ve sicaklik arttikea jelatinizasyon
derecesinin arttigt ve sonucunda ise EDN
iceriginin arttig1 bildirilmistir (Papathanasiou vd.,
2015). Unda EDN iceriginin aragtirildigt bir bagka

calismada ise 1s1l islem ve dondurma uygulamast
yapilan un 6rneginin, kontrol 6rnegine gére EDN
iceriginin yaklastk 8 kat arttgr belirlenmistir

(Arcila ve Rose, 2015).

Cizelge 3. Arastirmada kullanilan unun ve FAUN’un bazi fiziksel ve kimyasal analiz sonuglari
Figure 3. The results of some physical and chemical analysis of the flour used in research and FRP

Ozellikler Un FAUN Onem
Properties Flour FRP Significance
Su tutma kapasitesi (g su/ g KM) .t .t

W ater holding capacity (g su/ g DM) 114 £ 0.07 113+ £0.08 )
Su absorpsiyon indeksi (g/g) .t ad

W ater absorption index (g/ g) 1.02¢ £ 0.00 1021 £ 0.01 i
Suda ¢ézuntrlik indeksi (g/ 100 g) b 4 .t ok
Water solubility index (g/ 100 g) 0.7+ 0.04 739 £ 0.33

Y1gin yogunlugu (g/mL) b4 it ok
Bulk density (o) ml.) 0.69» = 0.01 1.032 £ 0.01

Nem icerigi (%) - - .
Moisture content (%) 9.70> £ 0.25 11.352 £ 0.01

Su aktivitesi (ay) 0475 + 0.01 0412 + 0.03 i
Water activity (a,) T T

pH 6.34 + 0,01 5.99 + 0.36 .
pH

Titrasyon asitligi (%o sulftrik asit cinsinden) b4 ot *
Titratable acidity (%o in sulfuric acid) 0054+ 0.00 0248 % 0.04

Toplam protein igerigi (%) 12712 + 0.02 11,542 + 0.39 i
Total protein content (%) T T

EDN (Enzime Direncli Nisasta) icerigi (%o) 0.145 + 0.05 0.58: + 0.05 %

ERS (Enzyme Resistant Starch) content (%)

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin istatistiksel olarak 6énemli dizeyde (P <0.01, P <0.05) farkli oldugunu
gosterir. n=2
The different letters on the same line indicate that the averages are statistically significantly (P <0.01, P <0.05) different.

Arastirmada kullanilan unun ve FAUN’un renk
analizi sonuglar1 Cizelge 4’te verilmigtir. Buna
gore, FAUN’un bugday ununa goére daha dusiik
bir I.* degerine ve dolayisiyla daha koyu bir renge
sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durumun
nedeninin 7z vitro sindirim sirasinda olusan serbest
amino asitlerin stirecte ve Ozellikle unun
kurutulma asamasinda Maillard reaksiyonuna

girerek enzimatik olmayan esmerlesme yoluyla
triinin rengini koyulastirmasindan kaynaklandigt
degerlendirilmistir. Serbest amino asitler indirgen
sekerlerle Maillard reaksiyonuna girerek trtinlerin
daha koyu renkli olmasina neden olmaktadir
(Fennema, 1996; Martinez vd., 2015; Oliveira vd.,
2017).

Cizelge 4. Arastirmada kullanilan un ve FAUN’un renk analiz sonuglart
Figure 4. The results of color analysis of the flour used in research and FRP

Renk Un FAUN Onem
Color Flour FRP Significance
L* 90.70+ £ 0.01 71.62> + 3.73 *

a* -4.912 £ 0.02 -4.372 £ 0.49 -

b* 15.352 £ 0.05 20.922 £ 3.67 -

Ayni satirdaki farklt harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde farkli oldugunu gésterir (P <0.05). n=2
The different letters on the same line indicate that the averages are statistically significantly different (P <0.05).
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Duyusal degerlendirme

