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0z

Bu calismada findigin kavrulmasi sirasinda gerceklesen lipit oksidasyonunun
Maillard reaksiyonuna katkisi arastirlmigtir. Kavrulmus findiktaki olasi lipit
oksidasyonu ve enzimatik olmayan esmerlesme (E.O.E.) reaksiyonu Urunlerinin
belirlenmesi amaciyla oncelikle findik yagi ve farkli amino asitlerden olusan model
sistemler Gzerinde galisiimistir. 180 °C’de isitilan findik yagi ve model sistemlerde
belirlenen lipit oksidasyonu uUrunleri, E.O.E. reaksiyonu urtnleri ve amino asit
miktarinda meydana gelen degisim izlenmigtir. Karbonil grubuna sahip ve baskin
miktarda olusan lipit oksidasyonu Urunleri 2,4-dekadienal, 4-hidroksi-2-nonenal,
nonandioik asit ve oktandioik asit olarak belirlenmistir. Model sistem c¢aligmalari
sonucunda 4-hidroksi-2-nonenal, 2,4-dekadienal ve 2,4-dekadienale ait Schiff
bazi, dekarboksile formu, Schiff bazi veya dekarboksile formun hidrolitik
parcalanmasiyla olusan reaksiyon Urunleri tespit edilmistir. Findigin kavrulmasi
sirasinda serbest amino asit ve seker miktarinda meydana gelen degisim, HMF ve
furosin olusumu incelenmistir. 160 °C’de 30 dakika kavurma islemi sonucunda
toplam serbest amino asit miktarinda énemli élciide azalma ve HMF (8,7 p g ™)
olusumu gozlenirken furosin olusumuna rastlanmamistir. Maillard reaksiyonu
markoru olarak bilinen furosinin findigin kavrulmasi sirasinda gerceklesen E.O.E.
reaksiyonlarinin degerlendiriimesi igin uygun bir markor olmadigi gosterilmistir.
Herhangi bir amino asit ya da lipit oksidasyon urtinine 6zgu olmayan reaksiyon
artnlerinin findigin kavrulmasi sirasinda gergeklesen esmerlesme reaksiyonunun

degerlendiriimesinde kullaniima potansiyelinin oldugu sonucuna ulagiimistir.
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ROASTING OF HAZELNUTS

Yesim Karademir
ABSTRACT

In this study, the contribution of lipid oxidation to non enzymatic browning
reactions in roasted hazelnuts was investigated. In order to determination of
possible lipid oxidation and non enzymatic browning reaction products in roasted
hazelnut, hazelnut oil and model systems consisting of different amino acids were
used. Changes in determinated lipid oxidation, non enzymatic browning reaction
products and amino acid content was monitored in hazelnut oil and model
systems. 2,4-decadienal, 4-hydroxy-2-nonenal, nonanedioic acid and octanedioic
acid were determined as dominant lipid oxidation products having carbonyl
groups. As the conclusion of model system studies 4-hydroxy-2-nonenal, 2,4
decadienal, Schiff base, decarboxylated form and reaction products formed after
hydrolitic cleavage of Schiff base or decarboxylated form were identified. During
the roasting of hazelnut, free amino acid and sugar content, HMF and furosine
formation were analyzed. After roasting process at 160 °C for 30 min. although the
signicant decrease in total free amino acid content and HMF (8,7 ug g™ ) formation
were observed, no furosine was detected. This result indicated that furosine which
known as a marker of early stages of Maillard reaction is not suitable for
evaluation of non enzymatic browning reactions during roasting of hazelnut. As a
consequence it is proposed that stabile cleavage products which are not spesific
to any amino acid either lipid oxidation products have potential to be used for

evaulation of non enzymatic browning reactions during roasting of hazelnut.

Key Words: non enzymatic browning, lipid oxidation, hazelnut

Advisor: Prof. Dr. Vural Gokmen, Hacettepe University, Department of Food

Engineering



TESEKKUR

Degerli gorus ve onerileriyle tez galismamin her agsamasindaki katkilarindan dolayi

hocam sayin Prof. Dr. Vural Gokmen’e,

Deneysel c¢alismalarin ydrutulmesinde ve diger asamalarda yardimlarini
esirgemeyen basta Neslihan Goncuoglu, Tolgahan Kocadagl, Burge Atag Mogol

olmak Uzere tum arastirma gorevlisi arkadaglarim ve sayin uzman Yelda Zencir'e,

Egitim ve 6grenim hayatim boyunca gelismemde onemli katki ve destekleri olan

tum hocalarima,

Lisans ogrenimim boyunca her konuda desteklerini gordugum, hayatimda ayri bir
onemi olan dedem merhum Necmettin Karademir ve babaannem Muzaffer

Karademir'e,

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi tez calismam sirasinda da bana her
konuda yardimci olan, ilgi ve desteklerini gosteren babam Temel Karademir,

annem Nigmet Karademir ve kardesim Gdkhan Karademir'e

tesekkurlerimi sunarim.

Yesim Karademir



iICINDEKILER

Sayfa

@ Y4TSR i
AB S TR A C T et e et a e e e e e e e e e e e i
TESEKKUR ..ottt ettt et e et eeteeteeaeene e i
ICINDEKILER DIZINI .....oeeeeeeeee e iv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ....c.couioiiiiieieeceeeeeeeeeeeeeeee e vi
SEKILLER DIZINI....oviiviieeeceeeeeeeee e, Vii
CIZELGELER DIZINI ...t iX
1LGIRIS <ottt 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
2.1, Lipit OKSI@SYONU.......uiiiiieieiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e aeees 3
2.1.1. Lipit oksidasyonu ve gidalardaki Onemi ............cccccccuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennne 3
2.1.2. Otooksidasyon aSamalart ..................eeeeuiieiieiiiiiiiiiiiaee 5
2.3. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlari...........cccccccovviiiiiiiininnnnnnn. 20
2.3.1. Maillard reakSiyOnU ............uuuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 20
2.3.2. Lipit oksidasyonu ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu ....... 24

3. MATERYAL VE METOT ...ttt e e 29
3.1. Kimyasallar ve Malzemeler ... 29
3.2. Findik Yaginin Termal OKSidaSyONU ...........cceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 30
3.3. Model Sistemlerin Hazirlanmasi..............ooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 30
3.4. Kavrulmus Findik Orneklerinin Hazirlanmasi .............cccooveeeeveeeeceeeeeennen 30
3.5. Lipit Oksidasyon UrGnlerinin ANaliZi.............c.cceeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 31
3.6. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonu Urlinlerinin Analizi.............. 31

3.6.1. Model reaksiyon sistemlerinde reaksiyon urUnlerinin ekstraksiyonu.... 32

3.6.2. Findikta reaksiyon urunlerinin ekstraksiyonu ............c.ccoooviiiiiiiiiinnenns 32

3.6.3. LC-HRMS @NQAlIZi ...coeeeeeeiiiiiiiiiieee et 32
3.7. Serbest AMINO ASit ANAIIZi........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 33
3.8. FUrOSIN ANAIIZI.....ccoiiiiiiie e 34
3.9, HMF ANAIIZI.....iiiiieieeiee et 34
3.10. SEKEI ANANIZI .o ————— 34
3.11. IStatikSEl ANGIZIET.........ccveceeeeeeeeeeee e 34



4. SONUCLAR VE TARTISMA . ... 36

4.1. Findik Yaginin Isitiimasi ile Lipit Oksidasyon Urlnlerinin Olusumu........... 37
4.2.Model Sistemlerin Isitiimasi Sirasinda Meydana Gelen Kimyasal
D= Yo 11 411 L= PO USPPPPPPRRRN 41
4.3. Findigin Kavrulmasi Sirasinda Meydana Gelen Kimyasal Degismeler ...... 51
ST O] N = =1 53
KAYNAKLAR ...ttt e e ettt et e e e e e e s et e e e e e e e e e e s annnnneees 56
(@ Y4 €] =03V 1S TP 65



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

INC Uluslararasi sert kabuklu ve kuru meyve konseyi (International Nut
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1.GiRIS

Findik birgok farkl Grinin bilesiminde yer almasinin yani sira Turkiye'nin Uretim
ve ihracatinda lider ulke pozisyonunda olmasi nedeniyle de gida sanayi agisindan
onemli bir gidadir. INC (Uluslararasi sert kabuklu ve kuru meyve konseyi) 2004-
2010 verilerine gore Dunya findik Uretiminin yaklasik % 70’ i, ihracatinin ise %79’

u Turkiye tarafindan gercgeklestiriimektedir.

Kavurma iglemi findigin temel proses basamaklari arasinda yer almaktadir. Bu
islem ile findigin flavor, renk ve tekstlrl olumlu yénde etkilenirken ayni zamanda
findik zarinin uzaklastirilmasi, enzim inaktivasyonu, mikroorganizma yikimi
saglanir. Renk, flavor ve tekstirdeki degisimler findigin kavrulmasi sirasinda
suyun uzaklasmasi, lipit oksidasyonu ve E.O.E. reaksiyonlari sonucunda meydana
gelir (Ozdemir et al., 2001).

Lipitlerin E.O.E.’deki rolinu belirlemek Uzere birgok calisma, model sistemler
uzerinde gergeklestiriimig ve lipitlerin bu reaksiyonlardaki rolintn karbonhidratlarin
Maillard reaksiyonundaki roline benzer oldugu gorulmustiur (Hidalgo and Zamora,
2000). Maillard reaksiyonunda oldugu gibi okside lipit-protein interaksiyonlari da
birbiriyle baglantili ¢cok sayida reaksiyonlardan olusmaktadir (Hui et al., 2006).
Farkl yag asitlerinin oksidasyonu sonucu ¢esitli oksidasyon urunlerinin olusumu
ve farkli reaktif protein kalintilarinin varligi kompleks reaksiyonlarin olusumunda
etkili olmaktadir. Reaktif Ozellikteki reaksiyon ara drunleri  dusuk
konsantrasyonlarda bulunduklarindan ve izolasyon sirasinda da reaksiyona
girmeye devam ettiklerinden analizleri glu¢lesmektedir. Bu nedenle yakin zamanda
sinirl sayida reaksiyon arunu izole edilebilip, tanimlanabilmigtir (Hidalgo and
Zamora, 2000). Okside lipitlerin neden oldugu esmerlesme reaksiyonlari
sonucunda dustk molekdl agiriginda renkli bilesik ve yuksek molekul agirliginda
polimerlerin olustugu 6ne surilmektedir fakat bu Grinlerle ilgili hentz kantitatif veri

bulunmamaktadir (Hidalgo and Zamora, 2011).

Findik bilesiminde ortalama % 61,21 yagd, % 17,30 karbonhidrat, % 15,35 protein
ve % 3,9 su bulunmaktadir. Findik yagi bilesimindeki yag asitlerinin % 75,2 - %
84,2 si oleik asit, % 7,9 - % 18,5 kadari linoleik asittir. Toplam seker miktari kuru



maddede % 2,8 - 7,9 arasindadir. Toplam sekerin yalnizca kuguk bir bolumu

glukoz ve fruktozdan olugsmaktadir (Alasalvar et al., 2003; Koksal et al., 2005).

Kompozisyonu dikkate alindiginda, findigin lipit oksidasyonu ve E.O.E.
reaksiyonlari arasindaki iligkinin gida sistemlerinde arastiriimasi igin uygun bir

materyal oldugu gorulmektedir.

Bu calismada findigin kavrulmasi sirasinda gerceklesen lipit oksidasyonunun
Maillard reaksiyonuna katkisi arastiriimistir. Calisma kapsaminda oncelikle findik
yaginin isitiimasi ile olusan ve karbonil grubuna sahip baskin oksidasyon urunleri
belirlenmistir. Daha sonra findik yagi ve farkli amino asitlerden olusan model
sistemler Uzerinde calisiimisgtir. Model sistemlerin isitilmasi sirasinda amino asit
ve daha once belirlenen lipit oksidasyon urunleri bunlarin miktarlari arasindaki
degisim ve reaksiyon urUnleri incelenmigtir. Son olarak findigin kavrulmasi
sirasinda meydana gelen amino asit, gseker miktarindaki degisim ile 5-

hidroksimetilfurfural (HMF), furosin olusumu izlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lipit Oksidasyonu
2.1.1. Lipit oksidasyonu ve gidalardaki 6nemi

Gerek gida uzerindeki etkileri gerekse karmasik reaksiyon yapisi dusunuldagunde
lipit oksidasyonu, gida bilimi acgisindan o6nemli reaksiyonlar arasinda yer
almaktadir. Hos olmayan koku, flavor ve tat olusumu ile gida kalitesi, toksik
reaksiyon urunlerinin olusumu ile gida guvenligi olumsuz yonde etkilenmektedir
(Frankel, 1980). Oksidasyon sonucu, ransit tat ve kokunun olugsmasi gida
tuketilebilirligini olumsuz etkilerken olgunlastiriimis peynir ve kizartiimis gidalarda
oldugu gibi bazi durumlarda ise arzu edilen tat ve kokunun olusmasi i¢in sinirl

seviyede lipit oksidasyonu istenmektedir (Fennema et al., 1996).

Lipit oksidasyonu serbest radikal zincir reaksiyonudur ve baslangig, ilerleme,
dallanma ve sonlanma olmak uzere 4 asamadan meydana gelir. Yag asidinin
oksijenle reaksiyona girerek serbest radikal (L") olusturmasi termodinamik olarak
zordur (aktivasyon enerijisi: 35 kcal). Bu nedenle ilk serbest radikal olusumu igin
katalizér gereklidir. Serbest radikal olusumu, metal katalizérler, 1sik etkisiyle veya
direkt olarak termal ayrilma, hidroperoksit dekompizosyonu sonucu gergeklesebilir.
Reaksiyonda etkili katalizorlere bagli olarak reaksiyon mekanizmasinda degisiklik
olmakta ve oksidasyon peroksidasyon, fotooksidasyon gibi farkli isimlerle
aniimaktadir (Schaich, 2005; Belitz et al., 2009).

