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Bu ¢aligmada model sistemler kullanarak glukoz ile bir amino asit veya bu
amino asidin dimeri, trimeri veya tetrameri arasindaki Maillard tepkimesinin kinetii,
kararma oluyumunun ve 5-hidroksimetilfurfural miktarlarinin FTIR, UV-Vis ve HPLC

teknikleri ile takip edilmesiyle incelenmisgtir.

Maillard tepkimesinin kinetiZinin takibinde en giivenilir tekniZin HPLC olduiu
anlagilmigtir.  Caliyilan  deneysel kogullarda kararma ve  S-hidroksimetilfurfural
olusumunun sifir derece kinetikle meydana geldiii gézlenmis ve tiim model sistemlerle
ilgili hiz sabitleri ve aktivasyon enerjileri hesaplanmiytir. Kararma oluyumu igin
aktivasyon  enerjileri  glisin/glukoz,  glygly/glukoz,  glyglygly/glukoz  ve
glyglyglygly/glukoz model sistemleri icin sirastyla 93,4, 72,9, 99,8 ve 125,6 kj/mol ve
HMF iiretimi i¢in aktivasyon enetjileri ayni model sistemler i¢in sirastyla 187,7, 146,8,

180,7 ve 245,1 kj/mol olarak bulunmustur.
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In this work, the kinetics of the Maillard reaction between glucose and an amino
acid or its dimer, trimer and tetramer have been investigated by examining the
occurrence of browning and the amounts of 5-hydroxymethylfurfural in model systems

by using FTIR, UV-Vis and HPLC techniques.

It has been realised that the most reliable technique for the examination of the
kinetics of the Maillard reaction is the HPLC technique. The occurrence of browning
and 5-hydroxymethylfurfural production have been observed to follow zero-order
kinetics and the rate constants and the activation energies related to each model system
were calculated. The activation energies of browning for glysine/glucose,
glygly/glucose, glyglygly/glucose and glyglyglygly/glucose model systems were found
to be 93.4, 72.9, 99.8 and 125.6 kj/mol, respectively. The activation energies of 5-
hydroxymethylfurfural formation for the same model systems were found as 187.7,

146.8, 180.7 and 245.1 kj/mol, respectively.
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ONSOZ

Insanlarin eskiden beri birgok besin maddesini dogal haliyle deiil de pisirerek
yemeyi tercih etmesinde mikroplar1 6ldiirmek gibi bir amacin olamayacagi, baglica
tercih nedeninin elde edilen de#isik tatlar oldugu kolaylikla tahmin edilebilir. Maillard
tepkimesinin kegfinden sonra da, gidalarin duyulara hitap eden o6zelliklerini kontrol
etmek amaciyla, bu tepkimeye arastirmacilarin gosterdigi ilgi ¢ok biiyiik olmustur.
Yapilan bu calismalarin biiyiik bir kismi ¢eyitli baslangic maddelerinin ortaya koyduiu

tepkime seyrinin izlenmesidir.

Bu calizmada ilk defa bir amino asit, kendi birimlerinden oluian iki, ti¢ ve dort
birimli peptitleriyle birlikte ele alinmigtir. Bu sayede, peptit birimleriyle basitce ve
sistematik olarak biiyliyen bir bilesik yapisinin Maillard tepkimesinde ortaya

cikarabilecegi kinetik sonuglar incelenmiztir.

Bana bu konuda ¢aliyma olanag@i saglayan ve destekleyen, danizman hocam Prof.
Dr. Giiler AYRANCT’ ya, onerilerinden ve bircok konuda verdikleri destekten dolay1
Prof. Dr. Erol AYRANCTI’ ya ve Prof Dr. Muharrem CERTEL’ e, ¢alizmanin istatistik
analizinde yardimci olan Prof. Dr. Mehmet Ziya FIRAT’ a, bolimiimiiziin diZer
ddretim elemanlarina, gesitli yardimlarindan dolay: bagta Dr. Ozgiir Altan BOZDEMIR
olmak {izere boliimiimiizdeki tiim asistan arkadaglara, ¢alismanin son dénemlerinde stajt
nedeniyle birlikte caliytizimiz boliimiimiiz son sinif 6irencisi Hamdi AKCA’ ya,
projeye mali destek veren Akdeniz Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi’ ne,
maddi ve manevi her zaman beni destekleyen sevgili anne ve babama, moral kaynaiim
sevgili egsime ve ¢alismamin son yili icinde dogumuyla bana mutluluk getiren sevgili

kizima sonsuz tegekkiirlerimi sunarim.

Kudret AKPINAR
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1. GIRIS

1.1. Maillard Tepkimesi

Maillard tepkimesi, gidalarda enzimsiz kararma tepkimesi olarak, organizma
icinde ise glikolizasyon olarak adlandirilan, ilk adimi karbonil ve amin bilegikleri
arasinda gergeklesen bir dizi ardiyik ve paralel basamaklarla melanoidin denilen
kahverengi pigmentlerin olusumuna kadar devam eden bir ag tepkimedir. Tiim ardusk
ve paralel basamaklar ayni anda gercekleymekte, hepsi birbirine etki etmekte ve
birbirleri i¢in farkli ortamlar oluyturmaktadirlar (Silvan vd 2006). Bu tepkime ilk olarak
Fransiz kimyager Lois Camille Maillard tarafindan 1912-1917 yillar1 arasinda glisin ve
glukoz arasindaki tepkimenin incelenmesiyle kesfedilmistir. Maillard tepkimesi,
gidalarda karbonil bilegiZi olarak indirgen sekerlerin ve amin bilesiii olarak da
aminoasitler, peptitler ve proteinlerin olugturdufu madde gruplarn arasinda
gercekleserek gida {riinliniin goriiniimiinti, aromasini ve kalitesini deiigtirebilir.
Organizmada ise, Maillard tepkimesi, proteinlerde ¢oiunlukla yan zincirde yer alan &-
amin grubu veya protein peptit zincirinin N ucundaki amin grubu (terminal amin grubu)
ile yine indirgen gekerler arasinda gergeklesmekte ve tepkimenin {iiriinlerinin yiiksek
miktarlara ulaymasi ile ¢cok sayida olumsuz sonuclar ortaya ¢ikabilmektedir. Bunlar
arasinda goz merceitinde katarakt oluyturma (Nagaraj ve Sady 1996), yagliliifa bail
doku degigiklikleri, kaslarda kiitle kaybi, bobrek yetmezliZi, damar sertliZi, damarlarda
yapt bozulmalari, koroner yetmezlik, ciltte leke olusumu, kemik erimesi ve sinir
iletiminde zayiflama gibi sorunlar sayilabilir (Yeboah ve Yaylayan 2001, Bailey vd
1998, Sullivan 1996).

Gidalar1 ve organizmayi bu denli etkileyen s6z konusu tepkime aginin dogrudan
gidalar iizerinde ve canli sistemlerde caliyilmasit son derece karmazik olduizundan,
arastirmalarin ¢oZunlukla model sistemler kullanarak yapilmas: tercih edilmektedir. Bu
tercihte sadece tepkimenin karmaiik olmasinin deiil, oluzan ara iirlinlerin tepkime
ortamindan ayrilmasinda ve saflagtirilmasinda kargzilagilan zorluklarin da pay1 vardir.

Tepkime afinin bazi basamaklarindaki ara iirlinlerin olusumuna iligkin, literatiirde yer



alan saptanmig veya Onerilmig birgok mekanizma, model sistemlerle yapilan

caliymalardan elde edilmistir (Ledl ve Schleicher 1990).

Maillard tepkimesinin 1953 yilinda John Hodge tarafindan verilen gsemast yekil
1.1’ de goriilmektedir.

F'—'_'I + amin bilegigi :
Aldoz | "'-[ M-substitue ghikosikamin
S S Lo -
Y Amadaori
diizenlenmesi
( Amadori drinlsri ]
I -amino-1-deoks|-2-ketoz J
|
3H,0 | H o
¥
::Ef:ﬁm?ﬂwa gekerier | Pargalanma Urinleri (asetol, diasstil, piruvaldshit, vs. |
furfurallerin
Schiff ham + amireg asit
: Ly
i Strecker
.wk,nm,,[;\[ Dehidroredulionlar | pargalanrmas:
[ | o aigenier |
| ] ¥
X Aldoller we azoisuz
Hidroksimetilfurfural pollmeﬂur
veya furfural
*+ amin + amin + amin + amin + amin
g Dlesidl  bitesidi vilegigi  § bilesidi  y bilesii
| Melancidinler (kahwerengi azotlu palimer va kopolime fer J

wekil 1.1. Hodge’nin Maillard tepkimesi yemasi

Hodge’ nin semasina gore baslangicta glukoz gibi bir indirgen yeker, serbest bir
amino grubu taytyan bir bilesikle kondenzasyona girip bir kondenzasyon iiriinii olan N-
substitue glikosilamini verir. Bu bilegik Amadori diizenlenme tepkimesiyle Amadori
diizenlenme {irilintinii verir. Amadori diizenlenme iriiniiniin takip eden par¢alanmasi
sistemin pH’ sina baghidir. pH 7 ve altinda bu iirin 1,2-enolizasyonla, pentozlarin
varliZzinda furfural veya heksozlarin varliZzinda HMF’ yi (5-hidroksimetilfurfural)
olugturur. pH 7’ nin {stiinde, Amadori {irliiniiniin parcalanmasi esas olarak 2,3-

enolizasyon sonucunda ceyitli indirgenler ve asetol, piriivaldehit ve diasetil gibi



boliinme {iriinlerini meydana getirir. Tiim bu bilesikler ¢ok aktiftirler ve daha ileri
tepkimelerde yer alirlar. Karbonil bileyikleri serbest amino gruplariyla yoiunlasabilirler
ve boylece tepkime iiriinlerine azotun girmesini saglarlar. Dikarbonil bilesikleri amino
asitlerle tepkimeye girip aldehitleri ve n-amino ketonlari olustururlar. Bu tepkime,
Strecker parcalanmasi olarak bilinir. Bunun devaminda halkalanmalar, dehidrasyonlar,
retroaldolizasyonlar, diizenlenmeler, izomerizasyonlar ve daha ileri kondenzasyonlar
gibi ceyitli tepkimeler yer alir ve tiim bu tepkimelerin sonunda melanoidinler olarak
bilinen azot tagiyan kahverengi polimerler ve kopolimerler meydana gelir (Martins vd
2001).

Maillard tepkimesi iriinlerinin karmagsikliZr ve ¢esitlilizi uzun yillardan beri
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmiytir. Hodge’ nin belirtmediZi yeni ve O6nemli tepkime
basamaklar1 6nerilmistir. Orneitin Martins vd (2001), McWeeny vd’ nin glukozun
girdiZi Maillard tepkimesinde en Onemli ara iirlinlerin 3-deoksihekzosuloz ve
hekzosulos-3-en olduiunu gozlemlediZini bildirmigtir. Martins vd (2001), anahtar
aralirtinlerin 1-, 3- ve 4-deoksihekzosulos olduZu farkli tepkime basamaklarinin da
Tressl vd tarafindan oOnerildigini belirtmigtir. Ayrica, pH’ nin temel bir etkisi de
aciklanmiytir. Enolizasyon tepkimeleriyle birlikte, Amadori iiriinii ve onun dikarbonil
tirevleri, gliseraldehit ve diketonlar gibi aktif ve C, Cs, C4 ve Cs seker parcalanma
iriinleri verecek retroaldol tepkimelerine girebilir. Retroaldol tepkimeleri yliksek pH da
daha Onemli hale gelebilirler. Bazik koiullarda Amadori diizenlenme iiriinlerinin,
serbest amino aside ilave olarak asetik asit ve piruvaldehit ve diger kiigiik sekerleri
olugturabildi&i belirtilmistir. Sonug olarak yiiksek pH nin koku oluzumu igin gerekli
olduiu anlagilmaktadir. DiZer taraftan, cr-hidroksi karbonillerin, «-dikarbonillerin ve
formik asidin dahil olduiu redoks mekanizmalar1 Yaylayan ve Huyghues-Despointes
(1996) tarafindan tespit edilmistir. Martins vd (2001), Maillard tepkimesinin bazi
aragtirmacilar tarafindan “kimyasal havuz” seklinde tanimlandiZzindan bahsetmektedir.
Bu tanim, Maillard tepkimesi sirasinda amino asitlerin ve #ekerlerin Amadori {irliniini
vermek i¢in girdikleri degredasyon yaninda kendi bagimsiz degredasyonlarmi da
gerceklestirmelerinin gézlenmesine dayanmaktadir. Yapilan tiim arastirmalara ragmen,
Maillard tepkimesinin hala tam olarak aciklanmamig olduitu da bilinen bir gergektir

(Martins vd 2001).



1.2. Maillard Tepkimesini Kontrol Eden Faktorler

Maillard tepkimesinin sicaklik, pH, 1sitma siiresi, su aktivitesi, reaktiflerin tiirii ve
derisim orani, elektrolitlerin ve herhangi bir inhibitoriin varlifi gibi faktorlerden
etkilendiZi bilinmektedir. Sicaklik etkisi bu tepkime igin kritik bir éneme sahiptir.
Genel olarak sicaklifzin her 10°C arttirliginda tepkime hizi en azindan iki kat artar. Egzer
Maillard tepkimesinin geligmesini 6lgmek igin kararma kullanilirsa 20°C” de dort hafta,
100°C” de ti¢ saat ve 150°C” de 5 dakika sonunda yaklagik olarak ayni sonug gozlenir
(Ledl ve Schleicher 1990). Asitlik diizeyinin etkisi ise tepkimenin cesitli
basamaklarinda farkli olabilmektedir. Orneiin baglangig basamaklarinda Schiff bazi
olusumu ve sonra onu takip eden Amadori diizenlenmeleri asit katalizli tepkime
adimlaridir (%ekil 1.2). Bu basamaklardan sonra pH 7° den diisik ise 5-
hidroksimetilfurfural (HMF) olugumunu iceren tepkime yolu takip edilir. Fakat HMF
olusumundan sonra renk olugumunu saZlayan indirgenlerin meydana geligi pH’ nin
ylikselmesine baili olarak daha da artar (Ames 1998). Diier yandan ilk basamaklar asit
katalizli olmasina ragmen, tepkimedeki melanoidin olusumu takip edilirse, pH arttik¢a
tepkime hizinin da arttiizi gézlenir. Ajandouz ve Puigserver 1999 yilinda 100°C” de
glukoz ve lisin arasindaki Maillard tepkimesine pH’nin etkisini incelemislerdir. Tki
saatlik 1sitma siiresinde pH 6, 8, 10 ve 12’ deki kararma 420 nm’ de absorbans alarak

Ol¢iilmiis ve pH arttik¢a kararmanin da artti21 agik¢a gbzlenmiytir.
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yekil 1.2. Maillard tepkimesinin ilk basamaklari

Kararma 6zellikle pH 10-12 arasinda belirgin bir farklilikla artmaktadir. Bunun nedeni

de pH arttik¢a

R-NH,+H" Pa— R — NH;"

dengesinin sola kayarak protonlanmamig amin grubuna sahip bilegiklerin derisiminin
artmas1 ve boylece karbonil-amino tepkime basamaginin da hizlanmasidir. Glukozun
harcanma miktarinin tepkime siiresince izlendiii deneylerin sonuglari, pH artisiyla,
glukoz kaybinin da hizlandiizini ortaya koymaktadir. Orneizin; 100°C” de pH, 4 ten 12
ye kadar arttirtlarak calizilmiy ve glukoz kaybinm pH arttikga arttig1 ve bu kaybin pH’
nin 9 dan yiiksek olduiu durumlarda daha da hizli gergeklestiii bildirilmiytir (Ajandouz
ve Puigserver 1999). Glukoz/glisin arasindaki tepkimenin 100°C” de incelendiZi bir
baska c¢aliymada pH deieri 4,8 den 7,5 a dogru arttirildiitinda glukoz kaybinin da arttii:
rapor edilmigtir (van Boekel 2005). Baglangic bilegiklerinin harcanmasinin izlendigi
bircok caligma genel olarak indirgen sekerlerin amin bilesiklerinden daha hizli
harcandigzini gostermektedir (Ajandouz ve Puigserver 1999, Martins ve van Boekel

2004, van Boekel 2001, Baisier ve Labuza 1992). indirgen sekerlerin kinetik olarak bu



sonucu vermesi, Maillard tepkimesinin dizinda, ortam kogullarina bagZli olarak,
sekerlerin izomerizasyon ve degredasyon gibi bagka tepkimelere de girdiZini
gostermektedir. Bunlarin yaninda Maillard tepkimesine paralel olarak bir kismimnin
karamellesme tepkimesine girdifi belirlenmigtir (Ajandouz ve Puigserver 1999).
Glukozun harcanma hizinin aminlerden daha yiliksek olmasinda, Amadori tiriinlerinin
pargalanmasiyla serbest kalan aminlerin baglangic amin derigimini yeniden
arttirmasinin 6nemli katkisi vardir. Bu nedenle amin bilegiklerinin zamanla degigimini
gosteren ¢aliymalarda, bailangictan kisa bir siire sonra amin derigiminin sabit kaldig1
gozlenmigtir (van Boekel 2001). Harcanan aminlerin yerine, ilerleyen tepkime
basamaklarinda yeniden agi2a ¢ikan aminler gegtiZinden harcanma ve yeniden iiretilme
hizi bir siire sonra hemen hemen eszit hale gelir ve amin bilegikleri artik
harcanmiyormuy gibi goriiniir. Amin derigimindeki zaman eksenine paralel gitmeye

baglayan bu kisma “kayipsiz siire” denilmektedir.