Arastirmada  kullanilan undan ve FAUN’dan
tretilen biskivilerin  duyusal analiz sonuglart
Cizelge 5te verilmistit. Buna gdre, fenilalanin
icerigini azaltmak icin yapilmis olan uygulamanin
tretilen  biskiivi  Orneklerinin - tim  duyusal
Ozellikleri tGzerine 6nemli (P<0.01, P<0.05) bir
etkisinin oldugu tespit edilmistir. FAUN’dan

tretilen biskiivilerin, duyusal puani 9 olarak kabul
edilen kontrol 6rneklerine kiyasla daha dustik
puanlar aldigt ancak puanlarinin 9 puanlik
hedonik skalada kabul edilebilitlik sinir1 olan 4.5
puandan daha yiiksek oldugu belitlenmistir. Bu
nedenle FAUN ile dretilebilecek bir unlu
mamulin  FKU hastalar1  tarafindan  kabul
edilebilir bulunabilecegi degerlendirilmistir.

Cizelge 5. Arastirmada kullanilan undan ve FAUN’dan tretilen biskiivilerin duyusal analiz sonuglar
Fioure 5. The results of sensory analysis of biscuits produced with flonrs used in the research

Ozellikler Un FAUN Onem
Properties Flour FRP Significance
Renk

2 b + *
Color 9.00 6.45> + 0.44
Koku

2 b + sk
Odor 9.00 5.82b + 0.19
Sertlik

2 b+ sk
Hardness 9.00 7.95b % 0.06
(ignencbilirlik 9.002 6.49 +0.27 *
Chewiness
Yapiskanlik . b4 ok
Adbesiveness 9.00 4.54> + 0.21
Aroma-Tat

2 b 4+ ok
Aroma-Flavor 9.00 477> £ 0.02
Genel Begent 9002 5.600 + 0.04 *
General acceptance

Aynt satirdaki farklt harfler ortalamalarin 6nemli diizeyde (P <0.01, P <0.05) farkh oldugunu gosterir. n=2
The different letters on the same line indicate that the averages are statistically significantly (P <0.01, P <0.05) different.

SONUC

Bu aragtirmada, iz vitro protein sindirimi yapilan
un Ornegine, fenilalanin icerigini azaltmak
amaciyla FAL enzimi iceren mistr filizi ekstraktt
uygulanmis ve bu uygulamadan sonra un tekrar
kurutularak FKU hastalari icin fenilalanin icerigi
azaltdmig bir un tretme yontemi
gerceklestirilmistir. Uygulanan iz witro protein
sindiriminin un proteinlerini hidroliz ettigi ve
serbest fenilalanin icerigini yaklastk 15 kat
arturdigl, musir  filizi  ekstraktt  FAL  enzim
uygulamasinin ise bu serbest fenilalanin igerigini
yaklastk %50 oraninda azalttigt ve bu undan
yapilan biskiivilerin de duyusal olarak kabul
edilebilir bulundugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda; 7 witro protein sindirim siirecinin
sonuna ince bagirsak mikrovilluslarina tutunmus
olarak gbrev yapan enzimlerinin (brush wall
enzyme) de ilave edilmesinin daha ¢ok fenilalanin

amino asidinin serbest hale ge¢mesini saglayacagi,
FAL enzim igerigi ve aktivitesi daha yitksek bitki
kaynaklarinin veya biyoteknolojik yontemlerle
tretilen saf FAL enzimlerinin kullanidmastyla da
bu arastirmada Onerilen yontemle FKU
hastalarina yonelik fenilalanin icerigi daha ¢ok
digtirilmis tam gida kaynaklarinin dretilebilecegi
sonucuna varilmistir.

KAYNAKLAR

AACC (2011). American Association of Cereal
Chemists, Approved Methods of Analysis. 11t
Edition. rev. Methods 02-31. The Association: St.
Paul, MN, the U.S.A.