Baslangi¢c asamasinda, yag asidi zinciri Uzerindeki ¢ift baga komsu C atomundan
H ayriimasi ile alkil radikali (L*) olugsur ve acikta kalan tek elektron delokalize
olarak zincir Uzerinde ¢ift bagin yer degistirmesine neden olur. ilerleme
asamasinda, serbest radikal zincirine ayni bdlgeden O, eklenerek peroksil
radikalleri (LOO’) olusur. Peroksil radikalleri tarafindan yag asitlerinden ve diger
molekullerden (LH) H ayriilmasi ile hidroperoksit ve yeni serbest radikaller olusur.
Olusan serbest radikaller oksijenle reaksiyona girer. Bu sekilde tekrarlanan
reaksiyon serisi, reaksiyonun otokatalitik olarak ilerlemesini saglar. Oksidasyon
reaksiyonlarinin yeni bir agil zincirinden ¢ok ayni molekil Gzerinden devam etme
egiliminde oldugunu destekleyen birgok bulgu mevcuttur (Schaich, 2005).
Reaksiyon hidrojen kaynagi kalmayincaya kadar veya zincir reaksiyonu

durduruluncaya kadar devam eder.



Kesfedilen ilk lipit oksidasyon drunu olan hidroperoksitler kismi stabil 6zellikte
olduklarindan kompleks reaksiyon serisinin baglamasinda etkili olmaktadirlar.
Peroksi ve alkoksi radikallere pargcalandiktan sonra aldehit, keton, alkol, asit ve
laktonlar gibi sekonder reaksiyon urunlerini olugtururlar (Benzie, 1996; Lundberg et
al., 1947; Schaich, 2005). Sekonder reaksiyon drunleri gidalarda bozulmus tat,
flavor ve tekstlr, insan vicudunda ise olumsuz etkileri olan reaksiyonlardan
sorumludurlar (Eldin et al., 2003).

Sonlanma asamasinda ise parcalanma reaksiyonlari sonucu olusan alkil, alkoksi
ve peroksi radikalleri birleserek daha stabil, dimer ve dimer benzeri Urunleri

olustururlar.

ilerleme

(L' +0, —> LO,

(2)LO; +LH —> LOOH + L
(3)LO'+LH ——> LOH +L’
Dallanma

(4) LOOH ——> LO + OH
(5)2LOOH ——> LO, +LO +H,0
Sonlanma

6)2L —>

(7)L*+ L0, —> Stabil driinler
(8)2LO0, —>

Sekil 2.1. Lipit oksidasyonu asamalari (Belitz et al., 2009)



Model sistem c¢alismalari, otooksidasyon oraninin, yag asidi kompozisyonu,
doymamiglik derecesi, prooksidan ve antioksidan varligi ve aktivitesi, oksijenin
kismi basinci, oksijenle temas eden yuzey alani ve depolama kosullarindan
(sicaklik, 151k, nem) etkilendigini gostermistir. Bu faktorlerin disinda lipit yapisi ve
triacilgliserol molekulindeki doymamis yag asidinin pozisyonu da otooksidasyon
oranini etkilemektedir. Miyashita and Takagi (1986), serbest oleik, linoleik ve
linolenik asidin metil esterlerine kiyasla daha hizli otooksidasyona ugradigini
goOstermigler ve serbest yag asidi Uzerindeki karboksil gruplarinin hidroperoksitlerin
dekompozisyonunda katalitik aktivite gostermesinin bu durumun olugsmasinda etkili
olabilecegini o6ne surmuslerdir (Eldin et al., 2003). Ayrica triagilgliserol
molekulinde 1 ve 3 pozisyonlarinda bulunan doymamig yag asitleri 2

pozisyonunda yer alanlara gore daha hizli okside olmaktadir (Belitz et al., 2009).

2.1.2. Otooksidasyon agsamalari

2.1.2.1. Baslangic

Doymamis yag asidi oksidasyonu genellikle duraklama fazi veya daha c¢ok
indiiksiyon periyodu olarak bilinen baslangic asamasi ile baslar. indiksiyon
periyodunun uzunlugu ve oksijen kullanim orani; yag asidi kompozisyonu,
ortamdaki prooksidan-antioksidan ve katalizér varligina baghdir. Daha fazla allil
grubu varliginda induksiyon periyodu kisalmakta ve oksidasyon orani artmaktadir
(Belitz et al., 2009).

Zincir reaksiyonlarinin baglamasina neden olan ilk hidroperoksitlerin olusmasi ile
ilgili mekanizma hala tam olarak bilinmemektedir. Termodinamik olarak oksijen,
spin durumlari farkli oldugundan direkt cift bagla reaksiyona giremez. Bir atomdaki
elektronlarin toplam agisal momentumu 2S+1 ile ifade edilir (S: Toplam spin). Eger
atom oksijen gibi en dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduruyorsa
spinlerinin birbirine paralel veya antiparalel konumda olmasina goére iki farkli hal
s6z konusu olur. Oksijen i¢in bu haller triplet, 30, [2(’2 + '2) + 1 = 3] ve singlet,
102 [2("2 - 72) + 1 = 1] olarak adlandiriimistir. Singlet durumdaki oksijen triplet
durumdaki oksijenden daha elektrofiliktir ve elektron yogunlugunun fazla olmasi

durumunda triplet oksijene gore 1500 kat hizli reaksiyon vermektedir. Singlet



oksijenin fotooksidasyonun baslamasinda etkili oldugu dusunulmektedir (Fennema
et al., 1996).

Temel haldeki oksijen triplet durumda (iki serbest elektron farkli orbitallerde, ayni
spin yonunde ve net pozitif agisal momentuma sahip) iken c¢ift bag, singlet
durumda (ortaklanmamis elektron ¢ifti yok, ortaklanmig elektronlar ayni orbitalde
ve farkli spin yonunde, net agisal momentum yok) bulunur. Kuantum mekanigine
gbre reaksiyon sirasinda spin agisal momentumunun korunmasi, ¢ift bagin
uyarilarak triplet duruma gecirilmesi gerekir. Bunun igin de yuksek miktarda
aktivasyon enerjisine (Ea = 35-65 kcal/mole) ihtiya¢ duyulur (Schaich, 2005). Bu
nedenle direkt reaksiyon gerceklesemez. Reaksiyonu baslatan madde veya
katalizor, lipit ya da oksijenden elektron uzaklagtirarak veya oksijenin elektron
spinini degistirerek spin bariyeri asilir ve lipit oksidasyonu baslatilir. Sadece iz
miktarda katalizore ihtiya¢ duyuldugundan spontan ve Kkatalizorun olmadigi
dusundlen birgok durumda aslinda kontaminantlar, belirlenememis veya dikkate
alinmamis kosullar etkilidir. Reaksiyonu baglatan veya katalizleyen maddelerden
bazilari sdyle siralanabilir: Metal, 1sik, sicaklik, lipoksigenaz, hem proteinleri ve
porfirinler, ozon ve serbest radikaller (Schaich, 2005). Temel haldeki oksijen ve

cift bagin spin durumlari Sekil 2.2’de gosterilmistir.

Ao R
0O—0 + —(C=C— %» ROOH
Triplet Singlet

Sekil 2.2. Oksijen ve ¢ift bagin triplet ve singlet durumlari (Schaich, 2005)

Serbest radikaller tarafindan hidrojen koparilmasi genelde oldukg¢a spesifiktir ve
tercihen C-H bag enerjisinin en dusuk oldugu allilik hidrojende meydana gelir.

Bulundugu pozisyona gore H bag enerjisi Cizelge 2.1’ de gosterilmistir.



Cizelge 2.1 Acil zincirinde farkli pozisyonlarda bulunan hidrojenlere ait bag
enerjileri (Schaich, 2005)

E (kJ/mol)  E (kcal/mol)

H—CH=CH; 431 105
H—CH,—CH,—CHj 419 99
H—CHy—CH=CH, 356 85
R—HCH—CH=CH—CH,—CHg 322 77
R(CHy=CH)—HCH—CHy— 310 74
R—CH=CH—HCH—CH=CH— 272 65
ROOH 377 90

2.1.2.2. ilerleme

Allilik hidrojenlerin uzaklastiriimasi ile serbest kalan elektron rezonansla stabilize
edilen ¢ift bag boyunca dagitilir. Merkezde elektron yogunlugu fazlayken, dis
pozisyonlarda elektron yogunlugu kismen daha dusuktur. Bu nedenle oksijen en
digtaki noktalara baglanarak peroksil radikali (LOO") olusturma egilimindedir
(Schaich, 2005).

0,

= AN —H \m/
y \ /

H

€ yogunlugu dusuk noktalar

Sekil 2.3. Oksijenin ¢ift baga eklenmesi (Schaich, 2005)

Peroksil radikalleri (LOO) tarafindan H transferi

Oleik asit zinciri Uzerindeki 8. ve 11. C atomundan H ayriimasi ile iki allilik radikal
sonrasinda allilik radikallere sirasiyla oksijen ve hidrojen eklenmesi sonucu
izomerik hidroperoksit karisimi (8-, 9-, 10-, 11-) olusur. Olusan bu 4 izomer cis ve
trans izomerleri de dikkate alindiginda 8 farkl sekilde bulunabilir (Neff et al., 1978;
Haslbeck and Grosch, 1983; Frankel et al., 1984; Porter et al., 1994; Eldin et al.,

2003). Sekil 2.4°de oleik asitten monohidroperoksitlerin olusumu gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Oleik asidin otooksidasyonu ve primer oksidasyon urunleri (Belitz et al.,
2009)

Linoleik asit 1,4-pentadien yapisi nedeniyle propen yapidaki oleik aside goére
oksidasyona daha duyarhdir. Yag asidi zincirinde cift bag varli§i ¢ift baga komsu
karbon atomundaki C-H bagini zayiflatir ve H ayrilmasini kolaylastirir. Bisallilik C-
H bagi igin disosiasyon enerjisi ~85 + 3 kcal/mol iken monoallilik C-H bagi igin
disosiasyon enerjisi ~10 kcal/mol daha yuksektir (Reich and Stivala, 1969; Wu et
al., 1978; Porter, 1986; Gardner, 1989; Eldin et al., 2003). iki ¢ift baga komsu
pozisyonda bulunan 11. C atomundan H ayrilmasi ile ara urun olarak pentadienil
radikali, sonrasinda 9- ve 13-dien hidroperoksit karigimi olusur. Olusan her ki
hidroperoksit hem cis-trans hem de trans-trans formlarinda bulunabilmektedir.

Sekil 2.5’te linoleik asitten monohidroperoksitlerin olusumu goésterilmistir.
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Sekil 2.5. Linoleik asidin otooksidasyonu ve primer oksidasyon urtnleri (Belitz et
al., 2009)

Alkil radikalinin (Le) peroksil radikali (LOO¢) olusturmak Uzere oksijenle reaksiyonu
hizli gerceklesirken sonrasinda baska bir hidrojen kaynadindan (doymamis yag
asitleri, antioksidan gibi) H transferinin yavas gergceklesmesi radikal olusum hizini
sinirlandirmaktadir (Knothe, 2007; Belitz et al., 2009).

Peroksil radikalleri tarafindan H koparilmasinda Ug¢ faktor etkilidir: 1- Lipit ve
solventte bulunan kullanilabilir H kaynagi 2- Ortam viskozitesi 3- Sicaklik (Walling
and Padwa, 1963; Schaich, 2005). H kaynagi olarak sadece lipit allil gruplarinin
bulundugu protonsuz solventler i¢in yag asidi zincirlerinin etkilesiminin artttigi
yuksek lipit konsantrasyonunda ve bisallilik H’ e sahip ¢oklu doymamig yag asitleri
varliginda H koparilmasi kolaylagmaktadir. Zincir uzunluklarinin buyuk olgtude
kisaldigi dusik viskozitedeki ortamlarda da H kopariimasi kolaylasmaktadir
(Factor et al., 1965; Porter et al., 1995; Schaich, 2005). Ote yandan solvent veya
sistemdeki diger bilesikler H igeriyorsa, lipit disindaki bolgelerden kompetitif olarak
H koparilir. Bu durumda radikaller sonimlenerek zincir reaksiyonlari devam etmek
yerine sonlanmaktadir. YUksek sicakliklarda ise termal enerji, bag disosiasyon

enerjisini dusurdugu icin H kopariimasi kolaylagsmaktadir.



Peroksil radikallerinin (LOO) yeniden diizenlenmesi ve siklizasyonu

Ozellikle 3 veya 4 cift baga sahip ¢oklu doymamis yag asitlerinde ve peroksil
grubu i¢ pozisyonlarda olan radikallerde siklizasyon gorulmektedir. Ortamda uygun
H bulunmadiginda, peroksil radikalleri molekul igi ¢ift baglara eklenerek elektron
c¢ifti bulur ve halka yapida bilesikler olustururlar. Linolenik asit peroksil
radikallerinin % 25’ inin, arasidonik asit peroksil radikallerinin ise % 33’ Undn
peroksil grubu i¢ pozisyondadir. Bu nedenle linolenik ve arasidonik asidin siklik
peroksit olusturma egilimi fazladir. Linolenik asit peroksil radikallerinden halka yapi

olusumu Sekil 2.6’da gdsterilmistir.

vVVAVA — v VAVA —
N p
00 0-0
— — R
N
L,H
L.z'
HOO 0O-0

Sekil 2.6. Linolenik asit peroksil radikallerinin siklizasyonu (Schaich, 2005)

Halka yapinin olugsmasinin ardindan oksijen eklenmesi ile sekonder peroksil
radikalleri olusur. Olusan radikaller bir H kaynagindan H kopararak hidroperoksi

epidioksitleri olustururlar. Bu sekilde zincir reaksiyonlari devam ettirilir.