Maillard tepkimesi model sistemler yardimiyla ¢aligilirken, pH’ y1 sabitlemek igin
mutlaka tampon ¢ozeltiler kullanilir. Tepkime hizinin, kullanilan tampon tiirtinden de
etkilendizi bazi aragtirmacilar tarafindan saptanmistir (Bell 1997, Akagawa vd 2002).
Maillard tepkimesi model sistemlerinde genellikle fosfat, karbonat ve sitrat tamponlari
kullanilmaktadir. Fosfat ve karbonat tamponlarinin tepkimenin ilk basamaklarini
hizlandirdify, sitrat tamponunun ise hiz arttirici etkisinin ¢ok az olduiu tespit edilmitir
(Bell 1997). Ozellikle fosfat tamponunun, karbonil amino tepkime adiminda, aminin
karbonil grubuna saldirmasiyla olugan ara {iriiniin, glikosilamine ¢abucak doéniigmesini
saZlayabildigi belirtilmektedir. Fosfat anyonu bu katalitik etkiyi, proton alma ve proton

verme ikili gorevini gerceklestirerek gostermektedir (‘zekil 1.3). Bell 1997’ de yapti
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hekil 1.3. Glisin/glukoz tepkimesinde fosfat anyonunun etkisi igin Onerilen
mekanizma.

caliymada sicaklijzi 25°C” de pH’ y1 7 de sabit tutarak glukoz ve glisin arasindaki
Maillard tepkimesine fosfat tamponu derigiminin etkisini incelemis ve 420 nm’ de
olgtilen kararmanin hizim1 0.05M fosfat tamponunun hemen hemen hi¢ etkilemediiini,
fakat 0,2M’ lik tampon derigiminin belirli yekilde, 0,5M’ ik tampon derijiminin ise
onemli gekilde arttirdiZini gostermigtir. Buradan hareketle, Maillard tepkimesine ¢ok
duyarli bilesenler iceren gida iirlinlerinde besinsel deZerin azalmasi, renk ve lezzet
kaybr ihtimalinin 6niine gecilmesi i¢in hazirlanan formiilasyonlarda fosfat tamponu

yerine sitrat tamponunun tercih edilmesi 6nerilmektedir (Bell 1997).

Tepkimeye giren bilesiklerin tiirii ve oranlart da olduk¢a etkili faktorlerdir.
Kararma miktarina gore deferlendirme yapildifi zaman, en aktif aminoasitlerin lisin,
glisin, triptofan ve tirozin, orta diizeyde aktivite gbsteren aminoasitlerin prolin, 18sin,

izoldsin, alanin, hidroksiprolin, fenilalanin, metiyonin ve valin, diigiik aktiviteye sahip



olanlarin ise histidin, treonin, aspartik asit, arginin, glutamik asit ve sistein olduiu
tespit edilmigtir (Ashoor ve Zent 1984). Kararmadaki artig miktarma goére bir grup
aminoasit ile yapilan baska bir g¢alismada da aym sonug¢ elde edilmistir, fakat
aminoasitlerin derigimlerindeki azalmaya gore siralama yapildiZinda sonucun yalnizca
metiyoninde farklilik gosterdiZi ve metiyoninin en diisiik aktivite gdsteren grupta yer

aldii1 bildirilmistir ( Ajandouz ve Puigserver, 1999 ).

Bilindigi iizere aminoasitler kimyasal yapilart bakimindan yan gruplarinin (R)

ozelliklerine gore siniflandirilirlar. Amino asitlerin yapilar1 Cizelge 1.1 de verilmiytir.

Maillard tepkimesinde gosterdikleri reaktivite bakimindan yer aldiklari gruplara
bakildiZinda aminoasitlerin yan gruplarinin tiirii ile reaktiviteleri arasinda doZrudan bir
iliski kurmanm miimkiin olmadiin goriilmektedir. Bazik yan gruba sahip olanlardan
lisin en aktif aminoasit iken arginin en diigiik aktiflife sahip olanlarin grubunda yer
almaktadir. Lisinin ¢ok aktif olmasinda iki tane reaktif amin grubuna sahip olmasi
neden olarak gosterilmektedir. Ozellikle pH 10 seviyesinde izoelektrik noktasi 9,47
olan lisinin, tepkimenin ilk basamaklarinda asit katalizli adimlar icin ek proton

saladiin ongoriilmektedir (Ajandouz ve Puigserver, 1999 ).

Serbest karbonil grubuna sahip olduklarindan sadece indirgen sekerler Maillard
tepkimesinde yer alabilirler. Ornegin sukroz indirgen olmadiZindan ancak hidroliz olup
monosakkaritlerine ayrildiktan sonra tepkimeye katilir. Diisiik molekiil aifirlikly
bilesikler, sterik engellemeler tagiyan yiiksek molekiil aZirlikli bilegiklere gore daha
aktif olmaktadirlar. Buna gore, aldopentozlar genellikle aldoheksozlardan ve
monosakkaritler de di- ve oligosakkaritlerden daha aktiftir. Bdylece glukoz, laktozdan
daha aktiftir (Mauron 1981). Aldozlar da genel olarak ketozlardan daha aktif
goriinmektedir, ¢iinkii ketozlarin karbonil grubu, sterik olarak daha ¢ok engellenmiy

durumdadir.



Cizelge 1.1. Amino asitler
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1.3. Maillard Tepkimesinin Gida Uriinlerine Etkisi

Maillard tepkimesinin 1s1 islemi gérmily pigirilmis et, kahve, patates cipsleri gibi
gida iiriinlerinde 2500’ den fazla farkl: tiir koku maddesi olusturduiundan bahsedilir
(Jousse vd 2002). Maillard tepkimesi sonucunda gidada oluyan koku degixikligini veren
ucucu bilesikler, coklu orijine sahiptirler. Gida endiistrisinin bu alandaki ilgisi gidanin
farkli pigirme yontemleri sirasinda kazandiin karakteristik aromayi ve rengi kontrol
etme isteginden ileri gelmektedir. Kararma oluyumunda oldugu gibi, ugucu ve belirgin
koku iiretiminde yer alan maddelerin miktarlar1 ve kaliteleri baylangic maddelerine, 1s1
iglem parametrelerine, pH ya ve amino bilegiginin indirgen sekere oranina baglidir.
Martins vd (2001), Maillard tepkimesi sonucunda koku ve aroma iireten on iki farkl
amino asidin belirlendiZini, bunlardan bazilarinin ekmek, biskiivi, kek veya tost

aromasi verdifinin rapor edildiZini yazmaktadir.

Genellikle 420 nm’ de olgiilen kararma, gidalarda Maillard tepkimesinin hangi
Olciide olugtuiunun bir gostergesidir. Kahverengi bilesiklerden oOnce fliioresans
bilesiklerinin meydana geldigi tespit edilmistir (Baisier and Labuza 1992, Martins vd
2003). Tepkimenin son basamaginda renkli ara iiriinler ve diisiik molekiil aiirlikli
sekerler, doymamuy karbonil tirlinleri gibi bilegikler bir amin katalizorliigi varlifinda
yoiunlasarak polimerlesip kahverenkli polimerleri olugtururlar. Bunlarin bazi bilinen
ozellikleri kahverenginde olmalari, yiliksek molekiil agirlikli olmalari, furan halkas: ve
azot igeren polimerler olmalaridir. Karbonil, karboksil, amin, amid, pirol, indol,
azometin, ester, anhidrit, eter, metil veya hidroksil gruplar1 da igerebilirler. Maillard
tepkimesi sonucunda tiim bu maddeler, gidanin goriiniimiinii, tadini, kokusunu,

lezzetini deisistirebilir.

Gidalarda Maillard tepkimesinin belirgin olumsuz sonug¢larindan biri
proteinlerin besin degerlerinin azalmasidir. Bu durum gidanin kalitesini diigiiriir.
Protein besin deierinin azalmasi; sindirimdeki azalma, lisin ve triptofan gibi esansiyel
amino asitlerin biyolojik inaktivasyonlar1 veya par¢alanmalari, proteolitik ve glikolitik
enzimlerin inhibisyonlar1 ve metal iyonlariyla etkilesmeleri nedenleriyle olur (Narayan

ve Andreotti 1989, Rendelman 1987, Morales 2005). Besin deiterindeki azalma ayni
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zamanda mutajenik bilegiklerin olusumuyla da ilgilidir. Mutajenik bilegikler dikarbonil
bilesikleri, metil glioksal, diasetil ve glioksal igerirler. Izgara veya kizartilmiy et ve
balikta esas olarak heterosiklik aminlerden kaynaklanan mutajenik bilegikler
goriilmiigtiir (Martins vd 2001). Bu bilesikleri inhibe edebilecek bazi etmenlerin
varliZzindan s6z edilmiise de problem hala ¢oziilmemistir ancak Maillard tepkimesiyle
olusan mutajenlerin insanlarda gdzlenen kanserle bir iligkisi heniiz rapor edilmemistir
(Janzowski vd 2000). Maillard tepkimesinin antioksidatif bilesikler {irettii de
bilinmektedir. Antioksidatif bileyikleri ilk gozleyenler arasinda Griffith and Johnson
vardir. Bu aragtirmacilar gekerli kurabiyelere %5 glukoz eklediklerinde kurabiyelerde
belirgin bir kahverengilesme ve oksidatif ransiditeye karsi daha fazla dayaniklilik
gbozlemlemislerdir. Daha sonra ¢eyitli amino bilegiklerinin gekerlerle girdikleri
tepkimelerde {rettikleri antioksidatif bilegsikler, gidalarda yad oksidasyonunu

engellemek amactyla kullanilmaya baglanmigtir (Wagner 2002).

Sonu¢ olarak, gidalara uygulanan iglemler sirasinda Maillard tepkimesinin
istenen veya istenmeyen etkilerinin kontrol altinda tutulup tiiketicilerin beienebileceéi
ve kendilerine yararli kalitede iiriin {retebilmesinin, gida endiistrisinin ulaymaya

caliytiinn bir amag olduiu sdylenebilir.

1.4. Melanoidinler

Maillard tepkimesinin son iiriinii olan melanoidinler hakkinda bilgi ¢cok azdir ve
yapist ile ilgili yalnizca bazi genellemeler yapilabilmektedir. Bunun yaninda olujumlari
ile ilgili bilgiler de heniiz olduk¢a zayiftir (Cammerer vd, 2002, Martins ve van Boekel,
2003, Brands wvd, 2002). Bu da melanoidinlerin miktarlarinin saptanmasini
zorlastirmaktadir. Fakat bu saptamayr yapmak da gidalarin {iiretimi esnasinda,
melanoidinlerin olusumunu kontrol edebilmek i¢in gereklidir (Martins ve van Boekel,
2003). Melanoidinler genellikle spektrofotometrik olarak Sl¢iiliir ve absorbans degeri
olarak ifade edilir. Lambert-Beer yasasina gore 151k yolu sabit ise absorbans deeri ile
derigim arasindaki ilizki doZrusaldir. Fakat tek bir melanoidin yapisi mevcut
olmadiifindan, oOlgiilen absorbans deieri toplam bir deferi yansitmaktadir.

Melanoidinlerin UV-Vis bolgesinde alinan spektrumlari da tek bir pik geklinde
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olmayip, c¢esitli yapt ve miktardaki kromoforlarin karmagik ve toplamsal bir

gorilintlisiidiir.

Céammerer vd’ nin (2002) bildirdiZine gore melanoidinlerin yapist igin ortaya
atilmig ii¢ 6neri bulunmaktadir. 1lki Heyns ve Hauber ve daha sonra Tressl vd’ nin
Onerisidir. Bu 6neriye gore melanoidinler, Maillard tepkimesinin ara {iriinlerinden olan
furan ve pirol birimlerinin birbirlerine bircok kondenzasyon tepkimesi ile baZlanmasi
sonucunda meydana gelmektedirler. Ikinci &neri Hofmann’m diiziik molekiil agirhikli
renkli maddeleri saptamasindan ortaya ¢ikmistir. Bu maddeler proteinlere lisin veya
argininin -amino grubu vasitasi ile baglanarak biiylik molekiil agirlikli melanoidinleri
olugturmaktadir. Ugiincii &neri ise Yaylayan ve Kaminsky, Cimmerer ve Kroh, Kato ve
Tsuchida’ nin ortak Onerisidir. Bu Oneriye gore de, melanoidin iskeleti, Maillard
tepkimesinin ilk basamaklarinda olusan seker pargalanma iirlinlerinin, aldol
kondenzasyonuyla polimerlesmesi ve amino bilesikleriyle bagZlanmasi sonucunda

olugmaktadir.

1.5.  S-hidroksimetilfufural (HMF)

Is1 islemi gdren ve depolanan gidalarda, karbohidratlarin su kaybetmesi ile HMF
olugur ve bu oluzum uzun siire depo edilmis ve 1sitilmiy gidalar i¢in besinsel kalitenin
diiymesinin bir gostergesidir (Murkovic ve Pichler 2006). HMF’ nin kurutulmuy
meyvelerde ve karamel iirlinlerinde bazen 1 g/kg diizeyini agan yiiksek derigimlerde
bulundugu tespit edilmiyti. HMF’ nin oluyumunun son zamanlarda daha c¢ok
incelenmesinin sebebi mutajen ve kanserojen olma ihtimalinin ortaya atilmasi ve
iistelik 6zellikle bazi gidalarda cabucak olugup yiiksek oranda birikmesidir. Insanlar
lizerindeki etkisi ve muhtemel tehlikeleri heniiz agiklifa kavuimamugtir. Fareler
iizerinde yapilan denemelerde yiiksek derigimlerinin gozlerde, iist solunum yollarinda,
deride ve mukoza zarinda tahrize neden oldufu ve afiz yoluyla alindifinda dldiiriicii

dozun 3.1 g/kg olduitu tespit edilmisgtir (Janzowski vd 2000).

HMF’nin olusumu i¢in genellikle kabul edilmig olan tepkime yolu; indirgen

gekerin amino asit ile glikosilamini olugturmasi, olugan glikosilaminin Amadori
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diizenlenmelerine girerek bir aminoketoza doniismesi, Amadori {iriinii aminoketozun
enol formuna doniismesi ve dehidrasyonlarla HMF’ yi olusturmasi seklindedir (%ekil.
1.4) (Feather ve Nelson 1984, Ledl ve Schleicher 1990, Yaylayan ve Forage 1991,
Ferrer vd 2002).

HMF genellikle gidalarda ve model sistemlerde UV spektrofotometresi ile 284
nm’ de tespit edilir (Akkan vd 2001, Giribet ve Ribas 2000). Ancak ¢ok daha hassas bir
yontem oldugu i¢in HPLC’ de CI18 kolonu ile analizler daha yaygin kullanilmaktadir
(Morales ve Perez 1998, Artigas vd 1999, Jimenez vd 2000, Arena vd 2001, Mendoza
vd 2002, Liu vd 2004, Ameur vd 2006). Son zamanlarda oldukga hassas ve kesinli&i
yiiksek olduiu bildirilen GC-MS ile bir metot daha geligtirilmistir (Teixido vd 2006,
Gentry ve Roberts 2004).

H-N—R H'T—R H'H_R HC=O0
|
Mo HG OH HC +H,0 f|3=0
=0 =——> C—OH ———— ﬁ—OH —> H,C
|
H-C—OH H—?—OH H'C H—é—OH
H-C—OH H—?—OH H—?—OH H—é—OH
I
Amadori Grini 3-deoksi-heksazon
-H,0
H IC:O
Cc=0
+RNH, 1o || y O |
Melanoidinler | <-——— ) ) H_ﬁ
o} H_cf
H—C—OH

5-hidroksimetil-2-furaldehit [

»ekil 1.4. HMF icin genel olarak kabul edilen olusum basamaklari



1.6. Maillard Tepkimesinin Kinetiii

Bir kimyasal tepkimenin kinetik ¢alizmasi, o tepkimenin farkli faktorlerin etkisi
altindaki hizi ve mekanizmasi hakkinda bilgi edinmek i¢in yapilan incelemedir. Bir
tepkimenin hizi, belirli bir zaman aralifinda bir tepkenin derizimindeki azalma veya bir
iiriiniin derigsimindeki artma geklinde ifade edilebilir. Bir tepkimenin mekanizmasi ise
tepkenlerden baglayip iiriinlerin elde edilmesine kadar devam eden tepkime basamaklari

dizisidir. Genel hiz yasasina gore, tek tepkenli bir tepkimede, tepkenin kullanilma hizi
-d[A)/dt=k[A]"

esitlidi ile verilir. Bu eyitlikte [A], tepken A’nin t zamanindaki derigimini, k tepkime
sicakliizindaki hiz sabitini, n ise tepkime derecesini verir. Bir tepkimenin derecesi, o
tepkimenin hizinin, tepkenlerin deriyimine baglilizinin seklini gosteren bir
parametredir. Tepkime hizinin integrasyon yontemi ile incelenmesinde tepkime

derecesine sifir, bir veya iki deieri verilerek yukaridaki egitli&in integrali alinir.