AACC (2011). American Association of Cereal
Chemists, Approved Methods of Analysis. 11t
Edition. rev. Methods 02-52. The Association: St.
Paul, MN, the U.S.A.

821



822

O. Kilig Buytikkurt, A.N. Durak, M. Erbas

AACC (2011). American Association of Cereal
Chemists, Approved Methods of Analysis. 11t
Edition. rev. Methods 32-40. The Association: St.
Paul, MN, the U.S.A.

AACC (2011). American Association of Cereal
Chemists, Approved Methods of Analysis. 11t
Edition. rev. Methods 46-12. The Association: St.
Paul, MN, the U.S.A.

AACC (2011). American Association of Cereal
Chemists, Approved Methods of Analysis. 11t
Edition. rev. Methods 56-20. The Association: St.
Paul, MN, the U.S.A.

Ade-Omowaye, B.L.O., Akinwande, B.A,
Bolarinwa, L.F., Adebiyi, A.O. (2008). Evaluation

of tigernut (Cyperus esculentus) —wheat composite
flour and bread. Afr | Food Sei, 2: 087-091.

Adeleke R.O., Odedeji J.O. (2010). Functional
Properties of Wheat and Sweet Potato Flour
Blends. Pakistan | Nutr, 9(6): 535-538, doi:
10.3923/pjn.2010.535.538.

Anonymous (2013). Tirk Gida Kodeksi. Bugday
Unu Tebligi (2013/9). Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi. 2 Nisan 2013 tarih ve 28606 sayilt
Resmi Gazete, Ankara.

Arcila, J.A., Rose, D.J. (2015). Repeated cooking
and freezing of whole wheat flour increases
resistant starch with beneficial impacts on in vitro
fecal fermentation properties. | Funct Food, 12:

230-236, doi: 10.1016/}.jf£.2014.11.023.

Aykin-Dinger, E., Kog¢, A., Etbas, M. (2017).
Extraction and physicochemical characterization
of broiler (Gallus gallus domesticus) skin gelatin
compared to commercial bovine gelatin. Powit S¢,

96(11): 4124-4131, doi: 10.3382/ps/pex237.

Babaoglu-Aydas, S., Ozturk, S., Aslim, B. (2013).
Phenylalanine ammonia lyase (PAL) enzyme
activity and antioxidant properties of some
cyanobacteria isolates. Food Chem, 136(1): 164—
169, doi: 10.1016/j.foodchem.2012.07.119.

Babaoglu-Aydas, S., Sirin, S., Aslim, B. (2010).
Biochemical analysis of Centaurea depressa
phenylalanine ammonia lyase (PAL) for

biotechnological applications in phenylketonuria
(PKU). Pharm Biol, 54(12): 2838— 2844.

Bannick, A.A., Laufman, ].D., Edwards, H.L,,
Ventimiglia, J., Feldman, G.L. (2015). Outcomes
of referrals to Child Protective Services for
medical neglect in patients with phenylketonuria:
Experiences at a single treatment center. Mo/ Genet
Metab, 115(4): 151-6, doi:
10.1016/j.ymgme.2015.06.003.

Banta-Wright, S.A., Kodadek, S.M., Steiner R.D.
Houck, G.M. (2015). Challenges to breastfeeding
infants with phenylketonuria. | Pediatr Nurs, 30:
219-226, doi: 10.1016/j.pedn.2014.05.003.

Barron, C.C., Sponagle, B.J.D., Arivalagan, P.,
D’cunha, G.B. (2017). Optimization of
oligomeric enzyme activity in ionic liquids using
Rhodotornla giutinis yeast phenylalanine ammonia
lyase. Engyme Microb Technol, 96: 151-156, doi:
10.1016/j.enzmictec.2016.10.010.

Bashir, K., Swer, T L., Prakash, K.S., Aggarwal,
M. (2017). Physicochemical and functional
properties of gamma irradiated whole wheat flour
and starch. LWT - Food Sci Technol, 76: 131-139,
doi: 10.1016/j.lwt.2016.10.050.