Reaksiyon i¢cin gerekli cis-¢ift bag - hidroperoksit yapisi (homoallilik)
bulunmadigindan linoleik asit otooksidasyon sirasinda siklizasyon ile epidioksit
olusturamaz. Fakat linoleik asidin fotooksidasyonu sonucu dis pozisyonlarda (9-,
13-) hidroperoksit olusumuna vyakin miktarda i¢ pozisyonlarda (10-, 12-)
hidroperoksit olusumu s6z konusudur. Hidroperoksit grubu i¢ pozisyonda bulunan
hidroperoksitler siklizasyon icin gerekli cis-Gift bagd yapisina sahiptirler. Bu

hidroperoksitlerden H kopariimasi ile olusan peroksil radikalleri siklizasyona

10



ugrayarak yuksek miktarda hidroperoksi epidioksit ve epidioksi-hidroperoksitleri
olustururlar (Frankel et al., 1979; 1982; Mihelich, 1980; Schaich, 2005). Bu olusum
Sekil 2.7°de gosterilmigtir:

Sekil 2.7. Hidroperoksi epidioksit ve epidioksi-hidroperoksit olugsumu (Schaich,
2005)

Epidioksit-OO" radikalleri ¢ok reaktif olduklarindan ¢ok ylksek olmayan
sicakliklarda bile dimerizasyon egilimindedirler (Neff et al., 1988; Schaich, 2005).

Bu durum analizlerini zorlagtirmaktadir.

Cift baga peroksil radikalinin (LOO’) eklenmesi

Uygun H miktari sinirh oldugunda (protonsuz solventlerde, dugsuk sicaklikta),
konjuge, terminal pozisyonda veya 1,1 disUbstitie ¢ift bag varhiginda LOO
eklenme reaksiyonu kompetitif olarak gerceklesir (Hiatt and McCarrick, 1975;
Schaich, 2005). Gardner’ a (1989) gére LOO', oksidasyon UrUnlerinin konjuge gift
baglarina oldugu kadar okside olmamis linoleik asit ¢ift baglarina da eklenerek

ayni tip reaksiyon urUnleri olusturmaktadir (Schaich, 2005).

Peroksil radikallerinin ¢ift baga eklenmesi sonucu monomer (epoksitler ve
epidioksitler), dimer ve polimer reaksiyon Urlnleri olusur. Sonrasinda devam eden
reaksiyonlarla yeni pozisyonlarda olugsan peroksil ve alkoksi radikalleri, zincir

reaksiyonlarinin ilerlemesini saglar.
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Sekil 2.8. Peroksil radikallerinin ¢ift baga eklenmesi (Schaich, 2005)

Peroksil radikalleri ¢ift baga eklendiginde 1,3 siklizasyonu sonucu epoksitler ve
allilik radikaller sonrasinda ise allilik radikallere oksijen eklenmesi ile yeni peroksil
radikalleri olusur (Sekil 2.8.). Olusan peroksil radikallerine hidroperoksit eklenmesi
sonucu polimerizasyon gerceklesebilir veya H transferi ile stabil dihidroperoksit

dimerleri olusarak radikal zincir reaksiyonlari devam eder.

Cift baga LOO" eklenmesi ve LO" siklizasyonu ile olusan epoksitler major lipit
oksidasyon Urunleri arasinda yer almaktadir. Bu reaksiyon sicaklik, oksidasyon
miktari ve solvent polaritesi arttikga artmaktadir. (Mounts et al., 1970; Frankel et
al., 1988; Haynes and Vonwiller, 1990; Schaich, 2005)

2.1.2.3. Dallanma

Molekdul i¢i dizenlenme ve eklenme reaksiyonlari peroksil radikalinin H kopararak
hidroperoksite donusmesinden 0©once gerceklesmektedir. Fakat oksidasyon
sirasinda alkoksi radikali sadece hidroperoksit dekompozisyonu sonucunda
olusur. Bu nedenle alkoksi radikaline ait reaksiyonlar sekonder reaksiyonlar olarak

ifade edilmektedir.

ilerleme asamasinda hidroperoksit olusum hizi parcalanma hizindan daha
buyuktur. Hidroperoksit miktari belirli bir kritik degere ulastiginda, dallanma

asamasinda ise hidroperoksit parcalanma hizi daha buyuktir (Schaich, 2005).
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Her bir hidroperoksit, peroksit grubunun molekuldeki konumuna baglh olarak
spesifik pargalanma Urunleri olusturur (Waters, 1971; Schaich, 2005). Sonrasinda
gerceklesen oksidasyon ve dekompozisyon reaksiyonlariyla ugucu, ugucu

olmayan, polimerik sekonder oksidasyon urunleri olusur.

Hidroperoksit dekompozisyonunun ilk asamasinda hidroperoksit grubundaki O-O
bagi koparak alkoksi ve hidroksi radikalleri olusur. Alkoksi radikali (LO") peroksil
radikaline (LOO") gore daha reaktiftir fakat hidroperoksit pargalanmasi devam ettigi
surece ortamda baskin olarak bulunmaktadir. Hidroksil radikali (HO") ise asiri
miktarda reaktif olup secici 6zellik gostermeyerek acil zinciri boyunca herhangi bir

yerden H koparabilir. Ayrica kolaylikla ¢ift baga eklenebilir (Schaich, 2005).

Peroksil radikalinin (LOO' ) disproporsiyonu

Peroksil radikallerinin rekombinasyonu sonucunda stabil reaksiyon urunleri
olustugundan bu reaksiyon genellikle sonlanma asamasi igerisinde dusunuldr.
Fakat stabil reaksiyon Urunlerinden ¢ok yeni alkoksi radikallerinin olustugu 2.
reaksiyon (Sekil 2.9.) dikkate alindiginda ilerleme asamasi kapsaminda da ele

alinmaktadir.

R|OO' + RgOO' — [R;0000R;] ——= R|O. + .OOORg —

‘ RO + O, + °‘OR, 1
R|OOR2 + Og

2

Sekil 2.9. Peroksil radikallerinin rekombinasyonu ve disproporsiyonu (Schaich,
2005)

1. reaksiyon okside olmus lipitlerde, protonsuz solventlerde gerceklesir. Polar
solventler veya sulu ¢ozeltilerde B-ayriima tepkimesi tercih edilir ve LOO
dekompozisyonu onemli Olgide artar. Bu durumda reaksiyon ilerlemeden ¢ok
sonlanma reaksiyonu olarak onem kazanir (Walling et al.,1970; Heijman et al.,
1985; Schaich, 2005).
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Peroksil radikallerinin (LOO) B- ayrilma tepkimesi

B- ayriima tepkimesi ile peroksil radikalinde C-O bagi kirilir ve O, agiga ¢ikar.
Linoleik asit i¢in B- ayrilma tepkimesi, allilik pozisyonlardan H transfer edilmesi ile
rekabet eder (Porter et al., 1981; Schaich, 2005). B- ayrilma tepkimesinin dnem
kazandidi bir diger durum da yuksek sicakliklarda izomer dagihiminin ve buna
bagli olarak son urtnlerin degisiminde etkili olmasidir. Isitma sirasinda 13-OOH
9-O0OH yo6nunde izomerizasyon gergeklesir (Smith and Waters, 1969; Schaich,
2005).

Alkoksi radikalleri (LO’) tarafindan H transferi

LO" radikalinin H transferi LOO" radikaline gére oldukga hizli (k~107-108 L M s™)
gerceklesir. Ayrica LOO" daha ¢ok bis allilik hidrojenlere etki ederken, LO" hem
allilik hem de bisallilik hidrojenlere etki ederek daha az segici 6zellik gdsterir (Bors
et al.,, 1987; Micheal et al., 1987; Schaich, 2005). Allilik hidrojenler o6zellikle
sekonder alkoksi radikaller tarafindan uzaklastiriima egilimindedirler. Bu nedenle
lipit oksidasyonunda Sekil 2.1’de gdsterilen klasik radikal zincir reaksiyonu tercih
edilir (Kochi, 1973; Schaich, 2005).

R|_CH"‘R2 + LH —— R|_CH"'R2 + L
| |
O* OH

Sekil 2.10. Alkoksi radikalleri tarafindan lipit zincirinden H transferi (Schaich, 2005)

LO' radikali tarafindan diger lipit zincirlerinden H uzaklastirilmasi, H kaynagi olarak
sadece lipit allilik grubunun bulundugu durumda en etkili sekilde gerceklesir. Lipit
miktarinin orta seviyede olmasi halinde, H kopariimasi i¢ dizenleme ve ayrilma
reaksiyonlari ile rekabet ederken dusuk miktarda lipit olmasiI durumunda 6nemsiz
hale gelir (Walling and Padwa, 1963; Kulik et al., 1998; Schaich, 2005).

LO lipit hidroperoksitlerinden H uzaklastirarak hidroperoksit parcalanmasinda ve
dallanma reaksiyonlarinin baglamasinda etkilidir. Hidroperoksit hidrojeni i¢in bag

disosiasyon enerjisi allilik hidrojene gére daha yuksek olmasina ragmen LO" ve
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LOOH arasindaki H bagi, kopma igin gereken aktivasyon enerjisini buyuk ol¢ide
azaltir (Avila et al., 1995; Schaich, 2005).

LO* + LOOH — LOH + LOO®*

Sekil 2.11. Alkoksi radikalleri tarafindan hidroperoksitlerden H transferi (Schaich,
2005)

Bol miktarda H kaynagi iceren solventlerde LO" tarafindan H koparilmasi daha
hizli gergeklesir fakat reaksiyonun zincir reaksiyonlarinin gelismesindeki etkisi

azalir.

Yiksek sicakliklar (T>100 °C) H uzaklastiriimasindan g¢ok ayrilma reaksiyonlarini
artirdigindan yuksek sicakliklarda oksidasyonun sekonder agsamalari baskin hale

gelmektedir

Alkoksi radikallerinin (LO’) yeniden diizenlenmesi ve siklizasyonu

Alkoksi grubundaki oksijenin komsu cift baga eklenmesi ile siklizasyon gergeklesir

ve epoksit, epoksiallilik radikaller olugur. Reaksiyon Sekil 2.12.’de gorulmektedir.

’ (@]
9 /\

R,—HCH=CH—CH=CH—CH—-R, —> R,—HCH=CH—CH—CH—CH-R,

Sekil 2.12. Alkoksi radikallerinin siklizasyonu (Schaich, 2005)

LO siklizasyonu ile epoksit olusumu, lipit miktari disik oldugunda (Mayo et al.,
1967) veya yluzeyde yogunlastiginda (Wu et al., 1977; 1978), oda sicakliginda
(Bors et al., 1984), oksijen basincinin dusik oldugu durumlarda, (Mayo et al.,
1967) proton icermeyen solventler igin baskin reaksiyon olmaktadir (Schaich,
2005).

Oda sicakhginda siklizasyon reaksiyonlari baskinken sicaklik arttikga H transferi
ve ayrilma reaksiyonlari énem kazanir. 100 °C’ den yliksek sicakliklarda yeniden

dizenlenme reaksiyonlari minor etkiye sahiptirler. Fotooksidasyon sonucu yuksek
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konsantrasyonlarda siklik Gran olusur (Neff, 1980). Bu drunlerin seviyesi ve
pozisyonel dagilimi otooksidasyon ve fotooksidasyonun ayrilmasinda belirleyici

olabilir.

Alkoksi radikallerinin (LO) cift baga eklenmesi

Cift baga alkoksi radikali eklenmesi (Sekil 2.13.) peroksi radikali eklenmesi kadar
kolay gerceklesmemektedir. Alkoksi radikalleri allilik atak reaksiyonlarini tercih
etme egiliminde olduklarindan allilik hidrojenler oldugu surece H transferi ve i¢

dizenlenme reaksiyonlari baskin olmaktadir.

Sekil 2.13. Alkoksi radikallerinin ¢ift baga eklenmesi (Schaich, 2005)

Eklenme reaksiyonu, daha ¢ok lipit zinciri ve organik solventlerde énemli dl¢ide
gerceklesmektedir. Sulu c¢ozeltlerde de ayriima ve vyeniden duzenlenme

reaksiyonlarina kiyasla az miktarda bu reaksiyonlara rastlanmaktadir.

Alkoksi radikallerinin (LO’) B-ayrilma tepkimesi

B-ayriima tepkimesi ile alkoksi grubunun herhangi bir tarafindaki C-C bagi kirilir.
Reaksiyon sonucunda karbonilli molekuller, serbest radikaller, aldehitler, alkanlar,
okzo-esterleri iceren Urln karisimi meydana gelir (Chan et al., 1976; Schaich,
2005). Alkoksi radikallerinin B-ayrilmasi aldehit grubundaki oksidasyon urUnlerinin

ana kaynagidir.

Boo o *
Rr%(IZH*%RZ — > R/ + CH-R, RCH + ‘R,
11
o 0 0

Sekil 2.14. Alkoksi radikallerinin B-ayrilma tepkimesi (Schaich, 2005)
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Ayrilma sonucu olusan bazi radikaller yeniden dizenlenerek radikal olmayan
urtnlere donusurler fakat gcogu H kopararak radikal zincir reaksiyonlarini devam
ettirir. Doymamis pargalanma Urunleri Ozellikle konjuge dien yapida olanlar
oksidasyon egiliminde olduklarindan gergeklestirdikleri reaksiyonlar ile zincir
dallanmasina katki saglarlar. Radikallerin solventten H koparmasi, reaksiyon igin
yurutlct kuvvet olmakta, ayrilma reaksiyonlari polar solventlerde nonpolar organik
solventlere gére 10-100 kat daha hizli gergeklesmektedir (Baignee et al., 1983;
Baciocchi et al., 2002). Yuksek sicakliklarda alkoksi radikallerin B-ayriimasi
oksidasyonun ilerlemesine buyuk Olglide katki saglamaktadir (Kochi, 1973;
Schaich, 2005).

Peroksit (LOOH) dekompizosyonu

Yuksek peroksit konsantrasyonunda, peroksit molekulleri H bagi ile birleserek
dimer olusturur. Daha sonra bimolekller dekompozisyon sonucunda oksidasyon
blaylk o6lgude hizlandirilhir (Hiatt and McCarrick, 1975; Sliwiok, 1974; Schaich,
2005). Sekil 2.15'te dimerlesme ve pargalanma reaksiyonlari gosterilmigtir.