Boylece, sifir dereceden bir tepkimenin hiz eiitlizi

birinci dereceden bir tepkimenin hiz eitliZi

In[A]/[A]l =kt;

ikinci dereceden bir tepkimenin hiz esitligi de

/[A]-l/[Alo =k t

geklinde elde edilir. Bu egitliklerde [A]o, tepkenin t=0 zamanindaki baglangig
derisimidir. Kinetik ¢alizmalarda hesaplanmak istenen 6nemli bir faktdr de tepkimenin

calisilan sicakliklar arasindaki aktivasyon enerjisidir. Hiz sabiti ile aktivasyon enerjisi

arasindaki iligki Arrhenius egitliZi ile verilir.
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-Ea/RT
k=Ae™

bu esitlikte Ea, aktivasyon enerjisini; A, frekans faktoriini; T, sicaklizi (K) ve R de

ideal gaz sabitini gostermektedir.

Maillard tepkimesinin kinetigi, son zamanlarda uygulanan kompleks kinetik
yontemi diyinda, genellikle basit kinetik yontemle incelenmektedir (Martins vd 2001,
Martins ve van Boekel 2003). Basit kinetik yontem uygulamasinda Maillard
tepkimesinin kinetiéi, kararma hizinin takibi veya tepkenlerin kaybinin takibi veya {iriin
olusumunun takibi ile incelenmekte ve deneysel verilere sifir, bir veya ikinci derece
icin tiiretilen hiz esitlikleri uygulanmaktadir. Bu bdliimde, Maillard tepkimesini basit

kinetik yontemle inceleyen bazi ¢aligmalar 6zetlenecektir.

1976 yilinda Warmbier vd, Maillard tepkimesinin hizina tepkenlerin derigim
oranlarinin etkisini 45°C” deki kararmay1 takip ederek incelemiglerdir. Kullandiklar
model sistemde, glukoz/lisin molar derigim oranini 0,5’ ten 5’e kadar de&istirmigler ve
kararmanin, molar derigim orani 3 oldufunda en yiiksek deZerine ulagtifini, oranin
daha fazla arttirrlmasinin tepkime hizina etkisinin olmadiZzim1 goézlemlemislerdir.
Kararma 420 nm’ de yirmi giinliik siire boyunca takip edilmiy ve yaklayik bir giinliik
bir “induction period” agamasindan sonra absorbans deierlerinin zamanla dorusal
olarak de#istiZi gOriilmiiytiir. Bdylece kararma tepkime hizinin sifir dereceden

olduguna karar verilmiy ve ilgili hiz sabitleri hesaplanmutir.

Stamp ve Labuza (1983), 70, 80, 90, 100°C’ de glukoz/aspartam ve glukoz/lisin
model sistemlerinde kararma olusumunu takip etmisler ve kararmanin sifir derece
kinetifine uygun oldugunu go6zlemlemigslerdir. Glukoz/aspartam ve glukoz/lisin
kararmalarinda 70, 80, 90 ve 100°C’ de 420 nm’ de 0,1 absorbans birimine ulagmak
icin gereken siirenin sirasiyla 11, 40, 5,3, 2,15, ve 1,0, 0,580, 0,250 ve 0,120 saat
olduizunu bulmuglardir. Bu aragtirmacilar tarafindan glukoz/aspartam ve glukoz/lisin

icin hesaplanan aktivasyon enerjileri sirastyla 22,0 kcal/mol ve 15,5 kcal/mol’ diir.
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Glukoz/lisin sistemindeki kararma olugumunun Lee vd (1984) tarafindan
incelendiéi ¢aliymada 90, 100 ve 110°C de tepkimeye pH’ 1n etkisi aragtirilmugtir.
Yalanci birinci dereceden kabul edilen tepkimenin aktivasyon enerjisi 18,0 ile 5,1

kcal/mol arasinda bulunmustur.

Glukoz /lisin model sisteminde 35, 45 ve 55°C’ deki kararma olugumu Petriella
vd (1985) tarafindan araztirilmiy kararma tepkimesi sifir derece kabul edilmiytir. Ayni
tepkimenin 45°C” deki HMF iiretimi Cerrutti ve arkadaglar tarafindan incelenmis fakat

yeterli kinetik veri toplanamamautir.

Narayan vd (1989) Maillard tepkimesinin kinetiiini lisin/glukoz-selilloz model
sisteminde lisin kaybini inceleyerek aragtirmustir. 40, 50 ve 60°C’ de takip edilen lisin
kaybinin birinci dereceden olduiunu belirten arastirmacilar ayrica lisin miktarinin fazla

oldugu durumlarda birinci dereceden sapmalar gozlemlemiylerdir.

Maillard tepkimesi i¢in sifirinct dereceden kinetiiin OnerildiZi diZer caligma
Lerici vd (1990) ve Barbanti vd’ ne (1990) aittir. Lerici vd (1990) glukoz/glisin model
sisteminin 70, 80 ve 90°C” de girdiii Maillard tepkimesini 294 nm” deki absorbansi ve
CO; olusumunu takip ederek incelemisler ve aktivasyon enerjilerini sirasiyla 120
kj/mol ve 154 kj/mol bulmuslardir. Ayni ¢alismada renk tayini incelemeleri de benzer

sonuclar vermiytir (Barbanti vd 1990).

Maillard tepkimesinin kinetiZinin HMF olugumunun takip edilerek incelendi&i
bir arastirmada (Yaylayan ve Forage 1991), ger¢cek mekanizma veya tepkime
basamaklar1 gozardi edilerek genel tepkime yalanci birinci derece kabul edilmiy ve
aktivasyon enerjisi 4.1 kcal/mol olarak sunulmustur. Ayni arastirmacilar triptofanin
glukoz ve mannozla girdiii tepkime i¢in de yine birinci dereceden kinetik dnermislerdir

(Yaylayan ve Forage 1992).

HMF olugumu, glukozun 85, 90, 95 ve 100°C’ de aspartik asit, glutamik asit ve
asparaginle girdiii Maillard tepkimelerinde de incelenmistir (Giribet ve Ribas 2000).
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Tepkime sifirmer dereceden bulunmug ve model sistemler i¢in aktivasyon enerjilerinin

124 kj/mol ile 134 kj/mol arasinda olduiu bildirilmiztir.

1994 yilinda Maillard tepkimesi Peterson ve arkadaslari tarafindan kinetik
caliymalar icin Ozel olarak gelistirilen ve bir spektrofotometreye baZli olan bir
mikrodalga 1sitma sistemi kullanilarak incelenmigtir. Glukoz/prolin sisteminin
calisildizn bu arastirmada da kararma takip edilmiy ve aktivasyon enerjisi 36,03

kcal/mol olarak bulunmugtur.

600 MPa’ lik atmosfer basinci kosulunda ve farkli pH degerlerinde glukoz/lisin
cozeltilerinin girdikleri Maillard tepkimelerinin kinetiii ise Hill vd (1996) tarafindan 40
- 60°C arasinda calisilmugtir. 420 nm’ deki absorbans sonuglari sifirinci dereceden hiz
sabitlerini elde etmekte kullanilmigtir. Bu aragtirmacilar pH’ nin 7,0 — 7,5 tan fazla
oldufu durumlarda yiiksek basincin Maillard tepkimesinin hizini arttirdiZini fakat
diisiik pH deierlerinde yiiksek basing uygulanmasiyla renk olusumunun gerilediiini

gbzlemlemiylerdir.

Maillard tepkimesinde kararma kinetiZinin incelenmesinde Wedzicha ve
arkadaglart ilging bir yontem gelistirmisler ve bu yontemi gesitli model sistemlere
uygulamiglardir (Davies vd 1997, Molero-Vilchez ve Wedzicha 1997, Géitiiz vd 1998,
Leong ve Wedzicha 2000, Mundt ve Wedzicha 2003). Bu yontemle kararma oluyumu,
tepkenlere baili olarak birbirini takip eden iki veya ili¢ hiz tayin edici basamakli
mekanizmalarla agiklanmistir. Ornegin glukoz/glisin model sisteminde pH 5.5 ve 55°C
stcaklik kogullarinda, kararma tepkimesi i¢in agaiidaki ii¢ hiz tayin edici basamaktan

olugan mekanizma Onerilmigtir (Mundt ve Wedzicha 2003, Davies vd 1997).

DSH
(hizl) | S(IV)
k1 k2 k3 .
Glukoz DH | ———— melanoidinler (M)
yavasg yavasg yavag
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Burada DH, glukozun girdiii kararma tepkimesinin anahtar araiiriinii olan 3-
deoksihekzosulosu, I, belirtilmeyen bir ara {iriinii, S(IV) bir siilfit tiiriinii ve DSH da
3,4-dideoksi-4-sulfohekzosulosu simgelemektedir. Kabul edilen yaklajyima gore S(IV)
varliZinda, glukoz/glisin tepkimesi kismen tepkimez olan DSH iiretimine yonelmekte
fakat S(IV)’in yoklugunda tepkime melanoidinlerin {retimi yoniinde devam
etmektedir. I1k iki basamagin hizlart S(IV)’ iin varhiindan etkilenmektedir. Béylece bir
glukoz-glisin-S(IV) tepkimesinde S(IV)’ iin tepkime hizi, hiz sabitleri k; ve k,’ nin elde
edilmesine yol agmaktadir. Glukoz ve glisinin derigimlerinin birbirine yakin fakat S(IV)
derigiminden ¢ok daha fazla olduZu durumda, tepkime basamaklar1 i¢in yazilan hiz

exitliklerinin integralleri alinip S(IV) derisimi igin agagidaki eyitlik elde edilmistir.

[SAV)] = [S(V)], -k, t + k,/k, (1-e7et)

Model sisteme eklenen S(IV) deriyimindeki siilfit tiirliniin, tepkime siiresince elde
edilen derigim-zaman verileri nonlineer regresyon analizi ile yukaridaki egitliZe
uydurularak k; ve k, hiz sabitlerinin 55°C” deki deierleri bulunmustur. Diger taraftan
Onerilen mekanizmada S(IV)’ {in ortamda bulunmadigi durumlar igin yazilan hiz
egitliklerinin ardi ardina integralleri alinarak, melanoidinlerin (M) derigimi ig¢in

aiagidaki eyitlik tliretilmistir.

M = K, t- (ky/ky) - (Ky/ks) + (Koko/Ko(kaky) €2 = (Kjk,) Ky(kaky) @™

Bu eiitligin A = [M] & da kullanilmasiyla deneysel olarak kararma i¢in elde edilen
absorbans-zaman verileri, daha dnce hesaplanan k; ve k, deéerlerinin yerine koyularak
nonlineer regresyon analizi ile k3 ve & deg@erlerinin hesaplanmasinda kullanilmiytir.
Ozetlenen galismada ki, k, ve k3 degerleri sirastyla 7 x10™ mol L™ saat”, 0,17 saat” ve

0,0874 saat™! olarak sunulmustur.

Buraya kadar bahsedilen caligmalarda Maillard tepkimesi basit kinetik

yontemlerle incelenmiytir. Son yillarda 6zellikle van Boekel vd tarafindan ¢oklu cevap
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modelleme tekniklerinin kullanildiZr kompleks kinetik yontemler gelistirilmektedir
(Martins vd 2001, Martins vd 2003, Martins ve van Boekel 2003", Martins ve van
Boekel 2005, Martins ve van Boekel 2005°). Buradaki “cevap” m anlami, degistirilen
herhangi bir faktoér sonucunda tepkenlerin ve firlinlerin derigimlerindeki deZigimdir.
Kompleks kinetik yontemlerin uygulanmasinda incelenen sistem ic¢in kompleks bir
tepkime mekanizmasi Onerilmekte ve mekanizmanin her bir basamag1 icin kinetik
diferansiyel denklemler yazilmaktadir. Cok sayidaki diferansiyel denklemin analitik
olarak ¢6ziimii ¢cok zor oldugundan, denklemler hazir yazilim programlar1 kullanilarak
niimerik integrasyon yoluyla ¢oziilmektedir. Sicaklik gibi herhangi bir diz faktoriin
tepkimeye etkisi incelenirken, tepkenlerin, {iriinlerin ve ara iiriinlerin derisimlerindeki
degigimler takip edilmekte, bunlarin derisim-zaman verileri ile niimerik integrasyon
sonunda elde edilen ¢6ziim eyitlikleri arasindaki uyum test edilmektedir. Uyumun iyi
olmadiifi basamaklar g6z Oniine alinarak Onerilen kompleks kinetik modelde
modifikasyonlar yapilmakta ve yukaridaki ijlemler tekrarlanarak yeni uyumlar test
edilmektedir. Uyum testi icin ¢ok degiskenli test Onerilmektedir. Yazilim
programlarinda yer alan bu test tekrar deneylerine dayanmaktadir. Burada deneysel
verilerin kalitesi ¢ok Onemlidir. Deneysel verilerdeki sagilma yiiksek oldugunda,
prensipte, her kinetik modele uyum sailanir. Ancak deneysel hata kiiciik olduiunda
verilerin modele uyumu hakkinda daha iyi bir tahmin yapilabilmektedir (Martins vd
2001). Kompleks kinetik yontemi 2005 yilinda glukoz/glisin modeline pH 6.8
ortaminda uygulanmugtir (Martins ve van Boekel 2005%). Ilk énce, 1sitilan glukoz/glisin
sistemlerindeki tepkime iirtinleri tanimlanarak miktarlarr tespit edilmistir ve temel
tepkime basamaklart belirlenmigtir. Kararmanin oluyumunda N-(1-deoksi-D-fruktoz-1-
il) glisinin (DFG) 6nemi ve bu maddenin, Maillard tepkimesinin ilk basamaklarindaki
geri dontigebilirliZi calulmiytir. Coklu cevap modelinin giiciinii gdstermek i¢in kinetik
modelleme iileminin model dénerme, deneylerle bu modeli test etme, gereken yerlerde
modeli modifiye etme ve yine deneylerle modifiye edilmiy modeli test etme
uygulamalar1 bagarili bir model elde edilinceye kadar tekrar edilmistir. Onerilen model
daha sonra bey farkli sicaklikta (80, 90, 100, 110 ve 120°C) test edilerek tepkime
basamaklart icin hiz sabitleri ve aktivasyon enerjileri elde edilmistir. Bu
aragtirmacilarin model sistemleri 1sitma siireleri sadece 200 dakika olduiundan ve

onerdikleri mekanizmada HMF ve diZer bazi bilinmeyen ara {iriinler igin tepkime
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basamaklar1 gosterilmediZinden glukoz/glisin arasindaki Maillard tepkimesinin

kinetiZinin hala tam olarak belirlendi&i sdylenemez.

Maillard tepkimesinin kinetiZi, model sistemler diginda doZrudan gidalarin
kullanilmasiyla da ¢alizilmytir. Ornegin Kilig vd (1997) kagar peynirinde 20 ve 40°C’
de kararmay1 takip ederek sifirct dereceden kinetik esitlikleri kullanmig ve aktivasyon
enerjisinin 15,1 ile 22,3 kcal/mol arasinda olabilece&ini bildirmistir. Arena vd (2001)
portakal suyunda HMF olusumunu inceleyerek yalanci birinci dereceden kinetik
Oonermigtir. Ramirez-Jimenez vd (2001) dilimlenmiy ekmekteki kararmaya kizartma
siiresinin etkisini aragtirmgtir. Buglione vd (2002), 10 — 30°C depolama sicakliklar
arasinda Uiziim suyunda yirmi hafta boyunca olusan kararmayr gozlemlemis,
kararmanin 11. haftaya kadar yalanci birinci derece, 11. haftadan sonra sifir derece
kinetik ile gerceklestiii sonucuna varmigtir. Bu ¢aligmada ayni zamanda HMF olusumu
da takip edilmiy ve HMF’ nin birinci dereceden bir tepkime ile olugtuZu rapor
edilmistir. Mendoza vd (2003) ise recellerde ve meyveli bebek mamalarinda 20 ve
35°C’ de, 12 ay boyunca HMF olugumunu aragtirmig, yiiksek sicaklikta bu gidalarda
daha fazla HMF biriktigini gézlemlemiitir. Gidalarda HMF oluyumunun incelendigi bir
bagka aragtirma da Gentry ve Roberts’ e (2004) aittir. Elma girasinin pastorizasyonu
sirasinda HMF olugumunun goriinen sifirmer dereceden bir tepkime ile gergeklestiZinin

aciklandii1 bu caliymada aktivasyon enerjisinin deieri 27,3 kj/mol olarak verilmistir.

