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OZET

BAZI ANTIOKSIDAN BILESIKLERIN KOLAY OKSIDE OLABILEN
AROMALAR UZERINDEKI KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Muhammet Onur YAKAK

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damgman : Dr. Ogr. Uyesi Burcu BEKDESER

Tiim diinya genelinde endiistriyellesmenin hizla artmasiyla birlikte her sektdrde oldugu gibi
gida sektoriindede iirlin standardizasyonu ve kalitesi aranan kriterlerden olmustur. Bu
baglamda aroma sektorii 6zellikle degisen {lirlin gruplari da goz oniinde bulundurularak her
irlinde ayni tat ve kalitenin saglanabilmesi adina her gecen giin gelisen bir sektor olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak zaman igerisinde iirliniin kalitesi kadar raf dmriiniin de 6nem
kazanmasiyla birlikte aromalara antioksidan katkilarinin da ilavesi arastirilmaya baglanmastir.
Mevcut durumda portakal, limon, bergamot veya turunggil tiirevi aromalarinin diger aroma
tirlerine gore daha kisa raf Omiirlerine sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bunun sebebi
incelendiginde ise yapilarindaki portakal, limon, bergamot yaglar1 veya bu yaglarin yiiksek
terpenoit igerikleri ile karsilagsmaktayiz.

Terpenoitler ve tilirevleri aromalar icerisinde kullanilan en temel bilesenlerdendir. Bu
bilesenler ortam sicakligi, gilin 15181 gibi dogal faktorlerden kolaylikla etkilenerek kisa siirede
oksidasyona ugramaktadirlar. Bu durum aroma karakterlerinde kisa siirede zayiflama, degisen
tat ve koku olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kapsamda bu tez ¢calismasinin amaci; aromalarin
daha kisa raf omiirlerine sahip olmasina sebep olan bu terpenoit tiirlerini igeren yaglara farkl
antioksidan katkilar1 ilave ederek raf dmiirlerinin ne kadar siire uzatilabilecegini aragtirmak ve
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bunun yaninda piyasada mevcut durumda kullanilan sentetik antioksidan BHA’ ya alternatif
olabilecek bir dogal antioksidan arastirmasi yapmaktir.

Bu calismada portakal aromasina literatirde CUPRAC yontemi olarak bilinen toplam
antioksidan kapasite tayin yontemi, DPPH yontemi olarak bilinen serbest radikal siipiirme
aktivitesi yontemleri uygulanmistir. Spektrofotometrik bir yontem olan CUPRAC yonteminde
bakir(II)-neokuproin (Cu(ll)-Nc) reaktifi kullanilarak ¢esitli antioksidan bilesikler varliginda
aroma Orneklerinin 450 nm de Olgiilen absorbans degisimleri incelenmistir. DPPH
yonteminde ise 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikali kullanilarak g¢esitli antioksidan bilesikler
varliginda aroma Orneklerinin 517 nm de Olgiilen absorbans degisimleri incelenmistir. Bu
yontemler uygulanmadan once katkili ve katkisiz aromalar klimatik test kabinine konularak
yaslandirma teknigi ile raf omiirlerinin gecmesi saglanmistir. Bu esnada belirli araliklarla
alman numunelerin CUPRAC ve DPPH yontemleri uygulanarak oksidasyon asamalari
gozlemlenmistir. Oksidasyon iirtinleri GC-MS yardimiyla tespit edilmistir ve zaman
icerisinde bir aromanin kromatograminda meydana gelen degisimler yorumlanarak
antioksidan katkilarinin bu sonuclara nasil etki ettikleri arastirilmistir. Sonug¢ olarak elde
edilen deney sonuglar1 gostermektedir ki BHA ile katkilandirilmis aromanin raf dmrii 2 yila
kadar c¢ikabiliyorken bu siireye en yakin antioksidanin gallik asit oldugu tespit edilmistir.
Bunun yaninda daha kisa siireli koruma istenildiginde ise salisilik asit ve askorbil palmitatin
benzer etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan bu calismalarin devaminda en son asamada
son Uriinler haline getirilen aromalara aplikasyon testleri uygulanmistir.

Mayis 2019, 88. sayfa.