2LOOH —> LOPH.HOOL — LO' + H,0 + ‘OOL

Sekil 2.15. Peroksitlerin dekompozisyonu (Schaich, 2005)

2.1.2.4. Sonlanma

H uzaklastiriimasi veya radikal sbnumleme reaksiyonlari yeni radikal olusumundan
daha hizli gergeklesiyorsa oksidasyon yavaglamaya basglar fakat radikal zincir
reaksiyonlarinin tamamen durdurulmasi zordur. Bu nedenle sonlanma,

terminasyon terimi butun reaksiyondan ¢ok tek bir radikal igin kullaniimaktadir.

Radikal rekombinasyonlari ve stabil olmayan reaksiyon urunlerinin H ile birlesmesi

ile stabil reaksiyon urunleri olugmaktadir.

Sicaklik ve oksijen basinci radikal rekombinasyon iz yolunun belirlenmesinde Kilit

oneme sahiptir. Alkil radikali (L) reaksiyonlari, diguk oksijen miktari ve yuksek
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sicaklikta (oksijen ¢ozunurlugu azalir) baskinken oksijen basincinin yuksek oldugu
durumlarda peroksil radikali (LOO") reaksiyonlari artmaktadir (Bolland, 1949;
Schaich, 2005).

Sekonder peroksil radikalleri hizli bir sekilde birleserek (2k=108-10° M s") alkol,
keton, alkan, agil peroksit ve peroksil radikalleri gibi bir¢ok farkli Grin grubunu
olustururlar (Schieberle et al., 1979; Grosch et al., 1984; Schaich, 2005). Sekil
2.16’da peroksil radikallerinden radikal ve radikal olmayan Urdnlerini olusumu igin

Onerilen mekanizma verilmistir:

(I)O' R, R, (I)H (I?
I I
2 RiICHR, — HC-0000-CH — RCHR, + R|CR, + O,
I I Radikal olmayan
Ry R; sonlanma
00° o° R;H
1 1 (|)| ?
2 R,(IZR3 — 2 R,(IZR3 + 0 — R|C—R, + Rj
R R, | ] ~ R;00°
Radikal
ilerleme
“Russell” tetroksit .
. / (80-90%) > 2RO" + O
2 ROO® — [RO "0, " OR] .
\. A0 = ROOR + 0O, Radikal olmayan
sonlanma

Sekil 2.16. Peroksil radikallerinden radikal ve radikal olmayan Urunlerin olugsumu
(Schaich, 2005)

LOO' rekombinasyonu sadece oleik asit icin temel sonlanma reaksiyonudur.
Doymamisglik derecesi arttikgca i¢ duzenlenme reaksiyonlarina (epoksit vd.

olusumu) egilim artmaktadir.
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Oksijen basinci sinirlandirici olmadigi stirece LOO" rekombinasyonu ilerleme
reaksiyonu niteligindedir ve reaksiyon sonucu radikal olmayan Urdnlerin olusumu
azdir. Sicaklik arttiginda ise B ayrilma tepkimesi ile peroksil radikalinden oksijenin
uzaklasmasi baskin hale gelir. Alkoksi ve alkil radikallerinin rekombinasyonu igin

Onerilen bazi mekanizmalar Sekil 2.17°de gosterilmigtir:

R,0° + R0 ——= R,00R, dimer

R,0° + R, — R|0R, peroksitler

Ri—CH—R, + R® — Ri—C—R, + RH
| Il
o* O

ketonlar, alkanlar

R|—CIH—R3 + RO® —— R|—C—R, + ROH ketonlar, alkoller
o O

Ri + R; — R,—R, alkan polimerleri

Sekil 2.17. Alkoksi ve alkil radikallerinin rekombinasyonu (Schaich, 2005)

Lipit molekulleri polar veya nonpolar solventler igerisinde seyreltik olarak
bulunuyorsa rekombinasyon reaksiyonlari énemini kaybetmektedir. Peroksil ve
alkoksi radikalleri herhangi uygun bir kaynaktan, lipit olmayan molekuller de
(amino asitler, nukleik asitler, antioksidanlar, karotenoidler, karbonhidratlar) dahil
olmak uzere H koparabilirler (Gardner et al., 1972; 1976; Yang and Schaich,
1996). Bu durumda lipit radikali sénumlenerek radikal zincir reaksiyonlari
durdurulur. Fakat protein veya karbonhidrat gibi lipit olmayan molekullere radikal
transferi oldugundan lipitlere benzer oksidasyon prosesi bu molekullerde de
meydana gelir. Bu acgidan dusundldugunde lipitler gidalarda ve biyolojik
sistemlerde genis caph oksidatif hasara neden olmaktadir (Karel et al., 1975;
Pryor, 1978).
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2.3. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlari

Esmerlesme reaksiyonlari gidanin islenmesi ve depolanmasi sirasinda meydana
gelen en dnemli kimyasal olaylar arasinda yer almaktadir. Baslica enzimatik ve
E.O.E. reaksiyonlar olarak iki gruba ayrilirlar (Manzocco et al., 2001; Hui et al.,
2006). Gidalarin E.O.E. reaksiyonlari, farkli gida bilesenlerinin kompleks kimyasal
reaksiyonlari sonucu meydana gelir. Genel olarak, bu tip esmerlesmenin
karbonhidrat-protein reaksiyonlari (Maillard reaksiyonu) sonucunda olustugu
disunilse de diger gida bilesenlerinin de farkh mekanizmalarla E.O.E.
reaksiyonlarinda yer aldigi gosterilmistir (Hidalgo and Zamora, 2000). Maillard
reaksiyonu, karamelizasyon, askorbik asit degradasyonu, lipit oksidasyon urunleri
ve amino gruplar arasinda gerceklesen ve lipit esmerlesmesi olarak da

adlandirilan reaksiyonlar bu baslik altinda yer almaktadir.

2.3.1. Maillard reaksiyonu

Maillard reaksiyonu amino asit, peptit ve proteinlerin serbest amino gruplari ve
indirgen sekerlerin karbonil gruplari arasinda gergeklesir. Reaksiyon baslangig,
ara, ileri ve sonlanma olmak Uzere dort ana asamadan olusur. Reaksiyonunun

farkl basamaklarini gésteren genel reaksiyon semasi Sekil 2.18.’de gosterilmigtir.

Baslangic asamasinda nukleofilik 6zellikte olan primer amino gruplari karbonil
gruplan ile kondense olur ve bir molekil su kaybederek iminleri (Schiff bazi)
olustururlar. a pozisyonunda hidroksil grubu bulunmasindan dolay! (Sekil 2.19.)
iminler yeniden duzenlenme reaksiyonlari ile 1,2-eneaminolleri ve sonrasinda 1-
amino-1-deoksi-2-ketozlari (Amadori bilesikleri) olustururlar. Fruktoz gibi ketoz bir
seker benzer sekilde amino grubu ile reaksiyona girdiginde 2-Amino-2-deoksi-1-
aldozlar (Heyns bilesikleri) olugur. Bu bilesikler iminlere kiyasla daha stabil 6zellik
gosterirler (Belitz et al., 2009). Amadori bilesikleri, karakteristik flavor, aroma ve
kahverengi polimerlerin olusmasinda etkili olan bircok bilesigin prekirsor
molekuludur. Duyusal degisiklikler meydana gelmeden once olustuklarindan,
Maillard reaksiyonunun neden oldugu kalite degisikliklerinin erken tespiti igin
indikator olarak kullanilabilirler (Olano and Martinez-Castro, 1996; Hui et al, 2006).
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+
Aldoz |
-H

amino bilesigi

N-siibstitiie glikozilamin

.0 A
B Amadori
diizenlenmesi
Amadori diizenlenmesi iininii (ARP)
(1-amino-1-deoksi-2-ketoz)
-3H,0
i s c|-21,0 D
HMF ve furfuralin . . .
Schiff bazi Seker [Pan;alanma tirlinleri (asetol, diasetil, piriivaldehit vb.)
+ amino asit, - COz
! ! Strecker
-amino i —2H ) N degradasyonu
bilesigi Rediikton = Dehidrorediikton .
+
'—4{ Aldehit
+H,0
F F F
Hidroksimetilfurfural ] F Aldol ve N icermeyen
veya furfural | polimerler
+ amino G ; o G G
G bilegigi +amino + amino +amino + amino
| bilesigi bilesigi + Dilesidi | bilegigi

[

Melanoidinler (kahverengi azotlu polimer ve kopolimerer)

)

Sekil 2.18. Maillard reaksiyonunun farkli boluimleri (Hodge 1953, Ames 1990)

HC=0
H~C~OH
HO~C-H
H-C~OH
H~C~OH
H,C—OH

Glukoz

Sekil 2.19. Amadori bilesigi olugsumu

HC—H R H,C H R
T 2y
- HO-C-H . HO—C-H
-~ i
H~(?—OH H—(IS—OH
H—(;—OH H—’(I‘wOH
H,C—OH H,C—~0OH
1,2-Eneaminol 1-Amino-1-deoksi-ketoz

Amodori Bilesigi
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Ara asamada Amadori bilesikleri pargalanir ve gesitli degradasyon urunleri, reaktif
ara urunler (3-deoksiozon), ugucu bilesikler olusur. Amadori bilesikleri, 1-, 3-, 4-
deoksidikarbonillere (deoksiozonlar) degrade olurlar. 1-amino-1-deoksi-2-ketozlar
(Amadori bilesikleri), enolizasyon ile 1,2-eneaminol (pH<7) ve 2,3-eneaminollere
(pH>7) donusurler (Sekil 2.20.). 1,2-eneaminolden su ayrilmasi ve imin
katyonunun hidrolizi ile 3-deoksi-1,2-diuloz (3-deoksiozon) olusur (Sekil 2.21.).
2,3-eneaminol iki farkli B-eliminasyon tepkimesi vermektedir. Retro-Michael
reaksiyonu ile 1-deoksi-2,3-diuloz (1-deoksiozon) veya 4. C atomundan su

ayriimasi ile 4-deoksi-2,3-diuloz (4-deoksiozon) olugabilir.

H H H
H,C—N-R H,C-N-R HC—-N-R
lCI:~-OH c':zo C;‘.—OH

HO—(? . HO—Cl;H — HO—~C|§H
H*?wOH . H—(;:—OH H—CI:wOH
H~C|3-OH H—(IZ—OH H—(I3—OH

H,C—OH H,C—OH H,C—0OH
2,3-Eneaminol Amadori Bilesigi 1-2-Eneaminol

Sekil 2.20. Amadori bilesiginin enolizasyonu (Belitz et al., 2009)

oy @
HC—NH-R HC=NH—R HC=0  _
1@, (C-OH c-ZoH c=0
O Iy H,0 ’
HO>C—H C-H 2 CH,

1 | |
H—C~OH v H—-C~OH H~C-OH
H-C-OH PO H-C-OH R-NH; H-C-OH _
H,C—OH H,C—OH H,C—OH ~
1,2-Eneaminol 3-Deoksiozon

Sekil 2.21. 3-Deoksiozon olusumu (Belitz et al., 2009)
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HO
) o
HO OHy . HO H —= HO
o oHO) H
el % O

H
HO H HO 5
WO
o]
o)

o H
o .
HOMH pu— HO H»T’ /'OH HQ\/@\‘(H

1y OH ~ o) H % o)
H,0 0 N H,0 0

3,4-Dideoksiozon 5-Hidroksimetilfurural

Sekil 2.22. 5-Hidroksimetilfurfural olusumu (Belitz et al., 2009)

Maillard reaksiyonun ileri asamasinda siklizasyon, izomerizasyon, dehidrasyon,
kondensasyon, retro-aldolizasyon, yeniden dizenlenme reaksiyonlari gergeklesir.
3-deoksiozonun dekompozisyonu ile HMF, furfural, pirol ve piridin olugur. HMF
olusumu Sekil 2.22.’de gosterilmistir. YUksek konsantrasyonda amonyak, primer
amin veya amino asit varliginda 3-deoksiozon tercihen pirol ve piridin tlrevlerini
olusturmaktadir (Belitz et al., 2009).

pH>7 oldugunda 2,3-enolizasyon sonucunda reduktonlar (4-hidroksi-5-metil-2,3-
dihidrofuran-3-on gibi) ve ¢esitli parcalanma UrUnleri (asetol, pirtvaldehit, diasetil
gibi) olusur. Olusan bu bilesiklerden bircogu reaktif olup daha fazla reaksiyona
girme egdilimindedir. Karbonilli bilegiklerde, karbonil gruplari serbest amino gruplari
ile kondense olarak N iceren reaksiyon urunlerinin olusmasini saglar. a-dikarbonil
yapidaki (deoksiozonlar gibi) bilesikler ve amino asitler arasinda Strecker
reaksiyonu sonucu Strecker aldehitleri ve a-aminoketonlar olusur (Martins et al.,
2001).

Sonlanma asamasinda azot iceren kahverengi polimerler, kopolimerler
(melanoidinler) meydana gelir. Melanoidinler, lisin ve arjininin e-amino grubundan
proteinlere ¢apraz baglanarak yuksek molekul agirliginda melanoidin polimerlerini
olustururlar. Melanoidinlerin, Maillard reaksiyonunun ileri asamasinda olusan ve
polikondensasyon reaksiyonlari ile birbirine baglanan, tekrarlanan furan ve pirol
unitelerinden meydana geldigi 6ne surtulmektedir (Martins and Boekel, 2003; Hui

et al., 2006). Renkli reaksiyon urlnleri arasinda karbonhidrat degradasyon
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artnlerinin de (deoksiozon, metilgliokzal, gliokzal, hidroksi-2-propanon, 3-hidroksi-
2-butanon, glikoaldehit) yer aldigi tespit edilmistir (Hoffman, 1999; Martins et al.,
2001).

Maillard reaksiyonu gidalarda arzu edilen (ekmek ve kahvede oldugu gibi) ve
edilmeyen (kondense sut, kurutulmus gorbalarda oldugu gibi) flavor, aroma ve
renk maddelerinin olusumunu saglarken ayni zamanda gida guvenligi ve besinsel
kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu reaksiyon amino asit yikimina ve
protein sindirilebilirliginde azalmaya neden olarak gidanin besinsel kalitesini
dusurmekte (Malec et al., 2002), mutajenik bilesiklerin (dikarboniller, metilgliokzal

gibi) olusumu ile gida guvenligini azaltmaktadir (Martins et al., 2001).