1.7. Faktoriyel Deneme Deseni

Faktoriyel denemelerde birden fazla faktdriin deiigik seviyeleri ayni anda
denemeye alinmak suretiyle faktorler arasinda kariiliklr etkilesim olup olmadién ortaya
cikarilabilmektedir. Denemenin plani faktoriyel degildir. Ancak faktorlerin bir arada
bulunmas: faktoriyel diizen iginde olur. Yani 1. faktoriin her seviyesinde 2. faktoriin her
seviyesi denemeye alinir. Faktor, ilgili muameleler (sicaklik, katalizor, nem seviyesi,
pH vs.) veya siniflamalar serisidir. Faktoriyel diizenlemede denemenin biiyiikliiii;
faktor sayisi, her faktdriin seviye sayist ve tekrarlara baglidir. Faktoriyel denemeler
biitiin aragtirma alanlarinda biiyiik éneme sahiptir. Ornegin kimyasal bir tepkimede

olugan bir iirlinlin miktar1, baglangi¢ derigimlerinin oranina, kullanilacak katalizére, pH’
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ya, sicaklifa, bazi tepken maddelerin saflik derecesine, belki su aktivitesine vs bali
olabilir. Bu durumda bu etkilerin deisisik seviyelerine baili olarak farkli miktarlarda
iiriin olusumu gerceklesecektir. Faktoriyel denemeler yoluyla bu faktorlerden bir kagini
aynt anda ve deiisik seviyelerde incelemek, tepkimenin daha iyi bir sekilde

tanimlanmasini saglayacaktir (Brereton, 1990).

1.8. Arastirmanin Amaci

Bu calismanin amaci, model sistemler yardimiyla Maillard tepkimesinde
kararmanin ve HMF’ nin oluyma kinetiZinin FTIR, UV ve HPLC yontemleri
kullanilarak arastirilmasidir. Model sistemler, glukozun yaninda bir amino asidi veya
ayni amino asidin dimeri, trimeri veya tetramerinden olusturulacak ve bu tepkenlerin

Maillard tepkimesindeki aktiflikleri incelenecektir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Deneylerde kullamlan kimyasal maddeler

Maillard tepkimesinin model sistemlerini hazirlamak ic¢in kullanilan kimyasal
maddelerden L-lisin, lyslys, lyslyslys, L-alanin, aspartil-aspartik asit, glisin, glyglygly,
glyglyglygly ve standart madde olarak glisin anhidrit Sigma’dan, L-aspartik asit ve 5-
hidroksimetil-2-furaldehit (HMF) ABCR’ den, L-serin ve glygly Fluka’dan, Glukoz,
Na,HPO,4, NaH,PO,, fosforik asit HPLC saflikta metanol, asetonitril ve su Merck
firmasindan temin edilmistir. Kimyasallarin hepsi %99 safliktadir ve daha ileri
saflastirma iglemi yapilmadan kullanilmiglardir. Biitiin denemelerde deiyonize su

kullanilmiztir.

2.1.2. Deneylerde kullanilan cihazlar ve ekipmanlari

Tartimlar Chyo JL-200 marka terazide alinmis ve pH Olctimleri i¢in de JENWAY
3040 Ion Analyser marka pH-metre kullanilmiytir. FTIR spektrometresinde yapilan
Olciimler i¢in CaF, pencereli sizdirmaz sivi hiicresi (25 pum) Specac firmasindan temin
edilmigtir. Bu hiicrenin yerlestirilebilecedi oOlgiilere sahip ve sabit sicaklik ortami
sagflayacak 1s1 ceketi Akdeniz Universitesi Teknik Bilimler Meslek Yiiksek Okulu
Atolyelerinde 06zel olarak yaptirilmiytir (pekil 2.1). Cozelti kariyimlarmin sabit
sicaklikta 1sitilmasinda Grant W14 marka termostatli su banyosu kullanilmigtir. Ayn1 su
banyosu, 1s1 ceketine hortumlar aracilifryla bailandiZinda, suyun hiicre etrafinda
dolagmasmi saglayan bir sisteme sahip oldugundan, FTIR o&l¢iimlerinde de
kullanilmizstir (pekil 2.2). Caligma esnasinda, hiicrenin, 1s1 ceketinin ve su banyosundaki
suyun sicaklifini hassas bir yekilde kontrol edilebilmesi icin THERMO (France) marka
(= 0,5 hassasiyette) bir dijital termometre kullamlmiytir. FTIR Olglimleri igin

MATTSON 1000 FTIR spektrometre, tepkimede agia ¢ikan HMF ve kararmanin
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sekil 2.1, FTIR’ da kullanilan sizdirmaz 1sitilabilir sivi hiicre ve 1s1 ceketi.

sekil 2.2. FTIR’ da kullanilan 1sitma sistemi. (daire i¢ine alinan kisim FTIR’in
numune bdlmesine yerleytirilmisgtir)
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absorbanslarini 6lgmek icin CARY 100 Bio UV-Vis spektrofotometre ve yine olugan
HMF diizeyini kromatografik olarak belirlemek igin Agilent 1100 marka, vakum
degasser, quaterner pompa, auto-sampler ve DAD gibi ekipmanlara sahip HPLC ve yine
Agilent Technologies firmasindan alinan Hypersil ODS-C18 (4,0 x 250mm, 5um)
kolonu ile “auto-sampler” cihazinin ¢alismasina uygun septum kapaklt minik siseler

(vial) kullanilmaytir.

2.2. Metot

2.2.1. Tepkimenin FTIR spektrometresi ile calisiimasi

wekil 2.1 deki s1zdirmaz 1sitilabilir siv1 hiicre ve 1s1 ceketi FTIR spektrometresinin
numune bdoliimiine yerlestirilmiz ve ekil 2.1 de goriildiizii gibi termostatli su
banyosuna baglanmigtir. Deneyler sirasinda, hiicre yerine yerlestirilmeden once
termostatlt su banyosu istenen sicakliZza ayarlanmiy ve 1s1 ceketi sabit sicakliiza ulagtii
zaman, hazirlanan aminoasit ve glukoz karuzimlar: hiicreye bir enjektdr yardimiyla
icinde hava kabarci#1 kalmayacak gekilde yiliklenmig, sikica vidalanmiz ve FTIR’ 1n
numune boliimiine yerlestirilmis ve tepkimenin ¢esitli zaman araliklarinda spektrumlari

alinmuytir.

Isitma sisteminde aradaki hortumlardan ve 1s1 ceketi ile hiicrenin olusturduiu
katmanlardan 1s1 kayiplar1 olacaZindan, sonugta ¢ozeltinin sabit kaldiZi sicaklik su
banyosunun termostatinin ayarlandiiz1r sicakliktan diigiik olacaktir. Bu nedenle su
banyosundaki suyun ayarlandiéi sicaklik ile hiicrenin sabit kaldii1 sicaklik arasindaki
farkin bilinmesi gerekmektedir. Fakat hiicrenin i¢indeki sivinin sicakligini 6lgmek, CaF,
diskler arasindaki mesafe 25 um olduiu ve hiicre sikica kapatilmiz olduiu i¢in miimkiin
degildir. Hiicrenin ulaytif1 ve sabit kaldifi sicaklifi tespit etmek igin hiicrenin diz
kismina bir termistor (sicaklik arttik¢a direnci artan veya azalan elektronik bir devre
elemani) yerlestirilmigtir (ekil 2.3). Termistériin kutuplar1 da bir ohmmetreye

baglanmigtir. Kullanilan termistor direnci sicaklikla azalan tiptedir. Bu sistem elemanini
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sekil 2.3, Dort farkli termistor tipi (daire igine alinan bu ¢alismada kullanilan
termistor tipidir).

su banyosu ile kalibre etmek amaciyla Oncelikle termistor su banyosundaki suya
batirilmiy, termostat belirli sicakliklarda sabit tutulmug ve bu sicaklik degerlerinde
direncin sabit kaldiifi deierler tespit edilmigtir. SicakliZa karsi direng verileri, bu
verilerin belirttiZi regresyon analiziyle belirlenen en uygun fonksiyon ile regresyon

katsayisiin karesi %ekil 2.4° te verilmistir.
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wekil 2.4. Termistoriin sicaklik-direng de&isimi grafifi
FTIR spektrometresinde saf suyun, saf glukozun, saf alaninin spektrumlari

alinmiytir. Ayrica Maillard tepkimesinin takibi icin alanin/glukoz sistemi, azagidaki

koyullarda incelenmistir.

25



0,05M Alanin/0,05M Glukoz (1/3, pH 9,5 , 55°C)

0,05M Alanin/0,05M Glukoz (1/3, pH 7, 50°C)

0,3M Alanin/0,3M Glukoz (1/3, pH 7, 27°C)

0,1M Alanin/0,1M Glukoz (1/3, pH 2,3 , 40°C)

0,1M Alanin/0,1M Glukoz (1/3, pH 6, 28°C)

0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 9,5 , 68°C)

0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 33°C)

0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 33°C, etil asetat ortaminda)
0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 33°C, etanol ortaminda)
0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 33°C, gliserol ortaminda)
0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 33°C, propilen glikol ortaminda)
0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 15°C)

0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 18°C)

2.2.2. Tepkimenin UV-Vis spektrofotometresi ile calismlmasi

Deneylerde kullanilan spektrofotometrede, kiivetlerin yerlestirildigi bolme
sicaklik kontrolii saglayabilen sisteme sahip ve manyetik karistiricilt olduZzundan
tepkime kariyimlart kiivete doldurulduktan sonra teflon kapaklari kapatilmiz ve
ayarlanan sicakliklarda sabit tutularak cesitli siirelerde ¢ozeltinin 284 nm’ deki
spektrumlar1 kaydedilmistir. UV-Visible spektrofotometresi ile yapilan ¢alizmalar
asagida gosterilmisgtir. Tim deneyler tlicer kez tekrar edilmigtir. pH ayarlamalar1 igin

fosfat tamponu kullanilmigtir.

0,5M Lisin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 35, 45 ve 55°C)

0,5M Lisin/0,5M Glukoz (1/3, pH 6, 35, 45 ve 55°C)

0,029M Lyslys/0,029M Glukoz (1/3, pH 7, 35, 45 ve 55°C)

0,0124M Lyslyslys/0,0124M Glukoz (1/3, pH 7, 35, 45 ve 55°C)

0,5M Aspartik asit/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 35, 45 ve 55°C)

0,04M Aspartil-aspartik asit/0,04M Glukoz (1/3, pH 7, 35, 45 ve 55°C)
0,5M Serin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 35, 45 ve 55°C)

0,5M Alanin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 35, 45 ve 55°C)
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0,5M Glisin/0,5M Glukoz (1/3, pH 7, 35, 45 ve 55°C)

2.2.3. Tepkimenin HPLC ile cahsilmasi

HPLC, Maillard tepkimesinde HMF olugumunu 284 nm’ de ve kararma
olusumunu da 420 nm’ de takip etmek i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada 0,5M glisin,
0,5M glygly, 0,5M glyglygly ve 0,5M glyglyglygly’ nin her birinin ayr1 ayr1 0,5M
glukoz ile 1/3 derigim oraninda, pH 5,5” ta ve 70, 80, 90, 100, 110°C” deki tepkimeleri
incelenmiytir. Her bir tepkime ¢ozeltisinden her bir sicaklikta, 30, 60, 90, 120, 180 ve
240 dakikalik siireler sonunda 1-1,5 ml’ lik 6rnekler alinarak hemen derin dondurucuya
koyulmus ve daha sonra HPLC ile analiz edilmistir. Analizler i¢in kullanilan kolon C18
(4.0 x 25 mm, 5um), kolon sicaklifi 30°C, kolon basinct 180 bar ve kolona verilen
enjeksiyon hacmi 5ul’ dir. Orneklerin HMF analizi %20 metanol, %80 asetat tamponu
(0,04M sodyum asetat, pH 3,6) iceren hareketli fazla 1 ml/dak akiz hizinda isokratik
olarak gerceklestirilmigtir. Kromatogramlar DAD ile kaydedilmigtir. HPLC cihazinda
Chemstation  yazilimi  ile  c¢alijilmiy,  kromatogramlarin  gdriintiilenmesi,
degerlendirilmesi ve kalibrasyon yine bu yazilim yardimiyla yapilmigtir. HMF’ nin
standart c¢oOzeltileriyle hazirlanan c¢alizma grafifinden (r = 0,99938) tepkime
kartsimlarmin igerdiZi HMF miktar1 tespit edilmigtir. Her bir deney ii¢ kez tekrar
edilmistir. Tepkimeye giren farkli madde tiirleri, sicaklik ve 1sitma siiresi arasindaki
farklilik, faktoriyel deneme deseninde (4x4x6), ¢ok yonlii ANOVA ile SAS yazilimi
kullanilarak istatistik olarak analiz edilmigtir. Derigim deferlerine doial logaritma

doniiylimii uygulanarak normal bir dagilig elde edilmistir (p>0,01).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. FTIR Spektrometresi ile Yapilan Calismalar

Maillard tepkimesinin FTIR ile ¢alizilmasi plant yapilirken spektrumlarda

tepkenlere ait bazi piklerde azalma veya iiriin olusumuna iligskin bazi yeni piklerin

doirudan gozlenebileceisi ve takip edileceii dngériilmiigtiir. Incelenecek model sistem

alanin ile glukoz arasindaki Maillard tepkimesidir. %ekil 3.1a saf glukozun nujoldaki

FTIR spektrumunu gostermektedir. ekil 3.1b’de ise saf glukozun bu aragtirmada

cekilen KBr’ deki spektrumu verilmistir.
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wekil 3.1. Saf glukozun nujolda (a) ve KBr’ deki (b) spektrumu
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Bu spektrumlarda glukozun fonksiyonel grubu olan aldehit karboniline ait belirgin
bir pik goriilmemektedir. Bunun nedeni biiyiik bir olasilikla ortam kogullarina bail
olarak glukozun belirli bir yiizdesinin halkali yapida olmasidir.  %ekil 3.2° de
literatiirden alinan saf L-alaninin spektrumu goriilmektedir. Alaninin amino grubuna ait

N-H gerilme band1 2900-3100 cm™ arasinda genis bir pik olarak goriilmektedir.

wekil 3.2. Saf alaninin FTIR spektrumu

Arastirmada incelenecek tepkimeler sulu ortamda gergeklestirileceizinden saf
suyun da FTIR spektrumu alinmistir. %ekil 3.3° de suyun sofZurma bdlgeleri
gosterilmektedir. Spektrometrede bir madde cihaz tarafindan referans madde olarak
kaydedildi&i zaman ona ait veriler kaydedilir ve eier yine hicbir degixiklik olmaksizin
tekrar ayni maddenin spektrumu alinirsa, teorik olarak sadece ‘“baseline” ¢izgisini
vermelidir. Bu bir ¢ok maddede rahatlikla gézlenmektedir ama bu uygulama su icin
yapildiginda %ekil 3.4” deki sonug elde edilmigtir. Goriildiigii iizere suyun geniz  O-H
gerilme ve eiilme bantlarinin bulunduiu {i¢ bolgede bir takim karmasik sinyaller
mevcuttur. Deneylerde kullanilacak saf glukozun ve alaninin sulu ¢6zeltisinin FTIR
spektrumlart Sekil 3.5a” da verilmektedir. Bu spektrumlarda 1600-1700 cm™ civarinda

goriilen karmayik pikler jekil 3.4 de gozlenen suya ait O-H eiilme bantlar1 bolgesine
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denk gelmektedir. Maillard tepkimesi devam ederken FTIR spektrumunda tepkenlere ait

belirgin bir deiiyimin gozlenip goézlenemeyeceéini anlamak i¢in bir dizi
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wekil 3.3. Saf suyun IR spektrumu

wekil 3.4. Referans olarak suyun kaydedildii bir su spektrumu

denemeler yapilmistir. Bunlardan biri 0,5M alanin ve 0,5M glukoz karigiminin pH 7 ve
33°C’ da 10 saat siireyle 1sitildizi denemedir. Bu ¢ozeltinin birer saat arayla gekilen
FTIR spektrumlart %ekil 3.5b de gosterilmigtir. Gorildiii gibi spektrumlarda
tepkenlere ait piklerde takibe deier bir azalma olmamugtir. Ayrica, iiriin oluyumunun
gostergesi olabilecek yeni ve zamanla miktar1 artan pikler de gozlenememiytir. Bu

durum, farkli pH ve sicakliklarda yapilan denemelerde de deiizmemistir (‘pekil 3.6).
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sekil 3.5. Saf glukozun ve alaninin spektrumu (a). Alanin/glukozun pH 7 ve

33 °C’ de 10 saatlik 1s1tma siiresinde kaydedilmig olan spektrumlari (b)

Ust iiste gakigtirildigzn zaman aymi spektrumlarin sadece azar azar yukariya veya

agagiya dogru oOtelendigi bir goriintii veren bu spektrumlarda, bazi pikler secgilerek
absorbans defigimleri zamana karyt grafiZe gecirildiZi zaman diizenli bir artma veya
azalma da gozlenmemiitir (ekil 3.7). Secilen ceyitli piklerdeki absorbans-zaman
grafiklerinin bu gekilde ortaya ¢ikmasinda en biiylik nedenin Maillard tepkimesinin

karmagikligindan kaynaklandigi diiytiniilmektedir. Tepkime adimlarinin birbirine paralel
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ve ardigik olarak stirekli geligmesi ve dolayisiyla tepkime kariziminda her an, gerek
tepkimeye girmemis maddelerin, gerek iirlinlerin bir arada olmas: ve bunlar arasinda

bir¢ok dengelerin oluizmast bu sonucu geligtirmistir.