Candal, C., Kilig, O., Erbas, M. (2016). Enzime
Direncli Nisasta Uretim Yoéntemleri ve Gida
Endustrisinde Kullanim Amagclatt. GIDA 41(6):
419-426, doi: 10.15237/gida.GD16015.

Carreira, R.L., Silva, M.R., Starling, A.L.P., Agiar,
M.J.B., Januario, J.N., Silvestre, P.C.M. (2008).
Association of Two Enzymes for Obtaining Low
Phenylalanine Protein Hydrolysates from Wheat
Flout. Int | Food Eng, 4(7), doi: 10.2202/1556-
3758.1544.

Castafieda, M.T., Adachi, O., Hours, R.A. (2015).
Reduction of L-phenylalanine in protein
hydrolysates L-phenylalanine
ammonia-lyase from Rhodosporidium toruloides.
J Ind Microb Biotech, 42(10): 1299-307. doi:
10.1007/510295-015-1664-z.

Cleary, M.A.  (2014).
Symposium: Inborn Errors

Paediatri Child Health, 25: 3.

using

Phenylketonuria.
of Metabolism.

Crujeiras, V., Aldamiz-Echevarria, L. Dalmau, J.,
Vitoria, 1., Andrade, F., Roca, 1., Leis, R.,
Fernandez-Marmiesse, A., Couce, M.L. (2015).
Vitamin and mineral status in patients with



Fenilalanin igerigi azaltilmig un

hyperphenylalaninemia. Mo/ Genet Metab, 115:
145-150, doi: 10.1016/j.ymgme.2015.06.010.

Da Encarnagdo, J.A., Farrell, T.L., Ryder, A,
Kraut, N.U., Williamson, G. (2015). In vitro
enzymic hydrolysis of chlorogenic acids in coffee.
Mol Nutr Food Res, 59(2): 231-239, doi:
10.1002/mnfr.201400498.

Elgtin, A., Ertugay, Z., Certel, M., Kotancilar,
H.G. (2002). Tabid ve Uriinlerinde Analitik Kalite
Kontrolii Laboratuvar Uygulama Kilavuzu, Atatirk
Universitesi Ziraat Fakiltesi Ofset Tesisi: 335,
Erzurum, Turkiye, 245 s.

Evans, S., Daly, A., Chahal, S., Ashmore, C.,
MacDonald, J., MacDonald, A. (2018). The
influence of parental food preference and
neophobia on children with phenylketonuria
(PKU). Mol Genet Metab Rep, 14: 10-14, doi:
10.1016/j.ymgmt.2017.10.007.

Fennema, O.W. (1996). Food Chemistry. Marcel
Dekker Inc., New York, the USA, 1067 p.

Gianfrani, C., Camarca, A., Mazzarella, G., Di
Stasio, L., Giardullo, N., Ferranti, P., Picariello,
G., Rotondi Aufiero, V., Picascia, S., Troncone,
R., Pogna, N., Auricchio, S., Mamone, G. (2015).
Extensive in vitro gastrointestinal digestion
markedly reduces the immune-toxicity of Triticum
monococenm wheat: Implication for celiac disease.
Mol Nutr Food Res, 59(9): 1844-1854, doi:
10.1002/mnfr.201500126.

Goldar, P., Givianrad, M.H., Shams, A. (2010).
Effect of ultrafiltered milk permeate and non-
dairy creamer powder concentration on low
phenylalanine yoghurt’s physicochemical
properties during storage. | Food Sci Technol, 53(7):
3053-3059.

Goldson, A., Lam, M., Scaman, C.H., Clemes, S.,
Kermode, A. (2008). Screening of phenylalanine
ammonia lyase in plant tissues and retention of
activity during dehydration. | S¢ Food Agric, 88(4):
619-625, doi: 10.1002/jsfa.3126.