Reaksiyon sonucunda ayrica reduktonlar gibi antioksidan 6zellikte, proteinlerle
capraz bag olusturabilen bilesikler meydana gelmektedir (Belitz et al., 2009).

2.3.2. Lipit oksidasyonu ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu

Maillard reaksiyonu ve lipit oksidasyonu karmasik reaksiyon agina sahiptir. Her iki
reaksiyon sonucunda da ¢ok farkli miktarda bilesiklerden olusan kompleks bir Grln
karisimi ile gidanin duyusal ozellikleri ve besin degerinde pozitif ya da negatif
degisiklikler olmaktadir (Hidalgo and Zamora, 2005). Lipitlerin oksidasyon urunleri
polimerizasyon ile kahverengi renkte oksipolimerleri olustururlar (Khayat and
Schwall, 1983; Hui et al., 2006) fakat ortamda amino asit, peptit veya protein
bulunmasi halinde lipit oksidasyon urunlerinden farkh GUrdnlerin olustugu tespit
edilmistir (Gillatt and Rossell, 1992; Hui et al.,, 2006). Bu durumda lipit
oksidasyonu ve okside lipit-amino asit reaksiyonlari es zamanli olarak

gerceklesmektedir (Hidalgo and Zamora, 2002).

Ozellikle balik, et ve et (rlnleri gibi gidalarda, depolama ve proses sirasinda
okside yag asidi ve amino gruplari arasinda reaksiyon olduguna dair bulgular
mevcuttur (Hidalgo et al., 1992; Nawar, 1996). Ayrica insan ve hayvanlarda da
artan lipofuksin (yasa bagl olarak olusan sari-kahverengi pigmentler) birikimi ile
gOrulen esmerlesmenin bu reaksiyonla iligkili oldugu belirlenmistir (Yin, 1996; Hui
et al., 2006).
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Lipit oksidasyonunun baslangic asamasinda olusan hidroperoksitlerin
parcalanmasi sonucu karbonil gruba sahip sekonder reaksiyon Urlnleri (aldehitler,
ketonlar...) olusmaktadir. Olusan karbonilli bilesikler karbonhidrat kaynakh
karboniller gibi nukleofilik amino gruplarla reaksiyona girerek Maillard
reaksiyonuna benzer reaksiyon serisi ile esmerlesmeye neden olurlar (Hidalgo and
Zamora, 2011). E.O.E.’ye neden oldugu tespit edilen ilk sekonder lipit oksidasyon
uriint malondialdehittir. Chio ve Tappel (1969) malondialdehit ve iki amino grubu
arasinda c¢apraz baglanma ile Schiff bazi ve N,N -disiibstitie 1-amino-3-
iminopropen olustugunu tespit etmislerdir. Ayrica uzun zincirli okside lipit ve amino
asitler, proteinler arasinda da bu reaksiyonun gergeklestigi bilinmektedir (Gardner
et al., 1976; 1977; Hidalgo and Zamora, 1987; 1995; 2000).

Maillard reaksiyonu ara drunleri olan dikarbonil ve hidroksikarboniller ile amino
asitlerin dekarboksilasyon ve deaminasyon reaksiyonlari Strecker degradasyonu
olarak bilinmektedir. Benzer sekilde lipit oksidasyon urunleri de amino asitlerle

reaksiyona girerek Strecker aldehitlerini olusturmaktadir (Sekil 2.23-1).

Reaksiyon Sekil 2.23'te verilen a izyolu lizerinden ylrimektedir. ilk basamakta lipit
karbonili ve amino asitten imin olugumu ile su agiga c¢ikmaktadir. Daha sonra
karbondioksit ayrilmasi ve elektronik dizenlenmeler ile Strecker aldehitinin
prekursoru olan yeni bir imin olusumu gergeklesmektedir (Sekil 2.23.). Bir sonraki
asamada hidrolitik pargalanma ile Strecker aldehiti olusmaktadir. Bu reaksiyonlar
sirasinda piridin ve pirol tlrevlerinin olustugu ve bu bilesiklerin gidanin duyusal
Ozelliklerinde degisime neden oldugu belirtiimigtir. Dekarboksilasyon olmadan
benzer bir degradasyon, b izyolu Uzerinden gergeklesir. Bu reaksiyonlar
sonucunda a-keto asit olusmaktadir. a-keto asit termal stabilitesi duslk bir
molekuldir. Bu nedenle ihmli kosullar altinda yeni flavor molekdllerinin olusumu

s0z konusudur.
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RSN, H,0 AC
,O{AC — H° = 0=AC
H

0 O 3
2
Fo
H,N R _N a R’
R\ * H,O\“}_AC > H.O{AC T A T A
o] o) 1

Sekil 2.23. Lipit oksidasyon urinu ve amino asitlerin reaksiyonu (Zamora and
Hidalgo, 2011)

Kahverengi polimerlerin olusumu igin Onerilen ilk mekanizma tekrarlanan aldol
kondensasyonudur (Sekil 2.24.). Bu mekanizmaya gore lipit karbonilleri
proteinlerin serbest amino gruplari ile kondense olarak Schiff bazlarini
olustrururlar. Schiff bazlari da aldol kondensasyonu ile polimerize olarak dimerleri
ve yuksek molekil agirliginda kahverengi makromolekdlleri olustururlar. Stabil
olmayan kahverengi polimerler gidanin islenmesi veya pisiriimesi sirasinda
parcalanma veya dehidrasyon ile gidanin flavor 6zelliklerini etkileyen, yeni ugucu

bilesiklere donusdurler.

R1CH2CHO
R'NH2

H20

Ri1CH2CH =N —-R'
R2CHO
H20

H R'NH
20 2 R1

R1
| |
R2CH=C-CH=N-R ;L- R2CH=C-CH=0

[ Tekrarlanan Aldol Kondensasyonlari

Kahverengi Pigmentler

Sekil 2.24. Aldol kondensasyonu ile kahverengi pigmentlerin olusumu (Hidalgo
and Zamora, 2000)
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Onerilen diger mekanizma ise N-siibstitiie hidroksialkil pirollerin (2- 1-hidroksialkil
pirol) spontan polimerizasyonudur (Sekil 2.25.). Epoksialkenal (4,5-epoksi-2-
alkenal gibi) ve doymamis epoksiketo yag asitlerinin amin, amino asit, proteinlerle
reaksiyonu sonucu N-substitue hidroksialkil piroller ve daha stabil 6zellikte N-
substitue piroller Gretilir. N-sUbstitie hidroksialkilpiroller kolayca polimerize olarak
melanoidin benzeri kahverengi makromolekdulleri olusturururlar. Pirol olusumu ve
sonrasinda bir miktar polimerizasyonun gergeklesmesi maksimum renk ve
floresans olusumundan onceki son asamadir. Polimerik yapilarin diginda dusuk
molekul agirhgindaki monomerlerin  de renk olusumunda etkili oldugu
belirtiimektedir (Hidalgo et al., 1993; 1994; 1995; 2000). Kisa zincirli aldehitler bu
monomerlere drnek olarak verilebilir. 4,5-epoksi-2-alkenal Sekil 2.25.de verilen iz
yoluna goére proteinlerle reaksiyona girerek pirol ve Michael eklenme Urinunu
olusturur (Hidalgo and Zamora, 1994; 1999b).

4,5-epoksi-2-alkenaller lipit oksidasyonu ara urunu olan epoksihidroperoksi yag
asitlerinin dekompozisyonu sonucu olusurlar (Sekil 2.25.). Bu konu kapsaminda
calisilan diger bazi lipit oksidasyonu urlnleri su sekildedir: 2-alkenaller, 4-
hidroksialkenaller, 2,4-dekadienal, 3-(2-etil-5 hidroksi-3-okzo-siklopentil)-2-
propenal, hekzanal.
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Sekil 2.25. N-sUbstitle hidroksialkilpirollerin olusumu ve polimerizasyonu (Zamora

and Hidalgo, 2005)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar ve Malzemeler

2,4-dekadienal Sigma-Aldrich (israil), metanol, asetonitril Sigma-Aldrich (ABD),
furozin Neosystem Laboratuvari (Strazburg, Fransa), HMF Acros (Geel, Belgika)

firmasindan temin edilmistir.

Hidroklorik asit (8 N), silika jel ve amino asit analizi igin kullanilan amino asit
standartlari; Alanin (Ala), arjinin (Arg), asparajin (Asn), aspartik asit (Asp), sistein
(Cys), glutamik asit (Glu), glutamin (GIn), glisin (Gly), histidin (His), izolésin (lle),
|6sin (Leu), lisin (Lys), metionin (Met), fenilalanin (Phe), prolin (Pro), serin (Ser),
treonin (Thr), triptofan (Trp), tirozin (Tyr), valin (Val) ve teanin (The) Merck

(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmigtir.
Formik asit (98%), J.T.Baker (Deventer, Hollanda) firmasindan temin edilmistir.

Naylon filtreler (0.45 ym), Oasis HLB kati faz ekstraksiyon kartuslari, Atlantis T3
kolon (250 x 4,6 mm, 5 um), Atlantis dC18 kolon (250 x 4.6 mm, 5 ym) Waters
(Millford, MA, ABD) firmasindan temin edilmigtir.

Hypersil Gold kolon (100 mm x 2.1 mm, 1.9 um) Thermo Scientific (San Jose, CA,
ABD) tarafindan saglanmistir.

Deneylerde ultra saf su (MilliQ sistemi, Millipore, Bedford, MA, ABD) kullaniimistir.
Carrez | ¢Ozeltisi 15 g potasyum hekzasiyanoferratin 100 mL suda ¢ézunmesiyle,
Carrez Il ¢ozeltisi 30 g ¢inko sulfatin 100 mL suda ¢ézunmesiyle hazirlanmistir.

Findik, kabuklu olarak yerel bir Ureticiden (Giresun) temin edilmigtir.
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3.2. Findik Yaginin Termal Oksidasyonu

Oksidasyon urunlerinin izlenmesi amaciyla 5’ er mL ticari findik yagi cam tuplere
aktarilip, kapaklari kapatildiktan sonra yag banyosunda (Memmert, Almanya) 150
°C'de 1, 2, 3, 4, 5, 6 saat sireyle okside edilmistir. Model sistemlerde kullaniimak
uzere ise 10’ ar mL ticari findik yagi cam tiplere aktarildiktan sonra ayni yontemle
180 °C’de 3 saat okside edilmistir.

3.3. Model Sistemlerin Hazirlanmasi

Model reaksiyon sisteminin hazirlanmasi i¢in cam tup icerisine yaklagik 50 mg
silika jel aktariimis Gzerine 10 pmol lisin igeren 100 pL lisin ¢dzeltisi ve 100 pL/1-
1,5-2 mL farkh oksidasyon seviyelerinde findik yagi ilave edilmistir. Lisin ¢ozeltisi
icin eppendorf tupune 18,26 mg lisin tartiimig ve deiyonize su ile 1 mL hacme
tamamlanmistir. Hazirlanan karisim 2 dakika vortekslendikten sonra tzerine 300-
350 mg silika jel ilave edilmigtir. Phe, Arg, Leu, Ser amino asitleri de, lisine benzer
sekilde hazirlanarak model sistemlerde kullaniimistir. Sadece lisin ve sadece
findik yagi igeren sistemler reaksiyon sistemine benzer olarak, egit miktar ve
hacimde lisin ya da findik yagi icerecek sekilde hazirlanmistir. Kapaklari kapatilan
cam tlpler yag banyosunda, 180 °C’de 10, 30, 60 dakika slreyle isitiimistir. Butin
reaksiyonlar iki kez tekrar edilmistir. Reaksiyon urunlerinin tespitini kolaylagtirmak
amaciyla, model sistemlerde findigin kavrulmasi sirasinda uygulanan sicakligin
(140-160 °C) tizerine (180 °C) cikilmistir.

3.4. Kavrulmus Findik Orneklerinin Hazirlanmasi

Kabuklu findiklar analiz oncesi kabuklarindan ayriimig ve firnda (Memmert,
Almanya) 160 °C’de 10, 30 ve 60 dakika kavrulmustur. Paralelli olarak kavrulan

findik drnekleri analiz edilinceye kadar -18°C’de saklanmistir.
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3.5. Lipit Oksidasyon Uriinlerinin Analizi

Okside edilen findik yadi sogutulduktan sonra 0,5 g yag 6rnegi tartilmigtir. Ornek
uzerine 1 mL metanol-su (70-30) karigsimi ilave edilip 2 dakika vortekslenmistir.
8000 rpm hizda 5 dakika santriflj isleminin ardindan supernatant ayriimistir.
Ekstraksiyon islemi bir kez daha tekrarlandiktan sonra stpernatantlar birlestirilmis
ve 8000 rpm hizda 5 dakika santrifuj edilmistir. Ekstrakt, naylon filtreden (0,45 pm)

gegirilerek viale aktarilmistir.

Lipit oksidasyon drunlerinin analizinde Ultra Yuksek Performans Sivi
Kromatografisi - YUksek Ayirma Gucunde Kutle Spektrometresi sistemi
(UHPLC/Exactive Orbitrap MS) (Thermo Fisher Scientific-San Jose, CA, USA)
kullanilmigtir. Daha 6nce Kocadagli ve arkadaslari tarafindan belirtilen metot

(Kocadagl et al., 2012) bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir.

Kromatografik ayirim, Hypersil Gold kolonu (100 mm x 2,1 mm x 1,9 ym) ile
gerceklestiriimigtir. Mobil faz olarak asetonitril (A) ve suda (B) hazirlanan % 0,1’lik
(v/v) formik asit ¢odzeltilerinin gradyan karisimlari, 200 pL/dak akis hizinda
sistemden gegcirilmigtir. Gradyan karisim icin uygulanan elisyon programi su

sekildedir:

Akis % 90 A ve % 10 B gozeltisi ile baslatiimigtir. A ¢dzeltisinin mobil faz
icerisindeki orani ilk 5 dakika igerisinde % 90’ dan % 20’ ye dusurulmus sonraki 2

dakika igin sabit tutulmus ve son 5 dakikada % 90’ a ¢ikariimigtir.