Dalga Sayis (cm”}

sekil 3.6. Alanin ve glukozun pH 9 da 65-68 °C’ de 35-40 dakikada bir

kaydedilmig olan spektrumlari

0.0ED
0,973 4 ﬁ
!
o233 | | B -
" *, S - P e T :

- .'..'. ._ -.L. R g _‘L I| | ;,}W ﬂl N '(_.. ; - ' ':,.: i J4ES G2 om- 1
3 Lt I ? / ﬁl" f —— 14155 cm-1
: & - . ’Ll; . —— 108187 ci-1
'E' o "]‘1“ f | ."rkl!\ ry '“ LA q"‘" e 156202 cm-1 |
5 A ) TR AT / - A5us 2 i
£ som |l 1.#'”?"' M | \5‘ f’i l' ——
2 . ; [

(. N . | S T e
il Mod e
4
oo | & —— —— —
s 2
- e
oy TN N :
= s ol =) B awn i
EakiL]i]
Zamanidal.)

nekil 3.7. Secilen cesitli piklerdeki absorbans deiyimi
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Cozeltilerin 1sitilma siirelerinin baglarinda spektrumlarda pek fazla bir deiizim
zaten beklenemez. Ilk tepkime adimlarinda oluyan Schiff bazinmn baglangig
maddelerinden farki sadece bir mol suyun ayrilmasiyla bir imin bagmm oluzmasidir.
Sonrasinda, Amadori diizenlenmelerinde aldoz formu ketoza doniigecektir ve yine
olugan drilinlerin, atomlarinin tliri ve baglanmalar1 bakimindan IR spektrumu ile
gozlenebilecek farkliliklar gosteremeyeceii zaten diiglinlilmiistiir. Ancak tepkime
stiresinin uzadif1 ve Ozellikle renkli bilegiklerin olugup melanoidinlerin derigimleri
artmaya bailadifinda, heterohalkali ve ¢ogunlukla konjuge ¢ift bagh yapilar nedeniyle
spektrumlarda farkli ve yeni oluyan piklerin goézlenebileceii ve Fayolle vd (2000) ve
Sivasundaram vd (2002) tarafindan 6nerildigi gibi bilgisayar yazilimlar1 yardimiyla bazi
sayisal analizleri ve istatistik yaklagimlar1 kullanarak bu bilgilerin deierlendirilebilecei
bekleniyordu. Fakat yorumlanmasi kolay olmayan spektrumlar bu yonde bir takibi
olanaksiz hale getirmigtir. FTIR spektrumlariin Maillard tepkimesinin takibi i¢in
yeterli olmayiglarinin bir nedeni de tepkimelerin sulu ¢ozeltide ¢alizilmasidir. Suyun
hem kendi i¢indeki hidrojen bailarinin ¢okluitu ve hem ¢ozeltideki maddelerle yaptiin
hidrojen bagZlarimin da etkisiyle, IR spektrumlarinda suyun soiZurma yaptiifi bolgelerde
cok karmayik goriintiiler ortaya ¢cikmiy ve bu bolgelerde tepkimede olusan maddelere ait
herhangi bir deisisimi izleme olanai ortadan kalkmugtir. Materyal kisminda belirtildigi
gibi, ¢ozeltilerin bulundugu hiicrenin diskleri arasindaki uzaklik 25um’ dir. Bdylece
hiicreye enjekte edilen ¢ozelti 25 pm kalinlifinda olmaktadir. Deneysel sonuglarin
yorumlanmasindaki sorunlarin, daha kiiciik ¢ozelti kalinliklarinda bu kadar 6nemli

olmayacaklari diisiiniilmektedir.

Maillard tepkimesinin FTIR ile takibinde suyun spektrumlardaki etkisini ortadan
kaldirmak i¢in tepkime gliserol ortaminda da incelenmistir. »ekil 3.8 de, alanin/glukoz
tepkimesinin 50°C” de, gliserol ortaminda alman FTIR spektrumlari verilmistir.
Gliseroliin  viskozitesinin fazla olmasindan dolayr molekiiler hareketler de
yavaglayacagindan, genelde gliserol ortaminda tepkimenin ¢ok yavay gelistii
gbzlenmigtir. Bu nedenle tepkime karizimi beg giin boyunca izlenmigtir. pekil 3.8 deki
spektrumlara  bakildizinda  belirli bantlarda zamanla artma veya azalma
gozlenebilmektedir. Ancak gliserol ortamindaki bu tepkimenin, gidalarda ve

organizmada su varliizinda olugan ger¢ek Maillard tepkimesini yansitmadiii dolayistyla
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daha farkli mekanizmayla farkli iirlinler olugturabileceii diisiincesiyle bu denemeler
daha fazla yapilmamiy, fakat daha 6nce sunulan spektrumlardaki karmagikliinin biiyiik

oranda suyun varliZindan kaynaklandifinin gdstergesi olarak kabul edilmistir.

Bu calizmada, Maillard tepkimesi model sistemlerinin FTIR ile takibinin,
olugturulan kogullar altinda tatmin edici ve incelemeye deiter sonuglar veremediii

anlagilmustir.

wekil 3.8. Gliserol ortaminda alanin/glukoz sistemin FTIR spektrumlari

3.2. UV-Vis Spektrofotometresi ile Yapilan Calismalar

UV-Vis spektrofotometresi ile yapilan c¢aliymalarda, Maillard tepkimesi devam
ederken ayni anda spektrumlarinin kaydedilmesi amaglanmigtir. Fakat UV-Vis
spektrumlarinda karizim halinde bulunan maddeler dogrudan spektrum iizerinde analiz
edilemeyecefinden, tepkime kariziminda bulunabilecek {irlinlerin standart olarak
alinmasi veya tepkime karigimindan ayrilip saflagtirilmasi ve bdylece bu maddelerin tek
tek UV-Vis spektrumlari belirlenerek en yiiksek deferde absorpsiyon yaptii bolgelerin
onceden saptanmasi gerekmektedir. Maillard tepkimesinin gergeklesmesi sirasinda
olugan {rilinlerin bir¢o#unun ortamdan ayrilmas: olduk¢ca zordur. Cok c¢esitli

kromatografik ayirma tekniklerini ve hatta diyaliz yontemlerini kullanmay1 gerektirir.

34



Ayni1 zamanda bu ayrigtirma ve saflastirma islemlerinin, denenecek her madde ve
koyullar i¢in ayr1 ayr1 yapilmasi gerekir. DiiZer yandan, bu firiinler genellikle kararli
olmayan ve ¢ok aktif olan maddelerdir. Dolayisiyla calizma esnasinda analiz edilene
kadar gegen siirede deiigime utramadan korunmasi da oldukg¢a zor ve ayrmtili
uygulamalar gerektirmektedir. Bu nedenle de, Maillard tepkimesinin UV-Vis
spektrofotometresi ile analizinde, tepkimenin 6nemli bir iiriinii olan ve bilinen bir dalga

boyunda maksimum absorbansi olan HMF’ nin takibine karar verilmigtir.

Deiiyik derigimlerdeki standart HMF’ nin 200-400 nm arasindaki spektrumlari
hekil 3.8” de verilmigtir. Goriildiizii gibi HMF’ nin maksimum absorbansi 284 nm’ de
gerceklesmektedir. Bu dalga boyu deferi Maillard tepkimesinin kinetiZinin
incelenmesinde HMF’ nin derigimindeki degismenin tepkime boyunca takip edilmesi
icin kullanilmigtir. Gidalarda yapilan c¢alismalarda da HMF 284 nm’ de yaptiin
absorbansi ile belirlenmektedir ( Giribet ve Ribas 2000, Akkan vd 2001).
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sekil. 3.9. Cesitli derigimlerdeki saf HMF nin UV spektrumu
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wekil 3.10 HMF’ nin derigimlerini tespit etmek icin yapilan kalibrasyon eirisini

gostermektedir.
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sekil 3.10. HMF igin kalibrasyon ezrisi (R*=0,9935)

HMF’ nin olugumunun takibi i¢in hazirlanan tiim model sistemlerin analizi 35, 45
ve 55°C° de gerceklegtirilmistir. Ancak model sistemlerin hepsinde sicaklik 35°C
olduiu zaman hi¢cbir HMF olugumu goézlenmemigtir. Bu nedenle bundan sonraki

agiklamalarda sadece 45 ve 55°C” deki inceleme sonuglart verilecektir.

HMF’ nin takibi i¢in hazirlanan ilk model lisin/glukoz karizimidir. Bu
karigimim pH 7 ve pH 6 ortamlarinda ve 45 ve 55°C” de gireceizi Maillard tepkimesinde
oluzacak HMF spektrofotometrik yontemle incelenmistir. Bu sistemin pH 7 ortamindaki

spektrumlart 3ekil 3.11 ve yekil 3.12° de verilmigtir.
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sekil 3.11. Lisin/glukoz (pH 7) sisteminin 45°C* de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1

Abwson-lens

Dhailgen b (um}

wekil 3.12. Lisin/glukoz (pH 7) sisteminin 55°C” de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1
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Lisin/glukoz model sisteminin pH 6’ daki HMF {iretiminin 45 ve 55°C” deki

sonuclar ekil 3.13 ve yekil 3.14° te verilmistir.

040
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wekil 3.13. Lisin/glukoz (pH 6) sisteminin 45°C* de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1

Absorbany

T T
260 280 300 320 34q
Balg: tiayw (nm)

sekil 3.14. Lisin/glukoz (pH 6) sisteminin 55°C* de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1
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Serin/glukoz model sisteminin pH 7’ de girdikleri Maillard tepkimesine ait 45 ve
55°C’ deki UV-Vis spektrumlari $ekil 3.15 ve $ekil 3.16° da sunulmustur.
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wekil 3.15. Serin/glukoz (pH 7) sisteminin 45°C* de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1
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wekil 3.16. Serin/glukoz (pH 7) sisteminin 55°C° de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1
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Caligilan diger bir model sistem glisin/glukoz sistemidir. pH 7 iken 45 ve 55°C’
de alinan UV-Vis spektrumlart 3ekil 3.17 ve 3ekil 3.18 de goriilmektedir.

0,064

004

Absorhans

Doz

0.0 1 1 1
260 280 30 320 40 360

Dralaen bros o fmank

wekil 3.17. Glisin/glukoz (pH 7) sisteminin 45°C’ de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1

Ahworbans

Thal ga Toowm (1)

wekil 3.18. Glisin/glukoz (pH 7) sisteminin 55°C’ de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1
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Bu boliimde ¢aligilan son model sistem alanin/glukoz karigimidir. pH 7° de sabit
tutulmugtur. Bu model sisteme ait 45 ve 55°C” deki UV-Vis spektrumlar1 Sekil 3.19 ve
=ekil 3.20° de verilmigtir.

Albcorbans

250 260 270 220 280 0
Pulga bovu {nm}

wekil 3.19. Alanin/glukoz (pH 7) sisteminin 45°C° de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1

NStk

T
2680 280 300 320 340
Lralgan oy w fmon b

sekil 3.20. Alanin/glukoz (pH 7) sisteminin 55°C” de 22 saatlik 1sitma siiresi
boyunca 20 dakikada bir kaydedilen spektrumlar1
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Bu boliimde kullanilan  model sistemlerden lyslys/glukoz, lyslyslys/glukoz,
aspartik asit/glukoz ve aspartil aspartik asit/glukoz model sistemlerinin her biri pH 7’ de
sabit tutulmug ve 35, 45 ve 55°C’ deki 22’ ger saatlik tepkime boyunca UV-Vis
spektrumlart alinmistir.  Ancak hi¢ birinde kayda deier bir HMF olusumu

gdzlenmemitir.

wekil 3.11° den %ekil 3.20° ye kadar olan tiim spektrumlarda HMF’ nin
maksimum absorbans yapti1 284 nm dalga boyunda tepkime siiresi arttik¢a absorbansta
da devamli bir artiy gézlenmektedir. Bu artiz her model sistemde Maillard tepkimesinin

artan siiresiyle birlikte HMF’ nin deriyiminin de artig1 lehinde yorumlanmustir.

UV-Vis spektrumlarinin  Maillard tepkimesinin kinetiZi hakkinda bilgi
edinilmesinde kullanilabilmesi i¢in absorbans-zaman verilerinin derigim-zaman
verilerine doniistiiriilmesi gerekir. Bu islem HMF’ nin kalibrasyon efrisinden elde
edilen & degerinin HMF derisimlerinin hesaplanmasinda kullanilmastyla yapilmustir.
Tim model sistemlerde HMF oluyumuna iliskin elde edilen derizim-zaman verileri
cizelge halinde Ek 1° de sunulmustur. Bu ¢izelgelerdeki derisim-zaman verileri grafik
gekline doniigtiiriildiifiinde grafiklerin ¢oiunda derisim ile zaman arasindaki iligkinin
doZrusal olarak yorumlanabilece&i kabul edilmistir. Bu grafiklere bir 6rnek lisin/glukoz
sistemine ait pH 7 ve 55°C” deki derigim-zaman grafigidir (%ekil 3.21). Bu grafiklerde ,
HMF olugumunun tepkimenin baglangic siirelerinde kayda deZer miktarda
geceklesmedigi ve dogrusal artizin sicaklikla azalan bir siire sonunda belirgin hale
geldiii goriilmektedir. Orneiin %ekil 3.21° de HMF iiretiminin heniiz hiz kazanmadiizt
bu siire, yaklaiik 230 dakikadir. Deriiim-zaman verileri arasindaki doZrusal iligki,
tepkimenin kineti&inin ¢alizilan ortam kosullarinda sifir  derece olduiunu
gostermektedir. Boylece deriyim-zaman grafiklerinde ¢izilen dogrularin eZimleri
Maillard tepkimesinde HMF olusumunun kinetiZine iliskin sifirinci dereceden hiz
sabitlerini vermiytir. Cizelge 3.1 de caliyilan model sistemlerde ilgili pH ve sicaklik
koyullarinda Maillard tepkimesi sirasinda HMF oluyumuna iliskin hiz sabitleri
sunulmugtur. Cizelge 3.1 incelendiZinde, caligilan her bir model sistemde sicaklik
arttikca kararma tepkimesi i¢in 6nerilen hiz sabitinin degerinin de arttig1 goriilmektedir.

pH 7 iken, hiz sabitlerinin deterleri karyilagtirildiZinda Maillard tepkimesinde her iki
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sicaklikta lisinin serin, alanin ve glisinden daha aktif olduiu, serin, alanin ve glisinin ise

yaklazik eydeger aktiflikte goriildiikleri sdylenebilir.

HMF drnzima |ppm)

o a0 0] Ean 5a0 1060 * 200 110
raman [dak)

wekil 3.21. Lisin/glukoz sistemine ait pH 7” de ve 55°C” deki HMF olugumu

Cizelge 3.1. UV-Vis verilerinin derizim-zaman egrilerinden hesaplanan HMF
oluyum hiz sabitleri

Model tepkime (g 1}( dak”!) R?