Anahtar kelimeler: Portakal aromasi, portakal yagi, terpenler, antioksidanlar, CUPRAC
Yontemi, DPPH Y ontemi
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With the rapid increase of industrialization throughout the world, product standardization and
quality in food sector as in every sector has been one of the criteria. In this context, flavor
sector is seen as a developing sector in order to provide the same taste and quality in every
product especially considering the different product groups. However, the shelf life as well as
the quality of the product has gained importance over time with the adding of antioxidant
additives to the aromas began to be investigated. Orange, lemon, bergamot or citrus-derived
flavors have a shorter shelf life compared to other flavor types. When we examine the reason
for this, orange, lemon, bergamot oils in the structure or the high terpenoid contents of these
oils are encountered.

Terpenoids and their derivatives are among the most basic components used in flavors. These
components are easily affected from natural factors such as ambient temperature, sunlight and
oxidation in a short time. This situation emerges as flavor characters weakens in a short
period, changing taste and smell. In this context, the aim of this thesis is; to investigate how
long the shelf-life can be extended by adding different antioxidant additives to the oils
containing these terpenoids which cause shorter shelf life of the flavors and to conduct a
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natural antioxidant research which may be an alternative to the synthetic antioxidant BHA
used in the global market.

In this study, total antioxidant capacity determination method known as CUPRAC method in
literature, free radical scavenging activity methods known as DPPH method in literature have
been applied to orange flavor. CUPRAC method, which is a spectrophotometric method using
copper (1) -neocuproin (Cu (1) -Nc) reagent in the presence of various antioxidant
compounds in the absorbance changes measured at 450 nm were examined. In the DPPH
method, the absorbance changes of flavor samples measured at 517 nm were investigated in
the presence of various antioxidant compounds by using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
radicals. Before these methods were applied, additived and non-additived flavors were put
into climatic test cabin and shelf life was achieved with aging technique. During this
period,by applying CUPRAC and DPPH methods to the samples which taken and the
oxidation steps were observed. Oxidation products were determined by GC-MS and the
changes in the chromatogram of a flavor in time were interpreted and the effects of
antioxidant additives on these results were investigated. As a result, the obtained experimental
results show that the shelf life of BHA-enriched flavor can be up to 2 years, the closest
antioxidant which is near to this period is determined to be gallic acid. In addition, it was
determined that salicylic acid and ascorbyl palmitate had similar effects when short term
protection was desired. In the continuation of these studies, the application tests were applied
to the flavors which were ending products in the final stage.

May 2019, 88. pages.

Keywords: Orange flavor, orange oil, terpenoids, antioxidants, CUPRAC Method, DPPH
Method.
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1. GIRIS

Diinya genelinde endiistriyellesmenin hizlanmasiyla birlikte her sektorde oldugu gibi gida
sektoriinde de tiiketilen tirlinlerin kalitesini artirmak ve {iriin standardizasyonunu saglamak
ihtiyact olusmustur. Bu baglamda aroma sektorii seneler icerisinde ihtiyaclar dahilinde 6nem
kazanan ve bu Onemi artan bir sektdor olmustur. Su an hemen hemen ambalajlanmis her
tirliniin icerisinde o triinlere tat ve koku vermek icin kullanilan aromalar 6zellikle binlerce
hammadde ¢esidi, ¢ok c¢esitli esansiyel yaglar ve bilesimlerle birlikte gliniimiizde sayisiz

arastirma konusunun temeli olmustur.

Uriin cesitliligi ne kadar fazlaysa aroma gesitliligi de o kadar farklilik gdstermektedir. Siit
tiriinlerinden, cipslere, meyve suyu konsantrelerinden, sakizlara kadar bir¢ok alanda
aromalardan yardim alinmaktadir [1]. Bu kadar farkli iirlin ¢esitliligine sahip olunmasi
sebebiyle aroma alaninda kullanilan hammaddelerde aym {irtinler gibi farkli kimyasal
ozelliklere, birbirleri arasinda farkl tepkimelere, giin 15181, sicaklik gibi dogal faktorlere karsi
vermis olduklar tepkiler konusunda da birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Ozellikle turunggil,
limon, bergamot tiirleri gibi yapilarinda portakal yagi, bergamot yagi, limon yagi gibi dogal
kosullardan ¢ok ¢abuk etkilenen terpenoit bilesigi igerikleri yiiksek aromalarda raf omriinii
arttirabilmek amaciyla zaman igerisinde antioksidan 6zellikli koruyucu bilesiklerin kullanimi

ihtiyag haline gelmistir [2].