Ho, G., Ueda, K., Houben, R.F.A,, Joa, J., Giezen,
A., Cheng, B., Van Karnebeek, C.D.M. (2016).
Metabolic Diet App Suite for inborn errors of
amino acid metabolism. Mo/ Genet Metab, 117(3):
322-327, doi: 10.1016/j.ymgme.2015.12.007.

Karadeniz, Y. (2013). Fenilketonirili Cocuklarin
Ebeveynlerinin Duygu Durumlart ve Gelecekle
Ilgili Beklentileri. Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Halk Sagligi Anabilim Dali Uzmanlhk Tezi,
Diyarbakir, Ttrkiye, 50 s.

Kivrak, 1., Kivrak, S., Harmandar, M. (2014). Free
amino acid profiling in the giant puffball
mushroom (Calvatia  gigantea) using UPLC-
MS/MS. Food Chen, 158, 88-92.

Kose, E., Aksoy, B., Kuyum, P., Tuncer, N.,
Arslan, N., Ozturk, Y. (2018). The Effects of
Breastfeeding in Infants With Phenylketonuria. |
Pediatr Nurs, 38, 27-32.

Koksal, G., Gokmen Ozel, H. (2012). Metabolik
Hastaliklarda Beslenme. Reklam Kurdu Ajans Org,.
Tan. Tas. Rek. San. Tic. Ltd. $ti., Ankara, Turkiye,
40 s. ISBN: 978-975-590-244-9.

Lam, M., Scaman, C.H., Clemens, S., Kermode,
A. (2008). Retention of Phenylalanine Ammonia-
lyase Activity in Wheat Seedlings during Storage
and in Vitro Digestion. | Agric Food Chems, 56(23):
11407-12, doi: 10.1021/j£8021942.

Liemburg, G.B., Jahja R., Spronsen, F.J., de
Sonneville, L.M., van der Meere, J.J., Bosch, A.M.,
Hollak, C.E., Rubio-Gozalbo, M.E., Brouwers,
M.C., Hofstede, F.C., Vries, M.C,, Janssen, M.C.,
van der Ploeg, AT, Langendonk, J.G,
Huijbregts, S.C., (2015). Is Brief A Useful
Instrument in Day To Day Care of Patients with
Phenylketonuria?. Mo/ Genet Metab, 114: 425-430,
doi: 10.1016/j.ymgme.2014.12.302.

Loépez-Villalobos, A., Lucker, J., Lopez-Quirdz,
AA., Yeung, E.C,, Palma, K., Kermode, A.R.
(2014). Preservation of high phenylalanine
ammonia lyase activities in roots of Japanese
Striped corn: A potential oral therapeutic to treat
phenylketonuria. Cryobiology, 68(3): 436—445, doi:
10.1016/j.ctryobiol.2014.03.003.

MacDonald, A., Rocha, J.C., Van Rijn, M., Feillet,
F. (2011). Nutrition in phenylketonuria. Mo/ Genet
Metab, 104: 10-18, doi: 10.1016/j.ymgme.
2011.08.023.

Martinez, M.M., Pico, J., Gémez, M. (2015).
Physicochemical modification of native and

823



824

O. Kilig Buytikkurt, A.N. Durak, M. Erbas

extruded wheat flours by enzymatic amylolysis.
Food Chem, 167: 447453,

Mclnnis, S., Clemens, S., Kermode, A.R. (2009).
The ornamental variety, Japanese striped corn,
contains high anthocyanin levels and PAL specific
activity:  establishing  the  potential  for
development of an oral therapeutic. Plant Cell Rep,
28: 503-515, doi: 10.1007/500299-008-0650-6.

Minekus, M., Alminger, M., Alvito, P., Ballance,
S., Bohn, T., Boutlieu, C., Carriére, F., Boutrou,
R., Corredig, M., Dupont, D., Dufour, C., Egger,
L., Golding, M., Karakaya, S., Kirkhus, B., Le
Feunteun, S., Lesmes, U., Macierzanka, A.,
Mackie, A., Matze, S., McClements, D.J., Ménard,
O., Recio, 1., Santos, C.N., Singh, R.P., Vegarud,
G.E., Wickham, M.S., Weitschies, W., Brodkotb,
A. (2014). A standardised static in vitro digestion
method suitable for food —an international
consensus. Food Funct, 5(6): 1113-1124, doi:
10.1039/¢3£060702j.