Lisin /Glukoz (45°C, pH 6) 0,0016 0,9943
Lisin /Glukoz (55°C, pH 6) 0,0297 0,9954
Lisin/Glukoz (45°C, pH 7) 0,0027 0,9861
Lisin/Glukoz (55°C, pH 7) 0,0344 0,9930
Serin/Glukoz (45°C, pH 7) 0,0003 0,9814
Serin/Glukoz (55°C, pH 7) 0,0178 0,9967
Alanin/Glukoz (45°C, pH 7) 0,0003 0,9967
Alanin/Glukoz (55°C, pH 7) 0,0183 0,9974
Glisin/Glukoz (45°C, pH 7) 0,0003 0,9939
Glisin/Glukoz (55°C, pH 7) 0,0190 0,9990

Boliim 1.2° de bahsedilen Ashoor ve Zent’in (1984) siralamasinda glisin, lisin
gibi aktif amino asitlerin arasinda bulunmaktadir. Alanin orta diizeyde aktiflik gosteren
amino asitler arasindadir ve serin ise bu siralamalarda yer almamaktadir. Serin’in

alaninden daha diigziik bir aktiflife sahip oldugu laboratuvarlarimizda oOnceden
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gbzlemlenmisti (Akpinar, 2000). Yukaridaki her iki ¢aligmada Maillard tepkimesi
kararma miktarinin takibi ile incelenmigti. Ancak bu caligmada elde edilen siralama,
HMF’ nin takibiyle yapilmustir. Kararma miktariin takibi ve HMF’ nin takibine gore
yapilan deierlendirmede incelenen baglangi¢ maddelerinin aktiflik sirasmin farkls
bulunmas: ayni tepkime kosullarindaki sistemlerde tekrar incelenmelidir. Cilinki

literatiirde yer alan bir ¢ok ¢aligmada tepkime kosullar1 da farklilik gostermektedir.

3.3. HPLC ile Yapilan Calismalar

Maillard tepkimesinin kinetiZinin HPLC ile takibinde kullanilan model sistemler
glisin/glukoz, glygly/glukoz, glyglygly/glukoz ve glyglyglygly/glukoz karizmlaridir.
pH, tim sistemlerde fosfat tamponuyla 5.5’ ta sabit tutulmustur. Tepkimenin
geligiminin takibi; tepkimede iiretilen HMF’ nin derigimi ve kararmanin miktari
izlenerek yapilmigtir. Calizilan tepkime sicakliklari 70, 80, 90, 100 ve 110°C” dir. Saf
HMF’ nin metot boliimiinde aciklanan kosullardaki bir kromatogrami %ekil 3.22° de
verilmigtir. GoriildiiZii iizere analiz kogullarinda HMF’nin alikonma siiresi 4,3

dakikadir. HMF i¢in hazirlanan kalibrasyon eérisi ekil 3.23” te goriilmektedir.

el

200 4

Abzorhanz

. 5
" y E E N Y rakika

wekil 3.22. Standart HMF” ye ait kromatogram (50 ppm)
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wekil 3.23. HMF icin kalibrasyon egrisi

Glisin ve peptitleriyle yapilan Olgiimlerde, metot boliimiinde agiklanmii olan
kromatografi kosullarinin, tepkime ortaminda HMF nin kantitatif olarak saptanmasinda
¢ok uygun oldugu goriilmiiytiir. Tiim orneklerde, HMF, 4,3. dakikada ve 284 nm’deki
sinyaller dikkate alinarak deierlendirilebildiZi halde, ayni zamanda HPLC’ de otomatik
olarak 190 — 520 nm arasinda taranarak, ¢ozeltilerin spektro-kromatogramlar1 da
kaydedilmistir. Sekil 3.24 ve &ekil 3.25’ te sirasiyla bir tepkime kariyimina ve sat HMF’
ye ait spektro-kromatogramlar verilmistir. Bu kayitlar tespit edilen HMF piklerinin
standart madde ile karylastirlmasinda ve pik saflifinin  deZerlendirilmesinde
kullanilmustir. Spektro-kromatogramlarda HMF’ ye ait absorbansa karg1 dalga boyu ve
absorbansa kar:1 alitkonma siiresi bilgileri bir arada bulunmaktadir. Dolayistyla standart
maddeye ait pik bu parametrelerle tanimlanip kaydedilmekte ve tepkime karigimindan

elde edilen piki veren maddenin safliif1 da kolaylikla test edilebilmektedir.
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Silshonsma sioresi okakl

nekil 3.24. Glyglygly’ nin glukoz ile tepkimesinden (pH 5.5, 110°C), 4 saat sonra
alinan numuneye ait spektro-kromatogram

Al e il

wekil 3.25. Standart HMF’ nin (7,5 ppm) spektro-kromatogrami

Pik safliinin kontrolii tiim Ornekler i¢in uygulanmugtir. Bu testin gerektirdiZi sayisal

yontem Chemstation yazihiminda mevcuttur. Orneklerin cok biiyiik bir kismi icin pik
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safliinn faktoriiniin, standarttan belirlenen deger aralii i¢inde olduiu tespit edilmigtir

(%ekil 3.26).
Peak Specira Peak Signals
150.0 mm 520.0 280 ity 434

Sekil 3.26. Glygly’ nin glukoz ile tepkimesinden (pH 5.5, 110°C), 3 saat sonra
alinan numunedeki HMF’ ye ait pikin, standart HMF’ nin dalga boyu
araliinnyla ve sinyalin konumuyla kargilastirildiZzint gésteren grafikler

Deneylerin bazi tekrarlarina ait dlclimlerde, ender olarak bazi piklerin pik saflig1
faktorii standart maddenin sinir deierleri diyinda bulunmugtur. Bunun nedeninin analiz
esnasinda kolon basincimin olagan deZerinden daha yiiksek olup alikonma siiresinin 0,2
- 0,4 dakika kadar saptii1 ve sinyallerin standart olarak belirlenen araliZa yerlesmemesi
olduu anlagilmiytir. Bu piklerin absorpsiyon yaptiZ1 dalga boyu araliZinda herhangi bir
onemli deiisim ve pik alaninda genel seyre uymayan bir deier goriilmediiinden, s6z
konusu tepkime karizimina standart HMF eklenerek yeniden enjeksiyon yapilmig ve pik
saflig1 bu yolla test edilmistir. Kromatogramdaki konumu itibariyle az da olsa siipheli
goriilen bu tiir pikler i¢in bdylece bu yolla kesin bir tespit yapilabilmistir. pekil 3.27 ve
hekil 3.28 pik safliginin tekrar test edildifi deneylerden iki Ornefi gostermektedir.
Piklerin standart eklendikten sonra aymi konumda yalnizca yiiksekliZinin arttif1

goriilmektedir.
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wekil 3.27. Tepkime kariimimdaki HMF’ ye ait pik (1) ile ayni1 karisima standart
HMF eklendikten sonra elde edilen piklerin (2) kargilagtirilmasi
(Glygly, 80°C)
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wekil 3.28. Tepkime karizimimdaki HMF’ ye ait pik (1) ile ayn1 kariyima standart
HMF eklendikten sonra elde edilen piklerin (2) karsilastirilmasi

(Glyglygly, 80°C)

Glisin, glygly ve glyglygly ile yapilan 70°C” deki deneylerde HMF olugumu
higbirinde 120 dakikadan 6nce goériilmemistir. Bu model sistemlerde tepkime siiresi
boyunca HMF’ nin olugmasimi gostermek amaciyla ekil 3.29, %ekil 3.30 ve Hekil 3.31°
de sirasiyla gly/glukoz, glygly/glukoz ve glyglygly/glukoz sistemlerinin 70°C’ de

alinmiy HPLC kromatogramlart sunulmugtur. S6z konusu kromatogramlar
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incelendiginde, her bir model sistem i¢in tepkime siiresi ve sicaklik arttikca HMF’ nin
derigiminin de arttiff1 goriilmektedir. DiZer sistemlere ait bazi 6rnek kromatogramlar Ek

2’ de verilmistir.

Glyglyglygly’ nin sudaki ¢oziiniirligi oda sicaklifinda ¢ok diigiiktiir. 70°C” de
onemli bir kism1 ¢oziinmekte fakat 0,5M’lik derisime ulagacak kadar ¢oziinmesi ancak

80°C’ de gergekleymektedir. Bu nedenle 70°C” de denemeye alinmamugtir.

AhEaTliam

RN

P

H
T
R .. o . , - Cor T daklis

Sekil 3.29. Glisin/glukoz sisteminde 70°C” deki HMF olugumu
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Sekil 3.30. Glygly/glukoz sisteminde 70°C” deki HMF olugumu
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sekil 3.31. Glyglygly/glukoz sisteminde 70°C’ deki HMF olugumu

Tiim model sistemlerde HMF i¢in HPLC kromatogramlarindan elde edilen pik
alanlar1 Ek 3’ te verilmistir. HMF icin elde edilen kalibrasyon e#risinin kullanilmasiyla
(%ekil 3.23) her bir model sistem i¢in 70, 80, 90, 100 ve 110°C* deki HMF pik alanlar1
HMF derigimlerine doniistiiriilmiigtiir. Bu veriler her bir model sistem ve sicaklik i¢in
HMF igin deriyim-1sitma siiresi grafiklerinin hazirlanmasinda kullanilmiytir. yekil 3.32,
sekil 3.33, yekil 3.34 ve hekil 3.35° te glukozun sirasiyla glisin, glygly, glyglygly,
glyglyglygly ile girdiii Maillard tepkimesinde iiretilen HMF derigim-zaman grafikleri

sunulmugtur.
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nekil 3.32. Glisin/glukoz sisteminde farkli sicakliklardaki HMF tiretimi
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mekil 3.33. Glygly/glukoz sisteminde farkli sicakliklardaki HMF {iretimi
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wekil 3.34. Glyglygly/glukoz sisteminde farkli sicakliklardaki HMF tiretimi
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wekil 3.35. Glyglyglygly/glukoz sisteminde farkli sicakliklardaki HMF iiretimi

Grafiklerden anlayilacain gibi sicaklik arttikca, sadece ekil 3.33” deki 90 ve
100°C wverileri dijinda, her bir model sistemde iiretilen HMF’> nin miktar1 da

artmaktadir.

Glisin, glygly, glyglygly ve glyglyglygly’ nin HMF iiretimindeki etkilerini
karsilastirmak amaciyla her bir sicaklikta, farkl sistemlerde iiretilen HMF’ nin derigim-
1sitma stiresi grafikleri de hazirlanmiy ve %ekil 3.36, hekil 3.37, %ekil 3.38, %ekil 3.39

ve »ekil 3.40° da sunulmugtur.

70°C’lik tepkime ortaminda glygly’ nin HMF iiretiminde en aktif olduiu, bunu
sirasiyla glyglygly ve glisinin takip ettiZi anlagilmaktadir. Bu sicaklikta yaklazik 120
dakikaya kadar kayda deier bir HMF {iretimi olmamaktadir (%ekil 3.36). 80°C* de HMF
iretiminde en etkili bileyi&in yine glygly oldufu, glisin ve glygly’ nin tepkime siiresi
boyunca birbirine yakin ama glygly’e gore daha az etkili olduiu ve glyglyglygly’ nin
ise en az etkili bileyik olduiu anlasilmaktadir (%ekil 3.37). Bu sicaklikta glyglyglygly
tepkimenin yaklagik 120. dakikasmna kadar kayda deger miktarda HMF {iretimi
verememigtir. Belirgin miktarda HMF’ nin olugmadiii bu siire glisin, glygly ve
glyglygly sistemleri i¢in 30 dakika civarina inmigtir. 90°C* de glygly’ nin Maillard

tepkimesinin HMF iiretimindeki roliiniin diZerlerinden ¢ok daha fazla 6nem kazandii
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sekil 3.36. 70°C’deki her bir model sistem i¢in HMF’ nin derigim-zaman

grafikleri
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sekil 3.37. 80°C’deki her bir model sistem i¢in HMF” nin derigim-zaman
grafikleri
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sekil 3.38. 90°C’deki her bir model sistem igin HMF’ nin derigim-zaman

grafikleri
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sekil 3.39. 100°C’deki her bir model sistem i¢in HMF nin derigim-zaman
grafikleri
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sekil 3.40. 110°C’deki her bir model sistem i¢in HMF” nin derigim-zaman
grafikleri

sekil 3.38” de gozlenmektedir. Ayrica bu sicaklikta tepkime siiresince glisin sisteminde
glyglygly ve glyglyglygly sistemlerine gore daha fazla HMF olugmustur. %ekil 3,39 ve
Sekil 3.40” da sicaklizin 100 ve 110°C” ye ¢ikarilmasiyla glyglyglygly iceren model
sistemin HMF {iretiminde diZerlerine gore ¢ok daha aktif etki gdsterdiii agikga belli
olmaktadir. Onemli bir HMF miktarinin gzlenmedii tepkime siiresi bu sicakliklarda

yine 30 dakika civarindadir.

Boylece calizilan koszullarda sicaklik arttikca glisin ve peptitlerinin aktiflik
strasinin degZistigi anlagilmaktadir. Normalde her bir sicaklikta peptitlerin i¢erdigi amino
asit sayisiin artmastyla molekiil aiirlizindaki ve hacimdeki artiy nedeniyle
olusturduklart HMF miktarinin da azalmasi beklenebilirdi. Ciinkii her bir bilegikte bir
tane serbest amin grubu bulunmaktadir. Fakat farkli sicakliklardaki derisim-zaman
grafikleri (ekil 3.36-%ekil 3.40), 70, 80 ve 90°C” de glygly’ nin, 100 ve 110°C’ de de
glyglyglygly’ nin ¢ok daha fazla HMF iirettiklerini ortaya koymustur. 80°C” de de glisin
ve glyglygly’ nin yaklagik ayni aktiflize sahip olmalari ilgingtir. 90°C’de glygly
dizindaki maddelerin aktifliklerinin birbirine yakin goriinmesi, HMF derigim 6lgeginin,
glygly verilerinin grafiZe dahil edilebilmesi amaciyla biiyiik alinmas: nedeniyle olabilir.

Ayni durum 100 ve 110 °C” de glyglyglygly disindaki sistemlerden elde edilen veriler
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icin de gecerlidir. Aradaki farklarin 6nemli olup olmadiin istatistik testin sonucunda

tartigilmugtir.

Glygly’nin HMF olusturmasinda 70, 80, 90°C ile 100 ve 110°C kosullarinda
birbirine tam zit davraniglar sergilemesi lizerine, sicaklik 90°C* den daha yiiksek
olduiunda, glygly’ nin alt1 {iyeli halkali yap1 glisin anhidrite doniismiis olabilecei

diiyiiniilmiigtiir. Bu doniiziim azaZida gosterilmistir.

i
T 0O (0] N
N\)J\ — = T L + H,0
H2N/\”/ OH
N 0]
0 |
H

Glisil-glisin
glisin anhidrit

(2,5-piperazindion)

Bu durumun gerceklesip gerceklesmediZinin anlazilabilmesi i¢in 6nce glisin
anhidrit i¢cin jekil 3.41° de gosterilen kalibrasyon eirisi elde edilmig, daha sonra

asaiida belirtilen deneyler yapilmigtir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmigtir.