Kltle spektrometresinde elektrosprey iyonlastirma kaynagi (ESI) kullaniimis ve
hem negatif hem de pozitif modda calisiimistir. iyonlastirma kaynagina ait bazi
parametreler su sekildedir: Sheath gaz akis hizi: 45 (arbitrary units), auxiliary gaz
akis hizi: 20 (arbitrary units), sprey voltaji: 4 kV, kapiler voltaji: 20 V, lens tupu
voltaji: 30 V, sogutucu voltaji: 15 V, kapiler sicakligi: 350 °C, buharlastirici
sicakhgi: 350 °C.

Ayirma giici 100 000, data alim hizi 1 Hz, otomatik artis kontrol hedefi 1x10°,
maksimum enjeksiyon suresi 50 ms olarak ayarlanmigtir. 50-400 m/z oranina

sahip iyonlar taranmistir.
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3.6. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonu Uriinlerinin Analizi

3.6.1. Model reaksiyon sistemlerinde reaksiyon urinlerinin ekstraksiyonu

Sogutulan reaksiyon tuplerine 5 mL metanol-su (70:30) karisimi ilave edilmis ve 3
dakika vortekslenmigtir. Ekstraktlar eppendorf tuplerine aktarildiktan sonra 8000
rom hizda 5 dakika santriflj edilmistir. SUpernatant naylon filtreden (0,45 pm)
gecirilerek viale aktariimigtir. Bu ekstraksiyon sonucunda, model sistemlerdeki

amino asit degisimi de belirlenmisgtir.

3.6.2. Findikta reaksiyon uirunlerinin ekstraksiyonu

160 °C’ de 30 ve 60 dakika kavrulan findik érnekleri 6gutilmuistir. 1 g 6gattimas
findik 6rnegi tartilarak tzerine 4,5 mL metanol-su (70:30, v/v) ve 0,25 mL Carrez I-
0,25 mL Carrez Il ilave edilmigtir. Karisim 3 dakika vortekslenmis ardindan 7000
rom hizda 5 dakika santrifuj edilerek sipernatant ayriimigtir. Pelet Uzerine yalnizca
2,5 mL metanol-su (70:30, v/v) ilave edilerek ekstraksiyon iglemi 2 kez tekrar
edilmistir. Birlestirilen stpernatantlar 8000 rpom hizda 5 dakika santrifij edilmigtir.

Ekstrakt, naylon filtreden (0,45 um) gegirilerek viale aktariimistir.

3.6.3. LC-HRMS analizi

E.O.E. reaksiyonu drunlerinin analizinde, Ultra YiUksek Performans Sivi
Kromatografisi - YUksek Ayirma Gucunde Kutle Spektrometresi sistemi
(UHPLC/Exactive Orbitrap MS) (Thermo Fisher Scientific-San Jose, CA, USA)

kullaniimistir.

Kromatografik ayirim, Atlantis T3 kolonu (250 mm x 4,6 mm, 5 pym) ile
gerceklestiriimigtir. Mobil faz olarak su (A) ve metanolde (B) hazirlanan % 0,1’lik
(v/v) formik asit ¢ozeltilerinin gradyan karisimlari 500 plL/dak akis hizinda
sistemden gecirilmistir. Gradyan karisim icin uygulanan elisyon programi su

sekildedir:
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Cizelge 3.1. E.O.E. Urunlerinin analizinde uygulanan elisyon programi

Siire %A %B
0 70 30
5 70 30
10 5 95
15 5 95
20 70 30
25 70 30

Klatle spektrometresinde, lipit oksidasyon drUnlerinin  analizinde yapilan

dizenlemeler kullaniimistir.

3.7. Serbest Amino Asit Analizi

Ogutiilmis findik érneklerinden (ham ve farkli siirelerde kavrulmus) 1 g tartilmistir.
Ekstraksiyon, 20 mL su ile 3 kademede (10-5-5 mL) gerceklestirilmistir. Her
kademede, su ilavesinin ardindan 3 dakika vorteksleme ve 7500 rpm hizda 5
dakika santrifUjleme islemi yapilmigtir. Ekstraksiyon sonunda toplanan
supernatantlar bulanik nitelikte oldugundan dondurulup ¢ézuldikten sonra tekrar
ayni hiz ve surede santrifij edilmistir. Ekstrakt, naylon filtreden (0,45 pm)
gegcirilmigtir. 100 uL berrak ekstrakt viale aktarildiktan sonra 500 yL asetonitril ve

400 pL deiyonize su ile seyreltilmigtir.

Serbest amino asit analizi, ultra yliksek basing sivi kromatografisi - ylksek ayirma
gucunde kutle spektrometresi sistemi (UHPLC-Exactive Orbitrap, Thermo
Scientific) ile yapilmistir. Analiz icin Gokmen et al. (2012) tarafindan belirtilen
metot kullaniimigtir. Kromatografik ayirimlar Atlantis HILIC silika (150 x 2.1 mm, 3
g m) (Waters-Milford, MA, USA) kolonda gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak
asetonitril (A) ve suda hazirlanan % 0,1lik (v/v) formik asit ¢ozeltisi (B)
kullaniimistir.  Mobil faz igin akis hizi 400 pL/dak, sicaklik 30 °C olarak
ayarlanmigtir. Asetonitrilin (A) mobil faz icerisindeki orani ilk 4 dakika % 75" den %

50’ ye dusurulmuas sonraki iki dakikada tekrar % 75’ e gikarilmistir.
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Kltle spektrometresinde iyonlastirma kaynagi olarak elektrosprey kullaniimis ve
pozitif modda calisiimistir. iyonlastirma kaynagina iliskin bazi parametreler su
sekildedir: Sheath gaz akis hizi: 35, auxiliary gaz akis hizi: 35, sprey voltaji: 3,5
kV, kapiler voltaji: 25 V, kapiler sicakligi: 280 °C.

m/z orani 60 ve 220 arasinda olan iyonlar taranmigtir. Ayirma gucu 50 000,
otomatik artis kontrol hedefi yuksek dinamik aralik, maksimum enjeksiyon suresi

100 ms olarak ayarlanmistir.

3.8. Furosin Analizi

0,5 g o6gutilmus findik 6rnegi (ham ve farkh sudrelerde kavrulmus) cam tlpe
aktarilmis ve UGzerine 10 mL 8 N HCI ilave edilmistir. Cam tiplerin igerisine 2
dakika boyunca N, gazi tutulmus sonrasinda kapaklari kapatiimis ve etuvde, 110
°C’ de 23 saat hidroliz edilmistir. Hidrolizat kaba fitre kagidindan sizildiikten
sonra deiyonize suyla 10 kat seyreltimis ve 1 mL’si 6nceden kosullandiriimig
Oasis HLB Kkartustan geciriimistir. ilk 8 damladan sonraki damlalar viale
aktariimigtir. Kartus kosullandirmasi igin 1 mL metanol, 1 mL su ve hava kartugtan

gegirilmigtir.

Analiz, otomatik Ornek enjeksiyon sistemi, kuaterner pompa, sicaklik kontrollu
kolon ve diyot dizini detektérden (DAD, Diode Array Detector) olusan bir yluksek
basing sivi kromatografi sisteminde (Agilent Technologies - 1100 HPLC System-
Waldbronn, Almanya), Gokmen et al. (2009) tarafindan belirtlen metoda gore
gerceklestiriimigtir. Kromatografik ayirim igin Atlantis HILIC kolon (150 x 2.1 mm, 3
u m) (Waters-Milford, MA, USA) kullaniimistir. Mobil faz akisi, 40 ° C’ de, 1 mL/dak
hizinda % 71’lik formik asit ¢ozeltisi ile saglanmigtir. Dedeksiyon 280 nm dalga
boyunda gergeklestirilmistir. Kantitatif analiz igin furosin standardindan hazirlanan

kalibrasyon egrisi kullaniimigtir.

3.9. HMF Analizi

1 g ogutulmuas findik (ham ve farkl surelerde kavrulmus) tartildiktan sonra Uzerine
9 mL deiyonize su ve 0,5 mL Carrez I, 0,5 mL Carrez Il ilave edilmistir. 3 dakikalik

vorteksleme igleminin ardindan 7000 rpm hizda 5 dakika santrifljleme yapilmistir.
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Supernatant ayrilmigtir. Ekstraksiyon iglemi 5 mL su ile iki kez daha tekrar
edilmistir. Toplanan suUpernatantlardaki yagin uzaklastiriimasi ve bulanikhidin
giderilmesi amaciyla 4 °C’de 7000 rpm’de 5 dakika boyunca soguk santriflij islemi

uygulanmigtir. Ekstrakt, naylon filtreden (0,45 pm) gecirilerek viale aktariimigtir.

HMF olgumda, yuksek basing sivi kromatografi sisteminde (Agilent Technologies,
1100-HPLC System- Waldbronn, Almanya) DAD kullanilarak ve daha &nce
Kocadagh et al. (2012) tarafindan belirtien metotta bazi degisikliklerin
uygulanmasi ile yapiimistir. Kromatografik ayirim igin Atlantis dC18 kolon (5 pm,
4.6 mm, 250 mm) (Waters-Milford, MA, USA) kullaniimistir. Mobil faz akisi, 25 °C’
de, 1 mL/dak hizinda 10 mM formik asit - asetonitril (90:10, v/v) izokratik karigimi
ile saglanmigtir. Dedeksiyon 285 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi igin HMF stok c¢ozeltisi 1.0 mg/mL
derisimde su igerisinde hazirlanmigtir. Standart ¢ozeltiler, stok ¢ézeltiden gunlik
olarak 1, 5, 10, 25, 50 ug/mL derisimlerine deiyonize su ile seyreltilerek

hazirlanmistir.

3.10. Seker Analizi

2 g 6gutulmus findik érnegi (ham ve farkli sirelerde kavrulmus) tzerine 4,5 mL su,
0,25 mL Carrez | ve 0,25 mL Carrez Il ilave edilmistir. 3 dakikalik vorteksleme
isleminin ardindan 8000 rpm hizda 5 dakika santrifijleme yapiimigtir. Sipernatant
ayrilarak ekstraksiyon islemi 5 mL su ile bir kez daha tekrar edilmigtir. Toplanan
supernatantlardaki yagin uzaklastiriimasi ve bulanikhdin gideriimesi amaciyla
soguk santrifijleme ve dondurma-g6zme islemi (4 °C - 8000 rpm - 5 dakika)

yapiimistir. Ekstrakt, naylon filtreden (0,45 ym) gecirilerek viale aktariimigtir.

Analiz yuksek basing sivi kromatografi sisteminde (Agilent Technologies, 1100-
HPLC System- Waldbronn, Almanya) refraktif indeks dedektor (RID) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Enjeksiyon hacmi 5 pL olarak ayarlanmigtir. Kromatografik
ayirim i¢cin Shodex RSpak KC-811 kolon (7 um, 8 x 300 mm) kullanilmistir. Mobil
faz akigl, 40 °C kolon sicakliginda, 1,2 mL/dak hizinda % 0,1’lik H3PO, ¢ozeltisi ile

saglanmistir.
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Kantitatif tayin icin 1000, 500, 250, 100 pg/mL konsantrasyonlarinda glukoz ve

fruktoz standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.

3.11. istatiksel Analizler

Tekrarlanan deney sonuglarina iliskin ortalama + standart sapma degerleri ve grup
ciftleri arasindaki istatiksel anlamh farklihgi arastirmak igin Microsoft Excel 2010
programi kullaniimistir. Gergeklestirilen t-testi sonucunda p<0.05 igin sonuglar

istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Findik Yaginin Isitilmasi ile Lipit Oksidasyon Uriinlerinin Olusumu

Gidalarda lipit-protein interaksiyonlarina dair ilk bulgular ge¢cmis yillarda farkl bilim
insanlari tarafindan rapor edilmistir (Lea et al. 1958-1960; Carpenter et al. 1962;
Tooley and Lawrie 1974). Tooley ve Lawrie’nin yapmis oldugu calismada balik
filetolarini kizartmak igin kullanilan yagin termal oksidasyon durumunun lisin
kaybinda etkili oldugu ve okside yag kullanildiginda lisin kaybinin % 10 daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Yakin tarihte de lipit oksidasyon Urlnlerinin amino asitlerle
olan reaksiyonu ile ilgili ¢aligmalar yurutulmektedir. Bu calismalarda daha ¢ok
model sistemler tercih edilmis ve karbonil kaynagi olarak primer lipit oksidasyon
urinu olan hidroperoksitler, sekonder oksidasyon urunleri (4,5 epoksi-2-alkenal,

2,4-dekadienal, 4-Hidroksinonenal) epoksiketo yag asidi esterleri kullaniimistir.

Findik yaginin 150 °C’de 6 saat Isitilmasi sonucunda olusan lipit oksidasyon
artnleri LC-HRMS’de pozitif ve negatif iyonizasyon modunda taranmigtir. Analiz
sonuglarina gore oktanal, 2-oktenal, 4-hidroksinonenal, 4-okzo-2-nonenal, 2-
dekenal, 2,4-dekadienal, nonandioik asit, oktandioik asit gibi tespit edilen lipit
oksidasyon Uurlnleri igerisinde en ylUksek seviyede olusanlar 2,4-dekadienal, 4-
hidroksinonenal, nonandioik asit ve oktandioik asittir. Bu Urunlere ait
kromatogramlar Sekil 4.1. Sekil 4.2. Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.'de gosterilmistir.