Mohsen, S.M., Yaseen, A.A., Ammar, A.M.,
Mohammad, A.A. (2010). Quality characteristics
improvement of low-phenylalanine toast bread.
Int | Food Sci Technol, 45: 2042-205, doi:
10.1111/§.1365-2621.2010.02365.x.

Ney, D.M., Stroup, B.M., Clayton, M.K., Murali,
S.G., Rice, G.M., Rohr, F.; Levy, HL. (2016).
Glycomacropeptide for nutritional management
of phenylketonuria: a randomized, controlled,
crossover trial. Aw | Clin Nutr, 104(2): 334-345,
doi: 10.3945/2jcn.116.135293.

Oliveira, L.C., Schmiele, M., Steel, C.]J. (2017).
Development of whole grain wheat flour
extruded cereal and process impacts on color,
expansion, and dry and bowl-life texture. LWT -
Food — Sci Technol,  75:  261-270,  doi:
10.1016/j.lwt.2016.08.064.

Ozer, E.A., Ibanoglu, S., Ibanoglu, E. (2008).
Fenilketontri Hastaligt ve Fenilalanin Kisitlt
Diyet. Turkiye 10. Gida Kongtresi, 21-23 Mayis
2008, Erzurum, Ttrkiye,1139 s.

Papathanasiou, M.M., Reineke, K., Gogou, E.,
Taoukis, P.S., Knorr, D. (2015). Impact of high
pressure treatment on the available glucose
content of various starch types: A case study on
wheat, taploca, potato, corn, waxy corn and

resistant starch (RS3). Innov Food Sci Emerg, 30: 24—
30, doi: 10.1016/j.ifset.2015.05.003.

Picariello, G., Miralles, B., Mamone, G., Sanchez-
Rivera, L., Recio, 1., Addeo, F., Ferranti, P. (2015).
Role of intestinal brush border peptidases in the
simulated digestion of milk proteins. Mo/ Nutr
Food Res, 59(5): 948-950, doi:
10.1002/mnfr.201400856.

Pimentel, F., Alves, R.C., Costa, A.S.G., Torres,
D., Almeida, M.F., Beatriz, M., Oliveira, P.P.
(2014). Phenylketonuria: Protein content and
amino acids profile of dishes for phenylketonuric
patients. The relevance of phenylalanine. Food
Chem, 149: 144-150, doi: 10.1016/j.foodchem.
2013.10.099.

Pinto, A., Almeida, M.F., Ramos, P.C., Rocha, S.,
Guimas, A., Ribeiro, R., Martins, E., Bandeira, A.,
Macdonald, A., Rocha, J.C. (2017). Nutritional
status in patients with phenylketonuria using
glycomacropeptide as their major protein source.
Ewr ] Chin Nutr, 71(10): 1230-1234, doi:
10.1038/¢jcn.2017.38.

Protonotariou, S., Drakos, A., Evageliou, V.,
Ritzoulis, C., Mandala, 1. (2014). Sieving
fractionation and jet mill micronization affect the
functional properties of wheat flour. | Food Eng,
134: 24-29, doi: 10.1016/j.jfoodeng.2014.02.008.

Protonotariou, S., Batzaki, C., Yanniotis, S.,
Mandala, 1. (2016). Effect of jet milled whole
wheat flour in biscuits properties. LWT - Food Sci
Technol, 74: 106-113.