0,5M Glygly/0,5MGlukoz (1/3, pH:5,5) sisteminde 90°C’ de glisin anhidrit tayini
0,5M Glygly/0,5MGlukoz (1/3, pH:5,5) sisteminde 100°C’ de glisin anhidrit tayini
0,5M Glygly/0,5MGlukoz (1/3, pH:5,5) sisteminde 110°C’ de glisin anhidrit tayini
0,5M Glisin anhidrit/0,5MGlukoz (1/3, pH:5,5) sisteminde 90°C” de HMF tayini
0,5M Glisin anhidrit/0,5MGlukoz (1/3, pH:5,5) sisteminde 100°C* de HMF tayini
0,5M Glisin anhidrit/0,5MGlukoz (1/3, pH:5,5) sisteminde 110°C* de HMF tayini

Orneklerdeki glisin anhidrit C18 (4.0 x 25 mm, 5um) kolonunda, fosfat tamponu
ile (0,45M, pH 2.1), 1,5 ml/dak akiz hizinda isokratik olarak 200 ve 254 nm’ deki
sinyaller kaydedilerek analiz edilmigtir. Kolon sicaklizi 30°C ve kolon basinci 170
bardir.
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mekil 3.41. Glisin anhidrit i¢in kalibrasyon egrisi

Sekil 3.42° de glygly’ nin 90°C” deki tepkimesinde olugan glisin andihrit deriyimleri,
ayni sistemde daha onceki c¢aliymalarda saptanmii olan HMF deriyimleriyle birlikte
verilmigtir. Goriildiiili lizere her ikisinin artiz1 da paralel gitmektedir. Glisin anhidrit
olusumunun HMF olusumuna herhangi bir etkisi oldugundan bahsedilememektedir.
Glisin anhidritin 6rne&in 180 dakika sonra 160 ppm civarina ulagtién tespit edilmektedir.
Sekil 3.43” de verilen 100°C” deki ¢alizmanin sonuglarinda ise, ilk 30 dakikada glisin
anhidritin 1000 ppm civarina ulaytift 90 dakikaya kadar hizla 150 ppm civarma indigi
ve sonrasinda da hemen hemen bu miktarlarda seyrettiZi goriilmektedir. Glisin
anhidritin en yiliksek miktarlardan diisiik seviyelere inmesi siwrasinda da HMF’ nin
minimum miktarlarda olustuitu ve daha sonra ¢ok yavag bir yekilde derisiminin arttig1
gozlenmektedir. %ekil 3.44° de glygly/glukoz sisteminde 110°C’ de tayin edilen glisin
anhidrit derigimleri ile yine ayni sistemle daha 6nceden elde edilmis olan HMF derisim
verileri sunulmugtur. Bu grafikte, glisin anhidritin %ekil 3.43” de goriilen yaklagik 1000
ppm lik derigimden 15 ppm ye diizmesi olaymin daha hizli gergeklestigi ve yaklasik 30
dakika i¢inde diiyiik derizimlere ulagtién goriilmektedir.
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Sekil 3.42. 90°C” de glygly/glukoz sisteminde glisin anhidrit miktart
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Sekil 3.43. 100°C” de glygly/glukoz sisteminde glisin anhidrit miktar1
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Sekil 3.44. 110°C” de glygly/glukoz sisteminde glisin anhidrit miktar

sekil 3.45, ekil 3 46 ve yekil 3.47 de glisin anhidritin ve glygly’ nin glukozla
verdigi tepkimede sirasiyla 90, 100 ve 110 °C’ de iirettikleri HMF miktarlari
goriilmektedir. Tiim sicakliklarda glisin anhidritin iiretti&i miktarlarin, glygly’ nin

irettifi miktarlara oranla ¢ok diiyiik kaldif1 goriilmektedir.
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sekil 3.45. Glygly/glukoz sistemi ile glisin anhidrit/glukoz sisteminin 90°C” deki
tepkimelerinde HMF oluzumuna ait derigim-zaman grafikleri
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wekil 3.46. Glygly/glukoz sistemi ile glisin anhidrit/glukoz sisteminin 100°C” deki
tepkimelerinde HMF olugumuna ait derigim-zaman grafikleri
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sekil 3.47. Glygly/glukoz sistemi ile glisin anhidrit/glukoz sisteminin 110°C” deki
tepkimelerinde HMF oluiumuna ait derigim-zaman grafikleri
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Aslinda sonug olarak, incelenen 90, 100 ve 110°C kogullarinda glisin anhidrit
varligmin HMF iiretimine yol agmadii sdylenebilir. ekil 3.42, Hekil 3.43 ve yekil
3.44’ teki glisin anhidrit miktarlar1 incelendifinde ise, bunlarin olabilecek deneysel
hatalar i¢inde yaklagik sabit deierlerde olduiu goriilmektedir. Yani glygly iceren model
sistemlerin hepsinde yaklagik ayni diisiik miktarda glisin anhidrit bulunmaktadir. Bu
gozlem glygly’ nin 100 ve 110°C’ de HMF iiretimindeki aktivitesinin azalmasimin, bu
sicakliklarda glygly’ nin glisin anhidrite doniismesi varsayimiyla agiklanamayacaiini

anlatmaktadir.

nekil 3.32, Sekil 3.33, hekil 3.34 ve %ekil 3.35° te gosterilen HMF’ nin derigim-
zaman grafiklerindeki tiim noktalar incelendiginde {istel artis gosteren bir eiri geklinde
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle HMF iiretim tepkimesinin birinci derece hiz
baizintisindan elde edilen denklemle ifade edilebileceii diigliniilmiis ve GraphPad Prism
4 yazilimi kullanmilarak nonlineer regresyon analizi yapilmigtir. Bu analizin sonunda
birinci derece hiz baiintisinin temsil ettiii eirinin, deneysel verilerde elde edilen ve
geometrik artig gosteren bu eérilere uymadii tespit edilmigtir. Daha sonra, tepkimenin
sifirlnc1 derece oldugu varsayilarak degerlendirme yapilmiy ve model sistemlerin
derigim-zaman grafiklerindeki eérilerin, HMF olujyumunun doérusal artigz gosterdigi
kisimlarinin eZimlerinden hiz sabitleri hesaplanmistir. HMF olusumu igin sifirinct

derece hiz sabiti deierleri Cizelge 3.2° de sunulmustur.
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Cizelge 3.2. Farkli sicakliklardaki model sistemlerin firettikleri HMF igin
hesaplanan hiz sabitleri

Model sistem Sicaklik k R?
(O (mgl'dik)
70 0,0059 0,8008
80 0,0226 0,9892
Glisin/glukoz 90 0,2577 0,9899
100 0,6112 0,9800
110 5,1316 0,9897
70 0,0092 0,9394
80 0,0746 0,9746
Glygly/glukoz 90 0,7222 0,9949
100 0,3633 0,9979
110 3,3355 0,9813
70 0,0065 0,7979
80 0,0197 0,9967
Glyglygly/glukoz 90 0,1462 0,9806
100 0,3827 0,9983
110 6,1136 0,7925
80 0,0089 0,9918
Glyglyglygly/glukoz 90 0,2269 0,9696
100 2,4573 0,9988
110 9,3238 0,8444

Bu ¢izelgedeki deizerlere bakildiZzinda glygly/glukoz hari¢ tiim model sistemlerde,
stcaklik arttikca hiz sabitinin degeri de artmaktadir. Glygly/glukoz sisteminde ise sadece
100°C igin bulunan hiz sabiti, 90 °C* dekinden daha diigiiktiir. Her bir sicakliktaki hiz
sabitleri model sistemlerdeki glisin, glygly, glyglygly ve glyglyglygly acisindan
kargsilastirildiizinda Maillard tepkimesinde HMF {iretim hizi bakimindan asagidaki artan

aktiflik siralar1 gozlenmektedir.
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70°C : Glisin<glyglygly<glygly

80°C : Glyglyglygly<glyglygly<glisin<glygly
90°C : Glyglygly<Glyglyglygly<glisin<glygly
100°C : Glygly<glyglygly<glisin<glyglyglygly
110°C : Glygly<glisin<glyglygly<glyglyglygly

Amino grubu iceren bu bilegikler glisinden glyglyglygly’ ye doiru artan birim
sayis1 nedeniyle artan molekiil agirlifina ve hacme sahiptir. Dolayisiyla sabit bir
sicaklikta en aktif bilesiiin glisin, en az aktif olanin da glyglyglygly olmasi beklenen bir
durumdur. 70, 80 ve 90°C” de glygly’ nin en aktif, 100 ve 110 °C” de glyglyglygly’ nin
en aktif olmasim agiklamak oldukga zordur. 70, 80 ve 90°C” de, 100 ve 110 °C’ ye gore
genelde tepkime hizlar1 daha yavas olur. Aym1 zamanda biiylik molekiiller, kiigiik
molekiillere gore daha yavag hareket eder. Tepkimede bir de, ilerleyen basamaklarda
aminlerin yeniden oluymalar1 gerceklesmektedir. Kabaca, tepkimeye giren bir molekiil
icin glisin, 1 molekiil olarak yeniden olugturulacaktir. Ama glygly’ nin doniistimii
esnasinda 1 molekiil glygly yerine 2 molekiil glisin oluyturulabilir ve bu durumda da
tepkime hiz1 glisin/glukoz sistemine gore ¢ok fazla olacaktir. Glyglygly ve glyglyglygly
ise biiyilk molekiiller olduklarindan, bu sicakliklarda zaten az tepkime vereceklerdir.
Geri doniistimleri diisiintildiigiinde 1 molekiil glyglygly’ den 3 molekiil glisin veya 1
molekiil glisin ile 1 molekiil glygly; 1 molekiil glyglyglylgly’ den 4 molekiil glisin
veya 2 molekil glygly, veya 1 molekiil glisin ve 1 molekiil glyglygly olujturma
ihtimalleri goriilmektedir. Ancak tepkime hizlari zaten 70, 80 ve 90°C’ de ¢ok yavag
olacak ve boylece 70, 80 ve 90°C” de en aktif bilegik glygly olacaktir.

100 ve 110 °C’ de glyglygly ve glyglyglygly, diisiik sicakliklara gore daha hizli
tepkimeye girecek ve geri dontigiimleri de hizli olup belki 1 molekiil glyglyglygly’ den
4molekiil glisin olugacaktir. Bu durumda da 100 ve 110 °C’ de en aktif molekiil

glyglyglygly olacaktir.
Deneysel verilerden elde edilen hiz sabitleri, Arrhenius egitliZine gore muamele

edilince ekil 3.48° de gosterilen Arrhenius grafikleri elde edilmistir. Bu grafikler,
sicakliza en hassas bileyi&in glyglyglygly olduifunu ortaya koymaktadir. Cizelge 3.3’ te
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Arrhenius grafiklerinden elde edilen her bir model sisteme ait aktivasyon enerjisi ve
frekans faktorii verilmiytir. Bu cizelgeden de anlagildiZn gibi, Maillard tepkimesinde
HMF diretimi acisindan incelenen bilegikler icin artan aktivasyon enerjileri
glygly<glyglygly<glisin<glyglyglygly seklinde siralanmistir. Bu sonug, bu konuda

yapilan yorumlar doZrultusundadir
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1T
mekil 3.48. HMF olusumu igin glisin ve peptitlerine ait Arrhenius grafikleri

Cizelge 3.3. Model sistemlerde HMF olujumuna ait aktivasyon enerjisi ve
frekans faktorii deéerleri

Model sistem Ea (kj/mol) (e ﬁdak'l) R’

Glisin/glukoz 184 (+ 7) 4,74x10%  0,9839
Glygly/glukoz 147 (£ 5) 3,23x10%*°  0,8898
Glyglygly/glukoz 181 (£ 7) 1,48x10”  0,9624
Glyglyglygly/glukoz 245 (£ 15) 3,02x10%*  0,9777

Incelenen model sistemlerde HMF olugumu HPLC ile takip edilirken detektériin
284 nm’ deki sinyalleri kaydettiZi daha oOnce belirtilmisti. Bu analizler esnasinda
kararma miktarini da takip etmek amaciyla 420 nm’ deki sinyallerin de kaydedilmesi

saglanmustir. Bu ¢aliymanin sonunda elde edilen kromatogramlarda 420 nm’ de ortaya
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¢ikan biitiin piklerin kararma miktarma katilan maddelere ait olduiu diigliniilmii ve bu
piklerin integrasyonlarinin toplami kararma miktar1 olarak kabul edilmistir. HPLC’ de
kaydedilen spektro-kromatogramlara yalnizca spektrum boyutlar1 goriilecek zekilde
bakildiiinda bunlarin da UV-Vis spektrofotometresinde kaydedilen spektrumlardan
farkinin olmadi1 goriilmiistiir (ekil 3.49). 420 nm’de absorbans yapan tiim maddelerin

kromatogram acisindan goriintiisii ise birka¢ grup seklindedir ve bunlarin hepsi toplam

olarak deierlendirilmelidir (3ekil 3.50).
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wekil 3.49. Glisin/glukoz sisteminin 1sitilmastyla oluzan kararma tiriinlerinin UV-
Vis spektrofotometresiyle (iistte) ve HLPC’ nin DAD ile kaydedilen
spektro-kromatogramu (altta)
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wekil 3.50. Glisin/glukoz sistemine ait bir spektro-kromatogram

Farkli sicakliklardaki her bir model sisteme ait kromatogramdan elde edilen
kararma miktarlar1 kullanilarak, ilgili absorbans-zaman grafikleri ¢izilmigtir. ekil 3.51,
Nekil 3.52, wekil 3.53 ve Mekil 3.54° te her bir model sisteme ait kararmanin, zamanla
gelismesi goriilmektedir. Tiim grafiklerde, sicakliZin yiikselmesiyle kararmanin da
belirgin farklarla arttif1 biitiin grafiklerde gozlenmektedir. Burada dikkati ¢eken bir
nokta, glygly’nin sicaklik arttikca kararma miktar1 bakimindan dierleri gibi diizgiin
olarak artmiy olmasidir. Ciinkii HMF olugumunun takip edildiZi ¢alismada gly-gly’nin
90°C’de, 100 °C’ den daha fazla HMF {irettii gézlenmekteydi.

Kararmaya air absorbans-zaman verileri arasinda goriilen doirusal iligki,

tepkimenin sifirinci dereceden olduiu geklinde yorumlanmugtir. Absorbans-zaman

grafiklerinde ¢izilen en iyi dogrularin egimleri kararma hiz sabitlerini vermistir.
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wekil 3.51. Glisin/glukoz sisteminde kararma miktarmim zamanla ve sicaklikla

degigimi
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wekil 3.52. Glygly/glukoz sisteminde kararma miktarmin zamanla ve sicaklikla
deiigimi
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wekil 3.53. Glyglygly/glukoz sisteminde kararma miktarinin zamanla ve sicaklikla
deiigimi
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nekil 3.54. Glyglyglygly/glukoz sisteminde kararma miktarinin zamanla ve
sicaklikla degizimi
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Cizelge 3.4’ te deiigik model sistemler igin farkli sicakliklarda hesaplanan hiz
sabitleri verilmigtir. Burada HMF olujumunun takip edildiZi ¢alismada glygly icin
ortaya ¢ikan durumun glisinde ve glyglygly’ de mevcut olduZu goriilmektedir. Yani
90°C’” deki k deieri 100°C’ dekinden biiyiiktiir. Glygly’ de ise 90 ve 100°C* deki
degerler birbirine ¢ok yakindir.

Cizelge 3.5 te kararma tepkimesi i¢in hesaplanan aktivasyon enerjisi degerleri
verilmigtir. Bu degerlere gore yapilacak aktiflik siralamasinda yine glygly’nin birinci
sirada yer aldiin goriilmektedir. Ikinci sirada glisin, {igiincii sirada fakat glisine ¢ok
yakin bir degerde glyglygly ve en son da glyglyglygly yer almistir. Bu siralamanin
HMF oluyumunun takibiyle belirlenen aktivite sirasindan onemli bir farklilik

gostermedifi aciktir.

Bu caligmada Maillard tepkimesinde meydana gelen kararma ve iiretilen HMF
icin bulunan aktivasyon enerjisi deferlerini literatiir aragtirmasi sonucu bulunan
deiterlerle karzilaytirmak ve yorumlamak oldukg¢a zordur. Maillard tepkimesinin kinetigi
ile ilgili yaymnlarda, baglangi¢c maddelerinin tiirii ve oranlarina, sicakliza, pH’ ya, takip
edilen maddenin cinsine bagli olarak ¢ok farkli hiz sabitleri ve aktivasyon enerjileri
hesaplandi21 goriilmektedir. Jousse vd (2002), Maillard tepkimesindeki kararma ve
HMF oluzyumu i¢in 66 yayini incelemiy ve tepkime kogullarina bailh olarak aktivasyon
enerjisinin 30-200 kj/mol arasinda hesaplandiZini belirtmistir. Rapor edilen aktivasyon
enerji deiterlerinin boyle genig bir aralikta olusu, Maillard tepkimesinin karmasik
mekanizmasina ve ¢aliyma kogullarmin gesitliliZine dayanmaktadir. Ornegin Stamp ve
Labuza (1983) glisin/glukoz model sisteminde kararma igin aktivasyon enerjisini 64.8
kj/mol olarak bildirirken, Barbanti vd (1990), deiiyik yiizdelerdeki glisin/glukoz model
sistemleri i¢in aktivasyon enerjisini 74-125 kj/mol olarak hesaplamuztir. Martins vd
(2005) ise, kompleks kinetik yontemi uygulayarak Maillard tepkimesi i¢in 6nerdikleri
detayli mekanizmada, her bir basamak i¢in aktivasyon enerjisi verdiklerinden, sonuglari,
bu calizmada genel kararma ve HMF olusumu icin elde edilen aktivasyon enerji

degerleriyle tam olarak kariilagtirllamamaktadir.
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Cizelge 3.4. Kararma miktarlari i¢in hesaplanan hiz sabitleri

Model sistem Sicakhik k R’
O (mg!" dak™)
70 0,636 0,9390
80 7,802 0,9915
Glisin/glukoz 90 18,527 0,9799
100 12,963 0,9895
110 33,503 0,9872
70 2,480 0,9925
80 16,149 0,9894
Glygly/glukoz 90 22,744 0,9895
100 23,514 0,9890
110 56,094 0,9935
70 0,735 0,9575
80 2,426 0,9954
Glyglygly/glukoz 90 8,684 0,9586
100 6,120 0,9792
110 44,758 0,9868
80 4,940 0,9548
Glyglyglyely/glukoz 90 17,015 0,9995
100 39,707 0,9926
110 183,670 0,9759

Cizelge 3.5. Model sistemlerde kararmaya ait aktivasyon enerjisi ve frekans
faktorii degerleri

Model sistem Ea (kj/mol) me lf‘dak'l) R’

Glisin/glukoz 93 (£ 1) 2,34x10™  0,7881
Glygly/glukoz 73 (£2) 5,18x10'""  0,8425
Glyglygly/glukoz 100 (£ 1) 12710 0,9015
Glyglyglygly/glukoz 126 (+ 1) 597x10"  0,9856
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Calizilan model sistemlerde HMF ve kararma olugumunun her ikisinde de
tepkimenin kinetik parametreleri kullanilarak tepkimeye giren sd6z konusu maddelerin
aktiflikleri karsilaytirilmistir. Yapilan istatistik analizde ise tepkimeye etki eden
faktorlerin, HMF ve kararma olusumuna etkisi, derisimlerin ortalamalar

karglagtirilarak elde edilmiytir.