Antioksidanlar genel tanimiyla viicudumuzdaki bir¢ok hastaliga sebep olan serbest radikalleri
etkisiz hale getiren molekiiller olarak bilinirler. Dogal yollardan elde edilen tiirleri oldugu gibi
(C vitamini, E vitamini, beta karoten, selenyum, ¢inko, gallik asit...vb), sentetik yollarla
olusturulmus olan tiirleri de (BHT (Biitil Hidroksi Toluen), BHA (Biitil Hidroksi Anisol),
TBHQ (Tert-Biitil Hidrokinon)) mevcuttur.

Antioksidan tiirleri lizerinde seneler boyunca yapilan sayisiz arastirmalar sonucunda bir¢ok
antioksidan tiiriiniin saglik agisindan yararlar1 her ne kadar ispatlanmis olsa da ¢alismalarin
diger tarafinda Ozellikle sentetik olarak elde edilen antioksidan tiirlerinin kanserde dahil
olmak iizere bircok hastalia zamanla davetiye cikardigi sonucglart elde edilmistir. Bu

baglamda ozellikle bircok sentetik antioksidan tliriiniin glinlimiizde ya tamamen



yasaklandigint ya da gida da kullanimimin ilke kodekslerine gore smirlandirildigini

gormekteyiz [3].

Ozellikle gida sektdriinde aromalar da basta olmak iizere birgok safhada en fazla
kullanilmakta olan antioksidanlardan BHT zaman igerisinde kanserojen etki gosterdigi tespit
edildigi i¢in tamamen yasaklanmistir. Bunun yaninda TBHQ da benzer sebeplerden dolayi
yasaklanmistir. Su an i¢in en ¢ok kullanilan antioksidan olan BHA ise bircok arastirmaya
konu olmustur. Bu aragtirmalar sonucunda ¢ok farkli sonuglar ve goriisler olsa da BHA’ nin
da ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda kullaniminin ¢ok degisik saglik sorunlarina sebep
oldugu bircok calismada tespit edilmistir. Kisa vadede bircok iilkede kullaniminin
sinirlandirildigt BHA nin yakin zamanda belki de gidalarda ve buna bagli olarak aromalarda

yasaklanmasi siirpriz olmayabilir.

Bu baglamda bu ¢alismada kolay okside olabilen aroma tiirlerinden olan portakal aromasina
sentetik bir antioksidan tiiri olan BHA basta olmak tiizere gallik asit, salisilik asit ve C
vitamininin yagda ¢Ozlinen tirii olan askorbil palmitat bilesikleri gibi antioksidan

bilesiklerinin raf dmrii {izerine etkileri incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. AROMALAR HAKKINDA GENEL BILGI

Aroma verici; oldugu haliyle tiiketilmesi amaglanmayan, tat ve/veya koku vermek veya
degistirmek amaciyla gidalara eklenen aroma verici maddeler, aroma verici preparatlar, 1s1l
islem aroma vericileri, tiitsii aroma vericileri, aroma onciilleri veya diger aroma vericiler ya da

bunlarin karisimarindan yapilan veya olusan tiriinii kapsamaktadir [1].

Aroma vericiler; gidalarda kullanilmasina izin verilen gida katki maddelerini ve/veya
depolama, standardizasyon, seyreltme veya ¢oziinme ve stabilizasyon gibi teknolojik amaglar

dogrultusunda ilave edilmis olan gida bilesenlerini igerebilir [1].

2.1.1. Gidalarda Aroma Kullanim Nedenleri

e (Gidanin dogal aromasinda meydana gelen mevsimsel degisiklikleri diizeltmek.

e Islem sirasinda kaybolan aromay: geri kazanmak.

e (idaya kendi aromasindan farkli bir aroma kazandirmak.

e (idaya dogal olarak bulunan ve elde edilen iirliniin kalitesini olumsuz ydnde
etkileyecek aroma bilesenlerini maskelemek.

e (1da maddesinin zay1f olan aromasini kuvvetlendirmek.

e (Gidalarda dogal olarak bulunan lezzeti giiclendirmek [2].

Uriin kalitesinin gelistirilmesinde ki oncelikli amag ise hazir gidalarda ortaya ¢ikan lezzet
kayiplarinin ortadan kaldirilmasimi ya da en aza indirilmesini saglamaktir. Bu gidalarda

lezzetin en biiyiik tamamlayicisi olan aroma vericiler kullanilmaktadir [2].