Ramirez, A.M., Rodriguez-Lopez, A., Ardila, A.,
Beltran, L., Patarroyo, C.A., Del Pilar Melendez,
A., Sanchez, O.F., Alméciga-Diaz, C.J. (2017).
Production of human recombinant phenylalanine
hydroxylase in Lactobacillus plantarum for
gastrointestinal delivery. Eur | Pharm Sei, 109: 48—
55, doi: 10.1016/j.ejps.2017.07.033.

Rohr, F., Wessel, A., Brown, M., Charette, K.,
Levy, H.L. (2015). Adherence to
tetrahydrobiopterin therapy in patients with
phenylketonuria. Mo/ Genet Metab, 114(1): 25-8,
doi: 10.1016/j.ymgme.2014.10.013.

Sakhare, S.D., Prabhasankar, P. (2017). Effect of
roller milled fenugreek fiber incorporation on



Fenilalanin igerigi azaltilmig un

functional, thermal and rheological characteristics
of whole wheat flour. Food Measure, 11(3): 1315—
1325, doi: 10.1007/s11694-017-9509-2.

Sarkissian, C., Gamez, A. (2005). Phenylalanine
ammonia lyase, enzyme substitution therapy for
phenylketonuria, where are we nowr. Mo/ Genet
Metab, 86: 22-20.

Sharma, S., Saxena, D.C., Riar, C.S. (20106).
Nutritional, sensory and in-vitro antioxidant
characteristics of gluten free cookies prepared
from flour blends of minor millets. | Cereal Sci, 72:
153-161, doi: 10.1016/j.jcs.2016.10.012.

Shi, L., Li, W., Sun, J., Qiu, Y., Wei, X, Luan, G.,
Hu, Y., Tatsumi, E. (2016). Grinding of maize:
The effects of fine grinding on compositional,
functional and physicochemical properties of
maize flour. | Cereal Sci, 68: 25-30, doi:
10.1016/j.jcs.2015.11.004.

Srichanun, M., Tantikitti, C., Kortner, T.M.,
Krogdahl, A., Chotikachinda, R. (2014). Effects
of different protein hydrolysate products and
levels on growth, survival rate and digestive
capacity in Asian seabass (Lafes calcarifer Bloch)
larvae. _Aguaculture, 428-429: 195-202, doi:
10.1016/j.aquaculture.2014.03.004.

Strisciuglio, P., Concolino, D. (2014). New
Strategies for the Treatment of Phenylketonuria

(PKU).  Metabolites, 4(4):  1007-1017, doti:

10.3390/metabo4041007.

Sirin, S., Babaoglu-Aydas, S., Aslim, B. (2016).
Biochemical Evaluation of Phenylalanine
Ammonia  Lyase from Endemic Plant
Cyathobasis fruticulosa (Bunge) Aellen for the
Dietary Treatment of Phenylketonuria. Food
Technol Biotechnol, 54(3): 296-303.

TURKOMP (2015). Ulusal Gida Kompozisyon
Veri Tabant. http:/ www.tutkomp.gov.tt/
compare (Accessed: 26 January 2018).

Ustiiner Top, F., Kiiciik Alemdar, D. (2015).
Fenilketontrili ~ Cocugu  Olan  Ailelerinin
Yasadiklart Guglikler: Niteliksel Bir Calisma.
Hemgirelikte Egitim ve Arastirma Dergisi, 12(1): 62-
68.

Vieira Neto, E., Maia Filho, H.S., Monteiro, C.B.,
Carvalho, L.M., Tonon, T.  Vanz, AP,
Schwartz, I.V.D., Ribeiro, M.G. (2018). Quality of
life and adherence to treatment in early-treated
Brazilian phenylketonuria pediatric patients. Brag
J Med Biol Res, 51(2): 6709, doi: 10.1590/1414-
431X20176709.

Yagds, K. (2004). Bursa Kosullarinda Gelistirilen
Ekmeklik Bugday (Triticum aestivum L.) Hatlarinin
Bazt Kalite Ozelliklerinin Arastirilmast.  Ulndag
Universitesi Ziraat Fafkiiltesi Dergisi, 18(1): 11-23.

825