RT: 0.00-12.02 SM: 11G

8.58 NL:
100 /A\/\\/\W 3.09E6
o] m/z=
ot 80 153.1264-
£ 153.1284
ke MS
< 60 FINDIK009
o
< 40
=
§ 20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Time (min)

Sekil 4.1. 150 °C’de 6 saat I1sitma sonucu findik yaginda olusan 2,4-dekadienal
kromatogrami
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RT: 0.00-12.02 SM: 11G

6.22 OH NL:
e it 0\/\/]\/\/\ i
N NS m/z=
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£ FINDIK009
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< 40
=
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[h4
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Time (min)

Sekil 4.2. 150 °C’de 6 saat Isitma sonucu findik yaginda olusan 4-Hidroksi-2-
nonenal kromatogrami

RT: 0.00-12.02 SM: 11G
NL:
100 4.92 o} 8] 1.41E5
)]\./\/\/\)'L ey

g 80 HO OH 187.0955-
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o 40
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0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
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Sekil 4.3. 150 °C’de 6 saat Isitma sonucu findik yaginda olusan nonandioik asit
kromatogrami

RT: 0.00 - 12.02 SM: 11G
4.43 NL:
100 i 6.51E4
OH m/z=
g 80 HO 173.0798-
c o 173.0818
2 60 MS
= FINDIKO17
<
o 40
2
S 20
4
0 -
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Time (min)

Sekil 4.4. 150 °C’'de 6 saat 1sitma sonucu findik yaginda olusan oktandioik asit
kromatogrami
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Yapilan deneylerde, sahip olduklari karbonil gruplarinin reaktivitesinden dolayi
2,4-dekadienal ve 4-hidroksinonenal degisiminin izlenmesine karar verilmigtir. 2,4-
dekadienal ve 4-hidroksinonenalin linoleik asidin oksidasyonu sirasinda olugsumu
sirasiyla Sekil 4.5. ve Sekil 4.6."da gosterilmistir.

CH3=(CHz)4=CH=CH=CH,~CH=CH~(CH,);~COOH

-

CHS"(CH2)4-CH"' CH"CH"CH—CH_(CHz)?"COOH

CHy=(CHp)s=CH=CH—CH=CH—CH—(CHy);~COOH

OOH
*OH

CHy=(CHz)s~CH=CH-CH=CH—CH-(CHy);~ COOH

CHy—(CHy)4~CH=CH-CH=CH-CHO HyC—(CH,)s~COOH

2,4-dekadienal Oktanoik asit

Sekil 4.5. Linoleik asidin oksidasyonu sirasinda 2,4-dekadienal olusumu (Choe
and Min, 2007)
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H

RO,C /\/\/\&W

ROC P

10~ 13

RO,C N
OOH OOH  10,13-diHPODE
Hock ayrilmasi l

ROZC/\/M + N\/\/
0 0 OOH

9-okzononanik asit 4-HPNE

Sekil 4.6. Linoleik asidin oksidasyonu

olusumu (Schneider et al., 2008)

OOH

13-HPODE
. 13
OOH
B\
HOO
RO,C AT S

OOH 8,13-diHPODE
Hock ayrilmasi j

sirasinda 4-Hidroksiperoksi-2-nonenal
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4.2. Model Sistemlerin Isitilimasi Sirasinda Meydana Gelen Kimyasal
Degismeler

Lipit oksidasyon Urund olan 2,4-dekadienalin amino asitlerle olan reaksiyonunu
izlemek lGizere 180 °C’ de 10, 30, 60 dakikalik isitma sonucunda model sistem (10
umol lisin- 6nceden 180 °C’ de 3 saat isitilan findik yagi-100 uL) ve findik yaginda
(180 °C’ de 3 saat isitiimig, 100 L) belirlenen 2,4-dekadienal miktari (ug/L) Sekil
4.7." de gosterilmistir.

900 r

800 - —o—Findik yag:
700 —&— Model sistem
600

500

400

300
200

100
0 = = T 1 4$

0 10 20 30 40 50 60
Siire (dak)

2,4-Dekadienal (mg/L)

Sekil 4.7. 180 °C’de farkli siirelerde 1sitma sonucu model sistem ve findik yaginda
olusan 2,4 dekadienal miktari

Bu sonuglara gore 2,4-dekadienal miktari ilk 10 dakikada model sistemde azalmis,
findik yaginda ise énemli bir degdisiklik gostermemistir. 2,4-dekadienal dien yapisi
nedeniyle oksidasyon egilimine sahip bir molekildir. ilk 10 dakika icin findik
yaginda birbirine  yakin  seviyelerde 2,4-dekadienalin  Uretilmesi ve
okside/dekompoze olmasi, model sistemde ise findik yaginda goérilen duruma
ilave olarak 2,4-dekadienalin lisin ile reaksiyona girmesi ile sonuclari agiklamak
mumkundur. Findik yagi 1sitiimaya devam edildiginde 2,4-dekadienal miktari, 30.
dakikada maksimum seviyeye (769 mg/L) ¢cikmakta ve sonrasinda azalmaktadir.
Findik yaginda, 10 ve 30. dakika araligi icin 2,4-dekadienal olusum oraninin daha
fazla, 30 ve 60. dakika araligi igin ise oksidasyon ve dekompizosyon oraninin
daha fazla oldugu soylenebilir. Model sistemde 10. dakikadan sonra 2,4-
dekadienal miktarinda dusuk seviyede bir artis gozlenmektedir. Model sistem ve
findik yagi verileri birlikte degerlendirildiginde 10-30. dakikalar arasinda, lisin ve

2,4-dekadienal arasindaki reaksiyon oraninda artis oldugu dusunulebilir.
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Sekil 4.8.” de 180 °C’de 10, 30, 60 dakikalik 1sitma sonucunda model sistemde (10
umol lisin-onceden 180 °C’de 3 saat isitilan findik yagi-100 uL) belirlenen 2,4-

dekadienal ve Schiff bazi miktari pik alani olarak gosterilmistir.
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1 —&— Schiff bazi

2.50E+06 [ .
. —8&—2,4 Dekadienal

2.00E+06 |

1.50E+06
1.00E+06

5.00E+05 |

2.4 Dekadienal/Schiff Bazi
(pik alam)

0.00E+00 ' 2 : <
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Siire (dak)

Sekil 4.8. 180 °C’de farkli silirelerde isitma sonucu model sistemde olusan 2,4
dekadienal ve Schiff bazi miktari

2,4-dekadienal ve lisinin reaksiyonu sonucu Schiff bazi ve dekarboksile Schiff bazi
formunun olusumu Sekil 4.9.’da verilmistir. Sekil 4.8.e gore Schiff bazi miktari ilk
10 dakika icerisinde artmis ve daha sonra azalmistir. Schiff bazi olusumunun en
yuksek oldugu 10. dakikada 2,4-dekadienal miktarindaki duagsus dikkat
cekmektedir. ik 10 dakika igerisinde sadece findik yagi igeren sistemin 2,4-
dekadienal miktarinda 6énemli bir degisiklik olmadidi (Sekil 4.7); 2,4-dekadienal
oksidasyonu ve herhangi bir pargalanma reaksiyonunun, olugsum oranina yakin
seviyede gergeklestigi dikkate alinirsa bu dusustun Schiff bazina doénusim

sonucunda meydana geldigi gortulmektedir.

2,4-dekadienalin karbonil grubu ile lisinin nukleofilik amino grubunun birlesmesi
sonucu olusan Schiff bazi kismi stabil 6zellikte oldugundan reaksiyonun devam
etmesi ile diger UrlGnlere doénustigu bilinmektedir (Sekil 4.17.). 10. dakikadan
sonra Schiff bazinin diger UrUnlere dondsim oraninin, olusum oranindan daha

fazla oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.9. 2,4 dekadienalin lisinle reaksiyonu sonucu Schiff bazi ve dekarboksile
formunun olusumu

Sekil 4.10.’da 180 °C’de 10, 30, 60 dakikalik 1sitma sonucunda model sistem (10
umol lisin- 6nceden 180 °C’de 3 saat isitilan findik yagdi-100 uL) ve findik yaginda

(180 °C’ de 3 saat Isitiimig, 100 pL) belirlenen 4-Hidroksi-2-nonenal miktari pik
alani olarak gosterilmistir.

3.00E+07
=  2.50E+07 |
g
§ ~ 2.00E+07 |
s =g
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2R 150E+07 | —o~ Findik
iz -
= £ 1.00E+07 ode
E sistem
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0.00E+00 e
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Sekil 4.10. 180 °C’de farkli sirelerde i1sitma sonucu model sistem ve findik
yaginda olusan 4-Hidroksi-2-nonenal miktari
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Isitma suresince hem findik yaginda hem de model sistemde 4-Hidroksi-2-nonenal
miktari artmistir. 2,4-dekadienale benzer sekilde 4-Hidroksi-2-nonenal model
sistemde lisin ile reaksiyona girdiginden daha az seviyede tespit edilmigtir.

Reaksiyon mekanizmasi Sekil 4.11.’de verilmigtir.

OH @)

(0] H2N.
M + \/\/\(lko,_l

4-Hidroksi-2-Nonenal Lisin NH 2
Q—i 20
OH

o)
/\/\)\/\%NW\({L
OH

NH 2

Schiff bazi

Sekil 4.11. 4-Hidroksi-2-nonenalin lisinle reaksiyonu sonucu Schiff bazi olusumu

Sekil 4.12. de 180 °C’de 10, 30, 60 dakikalik 1sitma sonucunda model sistem (10
pumol lisin-onceden 180 °C’de 3 saat isitilan findik yagi-100 pL) ve sadece lisin

iceren sistemde (10 ymol) tespit edilen lisin miktar gosterilmistir.

6.00E+03 . = 425 64005 OLisin

5.00E+03 |-
) y, = 683,81e0:952x O Lisin-Model
= 4.00E+03 g St
= 3.00E+03
= 2.00E+03

1.00E+03

0.00E+00

10 20 30 40 50 60
Siire (dak)

Sekil 4.12. 180 °C’de farkl sirelerde 1sitma sonucu model sistem ve sadece lisin
iceren sistemde, lisin miktarinda meydana gelen degisim
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Amino asitlerin termal dekompozisyonu sonucu dusuk molekul agirlikli, ugucu
bilesikler (aminler, amidler, nitriller, aldehitler, ketonlar, doymus ve doymamis
hidrokarbonlar) ve daha ylksek molekil agirhiginda dipeptitler, siklik dipeptitler
(piperazin-2,5-dion) olugsmaktadir (Wanjun et al., 2006). Yapilan bir ¢alismada
lisinin 250 °C’de 1 saat i1sitilmasi sonucu piridin, pirol, piperidin, laktam, amid ve
amin gibi farkl bilesiklerden olusan lisin pirolizati olustugu tespit edilmistir (Nawar
and Breitbart, 1979). Sadece lisin igceren sistem isitildiinda termal
dekompozisyon sonucu farkli bilesikler olusarak lisin miktarinda azalma

gOrulmustar.

Sadece lisin iceren sistem (ki-r01) ve model sisteme (ko-rO2) ait hiz sabiti ve
baslangi¢c reaksiyon oranlari sirasiyla ki: 0,025, r04:10,13, kz: 0,052, r0,:18,3
olarak hesaplanmistir. iki sisteme ait hiz sabitleri ve baslangi¢ reaksiyon oranlari
arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,05). Reaksiyon orani
ve hiz sabiti degerleri dikkate alindiginda lisin kaybinin, model sistemde istatiksel
olarak anlamli dlgide daha fazla oranda gergeklestigi gorulmektedir. Bu sonug lipit

oksidasyon urunlerinin amino asitlerle olan etkilesimini dogrulamaktadir.

Sekil 4.13."de 6nceden 180 °C’de 3 saat okside edilen 1 mL findik yagi ve 10 ymol
|6sin iceren model sistemde, 2,4-dekadienal, Schiff bazi ve dekarboksile formunun

180 °C’de 1sitma stiresince degisimi gosterilmistir.
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Sekil 4.13. 180 °C’de farkli siirelerde isitma sonucu 1 mL findik yagi ve 16sin
iceren sistemde, 2,4 dekadienal (2,4-Dek), Schiff bazi (2,4-Dek SB) ve
dekarboksile formunun (DF) olusumu
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Model sistemde amino grubu kaynagi olarak lisine gore daha hidrofobik yapida
olan 16sin kullanildiginda, 10. dakikada o©nemli miktarda Schiff bazinin
dekarboksile formu ve disik miktarda Schiff bazi tespit edilmistir. Lisinin yan
zincirinde bulunan amino grubu kismen daha hidrofobik bdlgede oldugu igin lipit
oksidasyon urunleri ile reaksiyona girme olasiligi artmaktadir. Lésin yan zincirinde
amino grubu yoktur ve reaksiyonun a-karbonuna bagli amino grubu ile
gerceklesmesi CO, ayriimasini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle I6sin iceren
sistemde Onemli miktarda dekarboksile Schiff bazi tespit edilirken lisin iceren
sistemde bu duruma rastlanmamaktadir. 2,4-dekadienal miktari 10-30. dakikalar
arasinda azalirken 30. dakikadan sonra artmistir. Dekarboksile form miktarinin
Isitma suresince dusmesi olusum oraninin diger reaksiyon urunlerine donusum
oranindan daha dusuk oldugunu gostermektedir. 30. dakikadan sonra elde edilen
analiz verileri birlikte degerlendirildiginde Ozellikle 2,4-dekadienalin artig
gOstermesi ve dekarboksile formun olduk¢a azalmasi reaksiyon oraninin énemli

Olgcude dustugunu gostermektedir.

Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.’te 180 °C’de 10, 30, 60 dakikalik i1sitma sonucunda
siraslyla iki farkli amino asit iceren model sistemde (10 pmol lisin/Iésin - 6nceden
180 °C’de 3 saat isitilan findik yagi-1 mL) belirlenen 2,4-dekadienal (ug/g) ve

Schiff bazi (pik alani) miktar gosterilmigtir.
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Sekil 4.14. 180 °C’de farkli surelerde isitma sonucu 1 mL findik yadi ve lisin ya da
|6sin iceren sistemlerde, 2,4 dekadienal olusumu
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Sekil 4.15. 180 °C’de farkh sirelerde isitma sonucu 1 mL findik yagi-lisin ya da
|6sin iceren sistemlerde, 2,4 dekadienal Schiff bazi olusumu

Her iki sistemde de 2,4-dekadienal miktari 10 ve 30. dakikalar arasinda azalmis
30. dakikadan sonra artmigtir. Schiff bazi miktari, iki sistem ic¢in de Isitma
suresince dusmustar. Ayni miktarda yag iceren sistemlerde, E.O.E. reaktanti olan
2,4-dekadienalin 16sin iceren sistemde reaksiyon suresince daha dusuk miktarda
tespit edilmesi reaksiyon oraninin 16sin igeren sistemde daha yuksek oldugunu
goOstermektedir. Losinin lisine gore oldukga hidrofobik olmasi amino grubunun, yag
ortaminda olusan karbonil kaynagi ile karsilagsmasini kolaylagtirmaktadir. Bu

durumun, reaksiyon oraninin artmasinda etkili oldugu dusunulmektedir.