2.1.2. Aromalarda Sinirhh Olan Bazi1 Katki Maddeleri

Aroma maddelerinin siniflandirilmasi yapilirken elde edilis yontemlerine gére Dogal Aroma
Vericiler ve Aroma Vericiler olarak 2 sinifta yapmak dogru olacaktir. Bu siniflandirmanin
disinda aroma vericilerin yapisinda kullanilan bazi bilesenlerden ve kullanim durumlarindan
bahsedecek olursak; oOzellikle Gida Kodeksi’nde tek basina yasakli olan veya firiinler

i¢erisinde kullanim sinir1 olan bazi aroma verici bilesenler sunlardir:



Tablo 2.1: Baz1 aroma hammaddelerinin gidalar igerisindeki kullanim limitleri [3].

Madde ismi Miktar1 Sinirlandirilms En yiiksek miktar (mg/kg)
Maddenin Bulundugu Gidalar
Beta asaron Alkollii igkiler 1
1-Allil-4-metoksibenzen (Estragol) | Siit tiriinleri 50
Islenmis meyve ve sebzeler
Balik iirtinleri
Alkolsiiz igkiler
Hidrosiyanik asit Badem ezmesi ve tiirevleri 50
Mentofuran Nefes tazeleyici sekerler 3000
Sakizlar 1000
Naneli alkollii ickiler 200
Kumarin Targin igeren firincilik tirtinleri 50
Kahvaltilik tahil tirinleri 20
Tatlilar 5

Bu maddeleri ¢ogaltmak miimkiindiir. Ornek olarak yukarida belirtilen maddelerin disinda

aroma vericilerde kullanilan tasiyicilar dahil olmak iizere gida katki maddeleri olarak gecen

bazi1 maddelerin kodeksimize gore belirtilen kullanim sinirlar ise su sekildedir:

Tablo 2.2: Bazi gida katki maddelerinin Tiirk Gida Kodeksine gore simir degerleri [3].

Katki numarasi(E kodu) | Madde Adi Kullanim Alam Kullanim Sinir1
E-200 - E-203 Sorbik Asit ve sorbatlar
E210 Benzoik Asit 1500 mg/kg aroma
E211 Sodyum Benzoat Tiim Aroma Vericiler vericilerde(tek basina veya
E212 Potasyum Benzoat birlikte)
E213 Kalsiyum Benzoat
E310 Propil Gallat Esansiyel Yaglar 1000 mg/kg esansiyel
E311 Oktil Gallat yaglarda(Gallatlar, TBHQ ve
BHA tek bagina veya
birlikte)
E312 Dodesil Gallat 100 mg/kg(1) (Gallatlar,tek
E319 Tersiyer-butil Esansiyel yaglar basina veya birlikte)
Hidrokinon(TBHQ) disindaki aroma 200 mg/ kg(1) aroma
E320 Biitillendirilmis vericilerde vericilerde(TBHQ,BHA tek
hidroksianisol bagina veya biirlikte)
Likorler,aromatize
Benzil Alkol saraplar,sarap bazli 100 mg/1 son tiriinde
E1519 icecekler ve sarap
iiriinleri
E1519 Cikolata ve hafif 250mg/kg tiiketime hazir
Benzil Alkol firmeilik tirinlerini veya liretici talimatlari
iceren sekerlemeler dogrultusunda yeniden
hazirlanan gidalarda tiim
kaynaklardan gelen miktar




Aromalar olusturulurken esansiyel yaglar ve bunlarin ¢esitleri de dahil olmak iizere (Orange
Oil Brazil, Orange Oil Valencia vb), binlerce ¢esit farkli hammadde ve esansiyel yag
¢esidinin uygun kombinasyonlarda karigimina dikkat edilir. Kolay okside olabilen aromalar
olarak tanimlanabilecek turunggil, limon ve bergamot tlirevi aromalarin bu 6zelliklerinin
temel sebebi glin 15181 ve sicakliktan c¢ok kolay etkilenen portakal yagi, limon yagi ve
bergamot yag1 tirevlerini igermeleridir [4]. Bu yaglarin ortak oOzelligi ise terpenoit
igeriklerinin ¢ok yiiksek olmasidir. Bu baglamda terpenoitler ve esansiyel yaglar hakkinda
genel bilgiler vermemiz gerekmektedir.