Verilere uygulanan varyans analizi sonuglar Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7° de
goriilmektedir. Cizelge 3.6’ da verilen varyans analizine gére HMF olusumunda esas
etkiler olan sicaklik (p < 0,0001), madde tiirii (p < 0,0001) ve 1sitma siirelerinin (p <
0,0001) diizeyleri arasindaki farkliliklar 6nemlidir. Yani deriyim, bu etkenler degistikce
onemli dl¢lide deZizmektedir. Esas etkiler arasinda yalnizca madde tiirii ve 1sitma siiresi
arasinda interaksiyon goriilmiiytir (p > 0,0001). Yani bu iki faktér ¢cok az da olsa
birbirini etkilemektedir. Esas etkiler arasinda iiclii interaksiyon da bulunmamisgtir. Zaten
sicaklik her iki etkiden de baZimsiz bulunmuytur. Cizelge 3.7’ ye bakildifinda ise tiim
esas etkilerin birbirinden farkli ve esas etkiler arasinda da ikili veya ii¢lii interaksiyonun

olmadif1 goriilmektedir (p < 0,0001).

Cizelge 3.6. HMF olusumu i¢in varyans analizi tablosu

Varyasyon Serbestlik F deFeri P>F
Kaynaf Derecesi

Sicaklik 3 1689,00 <,0001
Madde tiri 3 56,08 <,0001
Sicaklik x Madde tiri 9 97,27 <,0001
Isitma suresi 5 448,76 <,0001
Sicaklik x 1sitma siresi 15 12,41 <,0001
Madde tiri x Isitma suresi 15 2,49 0,0022
Sicaklik x Madde tiri x Isitma slresi 45 2,45 <,0001
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Cizelge 3.7. Kararma olugumu i¢in varyans analizi tablosu

Varyasyon Serbestlik F deFeri P>F
Kayna@ Derecesi

Sicaklik 3 1040,74 <,0001
Madde tiri 3 194,86 <,0001
Sicaklik x Madde tiri 9 53,39 <,0001
Isitma suresi 5 876,72 <,0001
Sicaklik x 1sitma siresi 15 12,72 <,0001
Madde tiri x Isitma suresi 15 10,54 <,0001
Sicaklik x Madde tiri x Isitma slresi 45 5,04 <,0001

Her iki veri grubu i¢in Duncan ve Tukey c¢oklu kargsilagtirma testleri
uygulanmuigtir. Bu testlerin sonuglar1 Cizelge 3.8 de verilmigtir. Her iki ¢izelgede
sicaklik ve 1sitma siirelerinin her bir diizeyinin verileri arasindaki farklarin 6nemli
bulundugu gorilmektedir. Madde tiirlerine bakildizinda Cizelge 3.8° de HMF
olusumunda glisinin glyglyglygly ile her iki coklu karsilastirma testinde yakin
ortalamalara sahip olduiu ve aralarindaki farkin O6nemli bulunmadiii goze
carpmaktadir. Kararma olusumunda ise yalnmizca Tukey testinde glisin ile glyglygly
arasindaki fark dnemli bulunmamustir. Bu testlerde azalan ortalamaya gore bir siralama
yapilirsa, HMF olujyumuna gore glygly > glyglyglygly = glisin > glyglygly ve kararma
olusumuna gore de glyglyglygly > glygly > glisin > glyglygly zeklinde dizilim elde
edilmektedir. Fakat derizim-zaman grafiklerinde yapilan incelemeler, glyglyglygly’ nin
HMF iretiminin 90°C” den sonra hiz kazandigimi géstermektedir. 90°C” den sonraki
sicakliklarda glyglyglygly’ nin daha hizli parcalanmaya bayladiifi ve baslangictaki amin
bilegikleri derigimini arttirdi21 diisiiniilmektedir. Bu nedenle de HMF oluiturma miktari
bakimindan glygly’ ye yakin bir ortalamaya ve kararma miktar1 bakimmdan da glygly’

yi agarak en bilyiik ortalamaya sahip olduZu anlasilmaktadir.
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Cizelge 3.8. Coklu kargilastirma testleri

HMF Kararma
Gruplama Ortalama N Sicakhk  Gruplama Ortalama N Sicaklik
deer deier
A 4,798 72 110 A 7,897 72 110
B 3,241 72 100 B 6,685 72 100
C 2,280 72 90 C 6,168 72 90
D 0,471 72 80 D 4,851 72 80
Madde Tiirii MaddeTiiri
(Duncan) (Duncan)
A 3,169 72 Glygly A 6,985 72 Glyglyglygly
B 2,623 72 Glyglyglygly B 6,736 72 Glygly
B 2,596 72 Glisin C 6,026 72 Gisin
C 2,401 72 Glyglygly D 5,853 72 Glyglygly
Madde Tiirii Madde Tiirii
(Tukey) (Tukey)
3,169 72 Glygly A 6,985 72 Glyglyglygly
B 2,623 72 Glyglyglygly B 6,736 72 Glygly
CB 2,596 72 Glisin C 6,026 72 Gisin
C 2,401 72 Glyglygly C 5,853 72 Glyglygly
Isitma Siiresi Isitma Siiresi
A 4,229 48 240 A 8,017 48 240
B 3,595 48 180 B 7,564 48 180
C 2,874 48 120 C 6,896 48 120
D 2,500 48 90 D 6,362 48 90
E 1,948 48 60 E 5,328 48 60
F 1,038 48 30 F 4,233 48 30
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4. SONUC

Bu c¢alizmada model sistemlerin girecedi Maillard tepkimesi sirasinda tepken
kaybinin veya {irlin olugumunun aninda FTIR spektrometresi ile takip edilebilmesi i¢in
FTIR’ m numune boliimiine yerlestirilecek 6zel bir diizenek hazirlanmizstir. Deigik pH
ve sicaklik kosullarinda alanin/glukoz sistemindeki tepkime devam ederken aninda
spektrumlart alinmiz fakat 6zellikle tepkimenin sulu ortamda calizilmasit nedeniyle
beklenen deneysel verilerin toplanamayacagi ve FTIR tekniginin bu calizmada yararli

olamayacai kararina ulagilmustir.

Maillard tepkimesinin UV-Vis spektrofotometre tekniZi ile incelenmesinde
model sistemler, spektrofotometrenin sicaklik kontrollii kiivetine yerlestirilmiy ve
tepkime devam ederken cegitli araliklarla ¢ozeltilerin 284 nm’ deki spektrumlari
alinmuytir. Lisin/glukoz, lyslys/glukoz, lyslyslys/glukoz, aspartik asit/glukoz, aspartil
aspartik asit/glukoz, serin/glukoz, alanin/glukoz ve glisin/glukoz model sistemlerinin
pH 7’ de ve lisin/glukoz model siteminin pH 6’ da 35, 45 ve 55°C’ de girdikleri
Maillard tepkimelerinde iiretilen HMF derigimlerine kariilik zaman verileri, caliyjilan
model sistemlerde HMF iiretiminin sifirinc1 dereceden bir tepkime ile gergeklestiiini
gOstermigtir. Her bir model sistemde 45 ve 55°C” deki HMF firetimi i¢in hiz sabitleri
hesaplanmigtir. Lyslys ve lyslyslys’ in bulunduizu ve ayrica 35°C” de ¢aligilan higbir
model sistemde onemli miktarda HMF oluzumu goézlenmemistir. Sonuglar lisinin serin,

alanin ve glisinden daha hizl1 bir sekilde HMF f{irettiZini gdstermektedir.

HPLC ile glukozun glisin, glygly, glyglygly ve glyglyglygly ile 70, 80, 90, 100
ve 110°C” de girdigi Maillard tepkimelerinin kinetigi incelenmistir. HMF olugumu 284
nm’ de kararma tepkimesi 420 nm’ de alman ¢o6zelti kromatogramlar1 ile takip
edilmistir. HMF oluyumunun ve kararmanin sifirincit dereceden tepkimeler olduiu
gozlemlenmigtir. Glukozun glisin ve glygly, glyglygly ve glyglyglygly ile
tepkimelerinde HMF {iretiminde 70, 80 ve 90°C’ lerde en aktif bilegiiin glygly; 100 ve
110°C’ lerde ise en aktif bilegiin glyglyglygly oldugu anlagilmigtir. Her bir model
sistem i¢in beg ayr1 sicakliktaki HMF {iretiminin hiz sabitleri hesaplanmig ve aktivasyon

enerjileri bulunmugtur. 70-110°C arasindaki HMF {iretimi aktivasyon enerjileri
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gly/glukoz sistemi igin 183,7 kj/mol, glygly/glukoz i¢in 146,8 kj/mol, glyglygly/glukoz
icin 180,7 kj/mol ve glyglyglygly/glukoz i¢in 245,1 kj/mol olarak hesaplanmuztir.

Kararma tepkimesi i¢in hesaplanan aktivasyon enerjileri gly/glukoz, glygly/

glukoz, glyglygly/glukoz ve glyglyglygly/glukoz sistemleri i¢in sirasiyla 93,36 kj/mol,
72.88 kj/mol, 99,80 kj/mol ve 125,60 kj/mol diir.
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EK-1. UV-Vis verileri

Cizelge 6.1. UV-Vis ile ¢alizilan model sistemlerin deriyim-zaman deZerleri

pH 6 pH7

Lisin Lisin Serin Alanin Glisin

Zaman Swakhk 5 55 45 55 45 55 45 55 45 55
(dakika) ‘O

0 1254 2,608 1,105 1,000 0,156 0,108 0 0,040 0,202 0,130
20 1,186 2,515 1,038 0,887 0,165 0,120 0 0,025 0210 0,200
40 1,199 2,504 1,033 0,875 0,159 0,120 0 0,019 0,206 0,220
60 1,199 2,516 1,035 0,894 0,153 0,125 0 0,129 0,206 0,110
80 1201 2,534 1,035 0925 0,148 0,128 0 0014 0201 0,120
100 1201 2,556 1,040 0,967 0,148 0,140 0 0016 0,19 0,130
120 1204 2,597 1,039 1,032 0,148 0,150 0 0017 0,192 0,140
140 1208 2,638 1,042 1,120 0,147 0,160 0 0,027 0,192 0,160
160 1208 2,693 1,049 1230 0,147 0,177 0 0,033 0,193 0,180
180 1212 2,764 1,048 1,384 0,149 0,187 0 0,046 0,190 0,200
200 1215 2,843 1,059 1,546 0,153 0207 0 0,070 0,190 0,230
220 1220 2,959 1,058 1,769 0,153 0229 0 0,097 0,188 0,260
240 1224 3,070 1,061 2,038 0,152 0252 0 0,138 0,188 0,290
260 1226 3214 1,069 2370 0,153 0282 0 0,193 0,190 0,330
280 1232 3,403 1,074 2,992 0,152 0315 0,008 0,223 0,192 0,390
300 1238 3,663 1,082 3431 0,154 0351 0,005 0,277 0,190 0,440
320 1242 4,042 1,089 3,809 0,156 0394 0,004 0,338 0,192 0,510
340 1248 4340 1,098 4,195 0,157 0443 0,002 0,420 0,191 0,580
360 1252 4,679 1,104 4751 0,155 0498 0,005 0,520 0,194 0,660
380 1259 5,092 1,113 5291 0,159 0573 0,008 0,588 0,196 0,760
400 1266 5,524 1,123 5723 0,161 0,623 0,008 0,661 0,196 0,860
420 1271 5,867 1,133 6,122 0,166 0,697 0,011 0,725 0,199 0,980
440 1278 6215 1,143 6,540 0,166 0,779 0,012 0,882 0,200 1,120
460 1282 6,580 1,156 7,180 0,169 0,874 0,017 1,037 0,200 1,300
480 1293 7,039 1,167 7,908 0,172 00969 0,019 1,208 0210 1,510
500 1,303 7,480 1,181 8,665 0,173 1,074 0,021 1,387 0210 1,740
520 1,309 7,850 1,195 9457 0,175 1,196 0,023 1,570 0,220 2,140
540 1,318 8228 1,209 1027 0,178 1329 0,026 1,698 0,220 2,490
560 1,328 8,702 1,224 11,12 0,182 1465 0,030 1,821 0220 2,730
580 1,338 9243 1,239 11,97 0,181 1,609 0,034 1,963 0230 2,970
600 1,347 9,820 1,130 12,61 0,186 1,784 0,038 2,199 0,230 3,220
620 1,358 10,38 1,276 13,18 0,188 1,933 0,038 2,460 0,240 3,440
640 1,370 10,90 1,296 13,76 0,192 2,109 0,044 2,716 0,240 4,030
660 1,383 11,52 1,319 14,35 0,195 2278 0,045 2,918 0240 4,350
680 1,399 12,16 1,340 1528 0,196 2456 0,051 3,076 0250 4,690
700 1,412 12,73 1,361 1623 0200 2,671 0,053 2254 0250 5,040
720 1,427 13,22 1,384 17,17 0206 20953 0,056 3,555 0,250 5,400

(Devamu sonraki sayfada)
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Cizelge 6.1 in devam

pH 6 pH7

Lisin Lisin Serin Alanin Glisin
Zaman Sicakhk 45 55 45 55 45 55 45 55 45 55
(dakika) ‘O
740 1,442 13,69 1,413 1798 0212 3,193 0,061 3,865 0260 5,760
760 1,458 1435 1,437 18,61 0215 3410 0,063 4,178 0260 6,150
780 1,476 15,08 1,467 1928 0221 3,631 0,065 4,392 0270 6,550
800 1,493 1581 1,496 19,84 0227 3,901 0,072 4,596 0270 6,940
820 1,511 16,58 1,524 20,53 0,228 4379 0,075 4,773 0280 7,350
840 1,528 17,31 1,561 21,51 0234 4,601 0081 5,114 0280 7,750
860 1,548 17,92 1,595 2239 0,238 4,827 0,083 5474 0290 8,190
880 1,567 18,49 1,628 23,10 00245 5068 0,092 5,846 0,300 8,620
900 1,588 19,05 1,671 23,56 0251 5380 0,095 6,154 0,300 8,960
920 1,609 19,79 1,704 24,10 0253 5886 0,101 6,438 0310 9,300
940 1,634 20,57 1,746 2442 0258 6,059 0,107 6,634 0310 9,650
960 1,634 21,32 1,797 24,62 0262 6234 0,114 6,897 0,320 9,990
980 1,654 22,01 1,826 24,73 0270 6,615 0,118 7,310 0,320 10,32
1000 1,679 22,74 1,873 24,71 0277 6915 0,127 7,725 0,330 10,69
1020 1,710 2327 1,919 2477 0282 7434 0,130 8,154 0330 10,98
1040 1,732 23,68 1,965 24,77 0290 7,726 0,138 8,572 0340 1148
1060 1,759 24,11 2,025 24,69 00295 8,013 0,144 8997 0350 11,97
1080 1,790 24,66 2,067 24,86 0304 8322 0,148 9,382 12,49
1100 1,816 25,17 2,124 2482 0310 8,649 0,154 9,689
1120 1,850 25,60 2,180 24,93 0316 9,098 0,167 9,961
1140 1,880 2590 2,240 24,96 0328 9,559 0,169 10,35
1160 1,913 2599 2,298 2509 0334 9823 0,177 10,87
1180 1,945 26,29 2,360 24,99 10,16 0,180 11,34
1200 1,981 26,42 2,429 25,13 10,54 0,185 11,74
1220 2,014 2641 2,501 24,98 10,91 0,199 12,11
1240 2,051 2624 2,584 2498 11,32 0202 1232
1260 2,124 26,70 2,683 24,90 11,85 0,207 12,78
1280 2,165 26,56 25,15 12,22 0,224 13,00
1300 2,208 26,62 24,99 12,48 0,229 13,49
1320 2253 26,65 25,22 12,79 0,236 13,95
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EK-2. Ornek HPLC kromatogramlari
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Sekil 6.1. 80°C” de glisin/glukoz karigimina ait 240. dakikaya ait kromatogram
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Sekil 6.2. 90°C” de glygly/glukoz karigimina ait 240. dakikaya ait kromatogram
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mekil 6.3. 100°C” de glisin/glukoz karijimina ait 240. dakikaya ait kromatogram
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Sekil 6.4. 110°C* de glyglygly/glukoz karijimina ait 240. dakikaya ait
kromatogram
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