Yag miktarinin reaksiyona etkisini belirlemek (zere 6nceden 180 °C'de 3 saat
isitilan findik yagi (0,1-1,5-2 mL) ve 10 ymol lisin igceren sistemlerin, 180 °C’de 10
dakika isitilmasi sonucu belirlenen 2,4-dekadienal ve Schiff bazi miktari Sekil

4.16.’da gosterilmigtir.
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Sekil 4.16. 180 °C’de 10 dakika 1sitma sonucu 0,1, 1,5 ya da 2 mL findik yagi-lisin
iceren sistemlerde, 2,4-dekadienal ve Schiff bazi olusumu

Yag miktarinin artmasiyla 2,4-dekadienal miktari yag miktarina bagh olarak
artmigtir. Reaksiyonun baglangi¢ arinu olan Schiff bazi miktari, yag miktari 0,1
mL’den 1 mL’ye cikarildiginda 4,5 kat artmig, 1 mL’den 1,5 mL’'ye ¢ikarildiginda
ise onemli bir degisiklik gostermemigtir. Lisin ve findik yagindan olusan model
sistemin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin reaksiyon Uzerinde kisitlayici etkisinin
oldugu dusunulmektedir. Lipit oksidasyonu sonucu olusan 2,4-dekadienal yag
ortaminda birikmekte ve daha hidrofilik 6zellikte olan lisinin, hidrofobik yapinin
cevresindeki oksidasyon drunleri ile bulusmasi veya hidrofobik bariyeri asmasi
halinde reaksiyon gercgeklesebilmektedir. Bu nedenle belirli bir seviyeden sonra
yag hacmindeki artis olusan Schiff bazi miktarinda onemli bir degisiklige neden

olmamaktadir.
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Sekil 4.17. 2,4 dekadienal-lisin genel reaksiyon semasi

Sekil 4.17'de (1: 2,4-Dekadienal, 2: Lisin, 3: 2-amino-6-[(E)-[(2E,4E)-deka-2,4-
dieniliden]Jamino] hekzanoik asit, 4: (5E)-5-[(2E,4E)-deka-2,4-dienilliminopentan-1-
amin, 5: (2E,4E)-deka-2,4-dien-1-amin, 6: 2-amino-6-okzo-hekzanoik asit, 7: 5-
aminopentanal) daha once Hidalgo ve Zamora tarafindan onerilen mekanizma
dikkate alinarak gizilen 2,4-dekadienal ve lisin arasinda gergeklesen reaksiyona ait
genel sema verilmistir (Hidalgo and Zamora, 2011). Bu mekanizmaya gore lisinin
2,4-dekadienalle birlesmesi sonucu bir molekal su ayrilarak Schiff bazi
olusmaktadir. Reaksiyon a yolu Uzerinden devam ettiginde dnce dekarboksilasyon
ve sonrasinda hidrolitik pargalanma goérulurken b yolu tzerinden devam ettiginde
ise Schiff bazi hidrolitik parcalanmaya ugramaktadir. 5 numarali reaksiyon Urinu
iki yol sonucunda da ortak olarak olugsmaktadir. Sekil 4.18.’de findik yagi-lisin
iceren model sistemlerin 180 °C’de 10 dakika isitiimasi sonucu ortamda belirlenen
1, 2, 3, 4, 5 (Sekil 4.17.) numarali molekdullere ait kromatogramlar verilmistir. Tespit

edilen reaksiyon UrUnleri arasinda, herhangi bir amino aside 6zgu olmamasi ve
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bagil olarak daha yuksek miktarda (9,75E+05) bulunmasi acisindan deka-2,4-

dien-1-amin (5) 6nem tasimaktadir.
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Sekil 4.18. Findik yagi ve lisin iceren model sistemlerin 180 °C’de 10 dakika
Isitiimasi sonucu belirlenen Sekil 4.17.’deki bilegiklere ait kromatogramlar
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Farkli amino asitlerin reaksiyona etkisini belirlemek Uzere okside findik yagi (1 mL)

- lisin, 18sin, fenilalanin, serin (10 ymol) amino asitlerinden birini igeren sistemlerin

180 °C’de 10 dakika isitilmasi sonucu tespit edilen 2,4-dekadienal Schiff bazi ve

dekarboksile formuna ait kimyasal yapi, bagil miktar ve pozitif yikla molekuler

iyonlarin m/z degerleri Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. 180 °C’de 10 dakika 1sitma sonucu findik yagi-lisin / 16sin / fenilalanin

/ serin igeren sistemlerde, 2,4-Dek SB (3) ve DF (4) olusumu

Amino

asit Bilesik Kimyasal Yapi m/z [M+H]" A [ppm] Pik Alani
NH,
Lys 3 AN O 281.2223 -1.00 1,10E+07
O
NH,
4 PSSO 237.2325 -1.58 2,8E+04
Ol /O
Leu 3 ;ﬂ/\ 210.2216 0.11 2,29E+05
AR
4 g Y 254.2114 -2.25 4,05E+06
O.__OH
Phe 3 /\/M/\\NL@ 300.1958 -0.95 5,38E+04
4 L 256.2060 -0.54 1,12E+06
NN N
O__OH
Ser 3 L on 196.1695 -0.08 4,53E+04
X N
4 NN NSO 240.1594 0.97 5,93E+05

Lisin disindaki amino asitler igin tespit edilen dekarboksile form miktarinin Schiff

bazina goére daha fazla oldugu goériimektedir. Daha dnce de ifade edildigi gibi
reaksiyonun amino asidin a-amino grubu ile gerceklesmesinin Schiff bazindan

karbondioksit ayrilmasini kolaylastirarak dekarboksile form olusumunda etkili

oldugu dusunulmektedir.
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4.3. Findigin Kavrulmasi Sirasinda Meydana Gelen Kimyasal Degismeler

Serbest amino gruplarindan dolayr E.O.E. reaksiyonlarinda reaktif 0Ozellik
gosterdiklerinden findigin kavrulmasi ile serbest amino asit miktarinda meydana

gelen degdisim incelenmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Findigin 160 °C’de 30 ve 60 dakika kavrulmasi sonucu toplam serbest
amino asit miktarinda meydana gelen degisim

Toplam serbest amino asit miktarinda, 30 dakika sonunda yaklasik % 60 oraninda,
60 dakika sonunda ise % 81 oraninda azalma meydana gelmistir. Ayrica 30 ve 60
dakikallkk kavurma isleminin ardindan 2,4-dekadienal konsantrasyonu sirasiyla
655165 ng/g ve 1089155 ng/g olarak belirlenmistir.

Findigin kavrulmasi sirasinda termal dekompozisyon ve E.O.E. reaksiyonlari
sonucunda toplam serbest amino asit miktari azalmaktadir. Amrein ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismaya gére 150 °C’de kavrulan findikta, 10
dakikadan sonra serbest amino asit igeriginin % 80’inin, 18 dakikadan sonra ise %
50’sinin degrade olmadan kaldigi belirlenmistir. Yine ayni ¢calismaya gore indirgen
seker miktarinda ilk 10 dakika igerisinde % 80’in Uzerinde azalma tespit edilirken
18. dakikadan sonra baglangi¢c miktarinin % 10’ u kadar indirgen seker kaldigi
belirlenmistir (Amrein et al., 2005). Bu sonuglara gore serbest amino asit
azalisinda ilk 10 dakika icerisinde findikta sinirli seviyede bulunan indirgen
sekerlerin, bir baska ifadeyle Maillard reaksiyonunun, 10. dakikadan sonra ise
daha c¢ok lipit oksidasyon drunleri ve termal dekompozisyonun etkili oldugu

dusunulebilir.
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Findigin 160 °C’de 10, 30 ve 60 dakika kavrulmasi sonucu glukoz ve fruktoz

miktarinda meydana gelen degisim Sekil 4.20.’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.20. Findigin 160 °C’de 10, 30 ve 60 dakika kavrulmasi sonucu glukoz ve
fruktoz miktarinda meydana gelen degisim

ilk 30 dakika igerisinde glukoz ve fruktoz miktari sirasiyla % 69, % 30 oraninda 60
dakika sonunda ise % 88, % 40 oraninda azalmigtir. Bu azalmalarda dehidrasyon

veya Maillard reaksiyonu ile HMF olusumunun etkili oldugu sdylenebilir.

Maillard reaksiyonu veya orta derecede asidik kosullarda heksozlarin
dehidrasyonu ile karamelizasyon sirasinda gidalarda HMF olustugu bilinmektedir.
Findigin 160 °C’de kavrulmasi sirasinda 30 ve 60. dakikada olusan HMF miktari,
sirasiyla 8,7 g g'1 ve 29,3 ug g'1 olarak tespit edilmistir. Senyuva ve Gokmen
tarafindan findigin 150 °C’de 30 dakika Isitilmasi sonucunda 9,9 - 39,8 ug g~
konsantrasyon araliginda HMF olustugu belirtiimistir (Senyuva and Gokmen,
2007).

160 °C’de 30 ve 60 dakika kavurma islemi sonrasinda findikta Maillard reaksiyonu
markoru olarak bilinen furosin (g-N-(2-furosilmetil)-L-lisin)  analizi yapilmistir.
Furosin proteine bagh olarak bulunan lisinin € amino grubu ve indirgen sekerlerin
reaksiyonu sonucunda olusarak Maillard reaksiyonunun bagslangi¢c asamasinda
olusan Amadori bilesiginin asidik kosullarda hidrolizi ile tespit edilmektedir. Analiz
sonucunda 160 °C’de 30 ve 60 dakika kavrulan findik 6rneklerinde furosin tespit

edilmemistir.
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5. ONERILER

E.O.E. reaksiyonlari, gida kalitesi ve guvenligini 6nemli olglude etkilediklerinden
karmasik reaksiyon mekanizmalarini agiklamaya yonelik bilimsel c¢alismalar

gecmisten ginimuze, surdurdlmeye devam etmektedir.

Maillard reaksiyonuna benzer olarak, doymamis yag asidi igerigi yuksek lipitlerin
oksidasyonuyla olusan karbonil gruba sahip oksidasyon urunleri ile amino gruplari
arasinda E.O.E. reaksiyonlari gergeklesmektedir. Lipit ve protein orani yuksek,
Ozellikle findik gibi tiketimi yaygin olan ve bir¢cok gida Grununin bilegiminde yer
alan gidalarda bu reaksiyonlarin kalitatif ve kantitatif analizi 5Gnem kazanmaktadir.
Okside lipit-protein reaksiyonlari ile ilgili ¢calismalar daha ¢ok model sistemler
uzerinde gercgeklestiriimis olup literatirde c¢ogunlukla kalitatif bulgulara

rastlanmaktadir.

Tez calismasi kapsaminda findik yagi ve amino asitten olusan model sistem
calismalari degerlendirildiginde sistemin fiziksel ve kimyasal &zelliklerinin
reaksiyon Uzerinde negatif etki gosterdigi gortlmuastur. Lipit oksidasyonu sonucu
olusan 2,4-dekadienal yag ortaminda birikmekte ve yaga gore kismen daha
hidrofilik 6zellik gosteren amino asitlerin hidrofobik ortamdaki oksidasyon urunleri
ile reaksiyona girmesi guglesmektedir. Hidrofobik amino asit iceren sistemlerde
E.O.E. reaktanti olan 2,4-dekadienal, 1sitma suresince daha dusuk seviyede tespit
edilmistir. Ayrica 180 °C’de gergeklestirilen 1sitma sirasinda 30. dakikadan sonra,
ortamda vyeterli miktarda reaktant bulunmasina ragmen reaksiyon oraninin
dismesi, yag hacminin artirlmasi sirasinda belirli bir seviyeden sonra reaksiyon
artnlerinin miktarinda énemli bir degisiklik gériimemesi model sistem 6zelliklerinin
reaksiyonun ilerlemesini sinirlandirdigini gostermektedir. Yan zincirinde amino
grubu olmayan amino asitlerde, dekarboksile Schiff bazi formu daha yuksek
seviyede tespit edilmistir. Reaksiyonun a-karbonuna baglh amino grubu ile

gerceklesmesinin Schiff bazindan CO; ayrilmasini kolaylastirdigi distunulmektedir.

Findigin kavrulmasi sirasinda meydana gelen degisimler degerlendirildiginde 160
°C’de 30 dakika sonucunda toplam serbest amino asit miktarinda 6nemli 6lgtide
azalma ve HMF (8,7 ug g') olusumu goriliirken furosin olusumuna

rastlanmamistir. Maillard reaksiyonu markord olarak bilinen furosinin findigin
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kavrulmasi sirasinda gerceklesen E.O.E. reaksiyonlarinin kalitatif ve kantitatif

degerlendiriimesi i¢in uygun bir markdor olmadigi gértlmektedir.

Model sistemlerde olustugu tespit edilen 2,4-dekadienalin Schiff bazi veya
dekarboksile formunun hidrolitik pargalanmasi sonucu olusan reaksiyon Urlnleri,
herhangi bir amino aside ya da herhangi bir lipit oksidasyon urinine 6zgu
olmadidi igin reaksiyon ortaminda daha fazla seviyede olmalari beklenmektedir.
Doymamis yag asidi ve protein miktari yiksek gidalarda lipit oksidasyonunun rol
aldigi E.O.E. reaksiyonlarinin deg@erlendiriimesinde bu reaksiyon urlnlerinin

kullanimi s6z konusu olabilir.

Reaksiyon sirasinda parcalanma ile olusan ve stabil ozellik gosteren drunler
uzerinde daha kapsamli arastirmalarin yuratulmesi ozellikle gida sistemlerinde
gerceklesen bu reaksiyonun daha iyi anlasilmasinda ve kantitatif

degerlendirmesinde faydali olacaktir.
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