2.2. ESANSIYEL YAGLAR

Esansiyel yaglar binlerce yil boyunca cesitli toplumlarda tibbi amaglarla kullanilmistir. Yag
ekstraksiyonu ile bitkilerden esansiyel yag elde edilme islemi Orta Cag baslangicinda Cin'de
oldugu gibi Bati’da da biliniyordu. 12. yiizyilda, Amaud de Villanosa, biberiye ve
adacayindan yag damitma islemini agiklamistir. Amaud de Villanosa neft ve biberiye
yagindan “oleum mirable “elde etmistir. 1592 yilinda yazilan “Dispensatorium valerii cordi”

nin Nuremberg baskisinda 60 farkli yag taniminin yapilmasi dikkat ¢ekicidir [5].

Antidepresan, uyarici, detoks etkisi olan, antibakteriyel, antiviral etkileri oldugu bilinen
esansiyel yaglar ¢ok ¢esitli saglik sorunlarina etki ettigi ¢6ziimlerle birlikte eski zamanlardan
beri en etkili, ucuz terapi ve tedavi yontemlerinden olmustur. Bu etkilerinin diginda 6zellikle
gida sektoriinde de aromalar igerisinde tat ve koku vermek amaciyla aromalarin ilk

kesfedilmeye baslandig1 zamanlardan beri kullanilmaktadirlar [6].

Esansiyel yaglarin biiylik bir ¢ogunlugu farkli bitki tiirlerinin, c¢iceklerin, yapraklarin,
koklerin, reginelerin, kabuklarin, aga¢ kabuklarinin ekstrakte edilmeleri sonucu elde
edilmektedirler. Cesitli destilasyon yontemleriyle bitkiler igerisindeki su ile yagin birbirinden
ayristirtlmasi seklinde de elde edilmektedirler. Esansiyel yaglar yiiksek konsantrasyonda ki
yaglar olarak giiclii aromalar igerirler. Aslinda bazen onlar aromatik bilesenler i¢erisindeki

yiiksek konsantrasyonlari sebebiyle ugucu aromatik yaglar olarak da tarif edilirler [6].



2.2.1. Esansiyel Yaglarin Faydalari

e Hormonlari dengeler. Or: Sardunya Yag1 [7].

e Bagisiklik sistemini harekete gecirip gii¢lendirirler. Or: Nane Yag1 [8].

e Sindirimi desteklerler. Or: Zencefil Yag1 [9].

e Enerji vericidirler. Or: Nane Yag [10].

e Beyin fonksiyonlarm gelistirirler. Or: Nane Yag1 [11].

e Stresi diisiiriir ve anksiyeteyi giderirler. Or: Portakal Yag1, bergamot yag1 [12].
e Agrnlar azaltirlar. Or: Kekik Yagi [13].

e Deri ve sag saghg icin etkilidirler. Or: Buhur Yag1 [14].

e Toksisiteyi azaltirlar. Or: Limon Yag1 [15].

e Bas agrilarii ve migreni ortadan kaldirirlar. Or: Lavanta Yag1 [16].

Tiim bu yararl etkileriyle beraber burada sayamadigimiz sayisiz faydalarin disinda esansiyel
yaglar 6zellikle kozmetik sektoriinde de ¢ok farkli son iirlin kullanim alanlarinda koku verici

olarak kullanilmaktadirlar.

2.3. TERPENOIDLER

Terpenler, dogal triinlerin en yaygin gruplarindan biridir. Bitkilerde ve hayvanlarda bir¢cok
farkli islevleri bulunurken gidalarda da aroma bilesenleri olarak onemlidirler. Ornegin
turunggiller, tar¢in ve diger baharat aromalari birkag terpen ile karakterize edilir. Limonen ve
sitral (her ikisi de limonda bulunur), kamfor, pinen (¢am agaglar1), eugenol (karanfil), anetol,

timol, geraniol (giil) ve mentol en yaygin bilinen terpenlerdir [5].

Terpenler, cogunlukla esansiyel yaglarda bulunduklarindan, eski Misir’da ¢esitli dini amaglar
icin kullaniliyorlardi. Kamfor, Avrupa'ya ilk kez Dogu'dan Araplar tarafindan 11.yiizyil

civarinda getirildi.

Kimyasal anlamda terpenler, yapis1 ¢esitli fakat belli sayida izopren birimlerine sahip olan bir
molekiiller grubu olarak tanimlanir (metilbiita-1,3-dien, hemiterpen olarak isimlendirilen 5

karbonlu atomdur) [5].
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Sekil 2.1: izoprenin yapisi.

Bu tanim, temel molekiiler iskelette izopren sayilarina dayanan terpenlerin rasyonel bir

sekilde siniflandirilmasini saglar.

Tablo 2.3: Terpenlerin yapilarindaki izopren birimlerine ve karbon atomlarina gore siniflandirilmalari.

Terpenler Izopren birimleri Karbon atomlar:
1 Monoterpenler 2 10
2 Seskiterpenler 3 15
3 Diterpenler 4 20
4 Sesterpenler 5 25
5 Triterpenler 6 30
6 Karotenoidler 8 40
7 Kauguk >100 >500

Mono-, sesqui-, di-, ve sesterpenler bas-kuyruk seklinde baglanmis izoprenlerden meydana
gelmigtir. Triterpenler iki C15 ve Karotenoidler (tetraterpenler) iki C20 biriminin kafa kafaya

baglandiklari yapilardir [5].

Terpenlerin ¢ogu hidrokarbonlardir; ancak alkoller, ketonlar veya aldehitler gibi oksijen
iceren bilesiklerde olabilirler. Bu tiirevler ¢ogunlukla terpenoitler olarak adlandirilirlar.
Mono- ve seskiterpenler esansiyel yaglarin temel bilesenleridir. Diger terpenler ise regine,

mum ve kaugugun ana bilesenleridirler [5].

Ucucu yaglarda genellikle bulunan monoterpenler ve seskiterpenlerdir. Bu yaglar siklikla
lezzet veya koku 6zellikleri i¢in kullanilir. Genis kullanim alanlarindan bazilar gidalar, ilaglar

ve kozmetik iriinleri olarak sdylenebilir [17].

2.3.1. Terpenlerin Reaksiyonlar: ve Oksidasyonlari

Terpenler yapilari izopren birimlerine doniisebilen biyojenik kokenli organik bilesikleridir.
Daha ugucu olan mono- (C10) ve seskiterpenler (C15) bitki ortiisiinden biiylik miktarlarda
yayilirlar [18]. Bir veya daha fazla C=C g¢ifte bagi i¢eren doymamis hidrokarbonlar olan




terpenler ozon, nitrat ve hidroksil radikalleri gibi ¢esitli oksidasyon tiriinleri ile yiiksek oranda
reaksiyona girebilirler. Fotokimyasal 0zon olusumu i¢in terpenler 6nemli 6nciiler olarak kabul
edilmislerdir [19]. Son yirmi yil i¢inde gaz fazindaki terpenlerin reaksiyonlart biiyiik ilgi
cekmistir. Calismalarin odak noktasi ¢esitli reaktif tiirlere karsi reaksiyon iiriinlerinin
belirlenmesi ve miktarlarinin tanimlanabilmesi iizerine olmustur. Yapilan son calismalarda
Ozellikle terpenlerin atmosferik ortamdaki oksidasyon mekanizmalarinin iizerinde
durulmustur [20]. Bu konu ile alakali agirlikli olarak diisiik molekiil agirlikli aldehitler,
karboksilik asitler, CO2, CO terpen oksidasyon iiriinleri olarak bildirilmektedir. Terpenlerin

genel olarak tiirlerine veyapilarina deginecek olursak;
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Sekil 2.2: Terpenlerin en ¢ok bilinen tiirlerinin goriintimii.

Alkenlerin, sikloalkenlerin ve konjuge dienlerin OH radikali, Oz ve NOgz ile troposferik
kosullar altindaki reaksiyon kinetigi ve mekanizmasi {izerine daha dnce detayli bir sekilde
calistlmis ve konu biliyiik olgiide agikliga kavusturulmustur. Alkenlerin OH radikali ile
reaksiyonlarmin anlagilmasinin yaninda hala Oz ve NOs™ ile olan reaksiyonlarinda agikliga
kavusturulmasi gereken konular vardir [21]. Bununla birlikte terpenler i¢in ise durum daha
karmasiktir. Terpenler 6zelinde dogrudan mekanizmalarin agiklandigi caligmalar: bulmak ¢ok
giictiir. Uzun ¢alismalar sonucunda terpenlerin yapilar1 geregi alkenlere (beta pinen, kamfen),

sikloalkenlere (alfa pinen, 3-karen), dienlere (beta fellandren, alfa terpinen) veya bu gruplarin



kombinasyonlarina (limonen, o-cimen) dahil edilmesine karar verildi. Ozon ile
kiyaslandiginda NO3™ ve OH radikali i¢in daha fazla tiriiniin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir
[21].

Terpenleri genellikle incelenen hidrokarbonlardan ayiran iki karakteristik 6zellik vardir.

e P-mentan gibi monosiklik terpen ile 2,6-dimetil oktadien asiklik monoterpen tiirevinin
bir arada bulundugu yapi.
e 3-karen ve sabinen, alfa pinen, beta pinen, beta karyofilen, alfa longifolen..vb gibi

fazla sayida halkali yapilar.

Bu yapilar sebebiyle o6zellikle molekiiller arasinda meydana gelen diizenlemelerin
beklenmedik reaksiyonlari sonucunda yine beklenmedik son tiriinler (kamfen, izo borneol vb.)
olusmaktadir. Tiim bu bilgiler 151831nda diyebiliriz ki terpenlerin reaksiyonlar1 ve onlarin

oksidasyon tiriinleri yine basit alken bilesiklerini olusturmaktadir [21].
2.3.2. Baz Terpenoit Bilesiklerinin Oksidasyon Uriinleri

Su ana kadar yapilan c¢alismalarda terpen oksidasyon firiinleri genellikle karboniller ve
karboksilik asitler olarak tanimlanmiglardir. Ancak ayni1 zamanda alkoller, epoksitler, esterler,
nitratlar ve peroksinitratlar daha mindr triinler olarak goriilmiiglerdir [21]. Bazi terpenoit

bilesiklerinin oksidasyon tirtinlerinden bahsedecek olursak;

2.3.2.1. Linalol

Linalol 6zellikle esans ve aroma sektoriinde kullanilan 6nemli bir terpenoit bilesik tiiriidiir. 5-
metil-5-vinil-tetrahidrofuran-2-O1  (MVT) linalol oksidasyon firiinlerinden biri olarak
karsimiza ¢ikar. Ozellikle giin 15181 ile linalol bileseninin karsilasmas sonucu agiga ¢ikan bir

urindir.

Linalol MVT

Sekil 2.3.: Linalol bilesiginin giin 15181yla oksidasyon mekanizmasi.
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Asetonun yaninda formaldehit ve asetaldehit de hidroksidialdehidler (Sekil
hidroksikarboksilik asitler (Sekil 2.5) gibi ortaya ¢ikan minér triinlerdir [22].

/J< OH | _OH
 “cHO
N CHO CHO
CHO

Sekil 2.4: Linalol’iin oksidasyon iiriinlerinden hidroksidialdehit 6rnekleri.

| _OH
|"/<("cj;11 /1<’

TSCHO COuH

OH

Sekil 2.5: Linalol’iin oksidasyon iiriinlerinden hidroksikarboksilik asit érnekleri.

2.4)

Linalol’iin OH radikaliyle reaksiyonu sonucu (Sekil 2.6) 6-metil-5-hepten-2-one bileseni

meydana gelmektedir [22].

| ou

)
C\\ OH radjka]ié O3 ;,-"_1:3(/
< » p
| [ 0N NF
- P
6-Metil-5-Hepten-2-One Linalal 5-Metil-5-Vinil-
(MHO) Tetrahidrofuran-2-One

Sekil 2.6: Linalol’iin oksidasyon iiriinlerinden 6-Metil-5-Hepten-2-One ve 5-Metil-5-Vinil-

Tetrahidrofuran-2-One yapist.

Linalol’iin ozonla reaksiyonu sonucunda ise (Sekil 2.6) 5-metil-5-vinil-tetrahidrofuran-2-one

bilesigi meydana gelmektedir [22].
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2.3.2.2. Mirsen
Mirsen oOzellikle bitkilerden elde edilen bir bilesen olarak karsimiza cikar. Siiksinik asit
mirsen hammaddesinin ozon ile olan reaksiyon iriiniidiir. Son g¢alismalarda ise hidroksi

aseton, formaldehit ve aseton diger tespit edilen iiriinler arasinda olmustur [19, 23].

Aseton

0
CHa/JLCHg

T

0 1 0
| . .,
H
L, —— N Hf::rJJ\"'/\/GI
H ™ H )} o
Formaldehit Mirsen Sitkesingk: asit

Sekil 2.7: Mirsen’in bazi mindér ve major oksidasyon tiriinleri.

2.3.2.3. Limonen

Limonen bitkilerden elde edilen en genis kullanimli terpenoit tiirevlerinin basinda gelir.
Limona keton (4-asetil-1-metilsiklohekzen) (AMCH) (Sekil 2.8) ve limonon aldehit (3-
izopropenil-6-okso-heptanal) (Sekil 2.8) Limonen’ in OH radikali ile reaksiyonu sonucu

ortaya ¢ikmis iriinler olarak tespit edilmistir [19].

e e
iy
- "\-gj o
ANCH Limonon Aldehit

Sekil 2.8 : Limonen’in oksidasyon iiriinlerinden bazilari.

Limonon aldehit ayn1 zamanda Limonen’ in ozon ile reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan temel
tirtinlerden biridir [24]. A¢iga ¢ikan diger iiriinler ise sirasiyla keto-limonon aldehit (3-asetil-
6-okso-heptanal) (Sekil 2.9), dekarbonize tiirev (Sekil 2.9), limononik asit (3-izopropenil-6-
okso-heptanoik asit) (Sekil 2.9), keto limononik asit (3-asetil-6-okso-heptanoik asit) (Sekil
2.9) [24].
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O [/ =a
L ~ L
"“"[/R ~CHO ~
= *'q.._.' _,/-‘11-::_‘_} )
Keto Limonon Dekarbonize tirev
Aldehit
[/{::ELJ s ¢
-~-\__\],/‘> "("l"fl:l'{ "'\-.\\_/—-\:_.!.-’H
T A
g
Limononik Asit Keto Limononik
Asit

Sekil 2.9: Limonen’in oksidasyon iriinleri.

Bu iiriinlerin disinda limonenin hava ile temasi1 sonrasinda aciga cikan diger oksidasyon
rtinleri karvonlar, limonen oksit (cis ve trans izomerleri de dahil olmak iizere) ve karveol
olarak bilinir [25].

vl
o

zﬁf\A

R-Karvon S-Karvon  Karveol Trans-Limonen Cis-Limonen
Olcsit Olcstt

Sekil 2.10: Limonen’in diger oksidasyon {iriinleri.

2.3.2.4. Alfa Pinen

Bu terpenoit cesidi belki de atmosferik ortamda en fazla bulunam diyebiliriz. Ozellikle
diinyanin bir¢cok bolgesindeki orman alanlarindan atmosfere yayilan havanin igerisinde
yiiksek oranda bulunmaktadir. Beta pinen ile beraber en ¢ok galisilan terpenoit tiirevlerinin
basini ¢ekerler. Alfa pinen’in OH radikali ile reaksiyonu sonucu pinon aldehit (cis-3-asetil-
2,2-dimetil-siklobiitil-etanal) bilesigini olusturur (Sekil 2.11) [19].
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CHO

Sekil 2.11: Pinon aldehit (cis-3-asetil-2,2-dimetil-siklobiitil-etanal) bilesiginin yapisi.

Bu bilesenlerin disinda da tespit edilmis olan bazi reaksiyon tirtinleri vardir (Sekil 2.12).

' O | o
2 I.':‘ 0 i ‘:.6"1-;;% i
SESESEY u

CHO
Sekil 2.12: Alfa Pinen’in literatiirde tespit edilmis bazi oksidasyon {iriinlerinin yapisi.

Ozellikle hava ile temasindan sonra alfa pinenden meydana gelen bir diger oksidasyon iiriinii

pinen oksit ve pinokarveol olarak bilinmektedir [19].

Alfa pinen’in ozon ile olusturdugu ikincil Urtinler sinifinda 6ncelikle karboksilik asit tiirii olan
pinonik asit (cis-3-asetil-2,3-dimetil-siklobiitil-metanoik asit) (Sekil 2.13), pinik asit (cis-3-
karboksi-2,2-dimetil-siklobiitiletanoik asit) (Sekil 2.13) ve norpinik asit (cis-3-karboksi-2,2-
dimetil-siklobiitilmetanoik asit) (Sekil 2.13) gosterilir [26].

=1} DM COak

. I :-"'--

T - | 2
- — |

¥ B —{TRH =k

Ly

Pinonik asit Pinik asit Morpinik asit

Sekil 2.13: Alfa Pinen’in ozon ile olusturdugu reaksiyonun oksidasyon {iiriinleri.

2.3.2.5. Sabinen

Bu terpen tiirii hakkinda ¢ok fazla calisma ve bilgi bulunmamakla birlikte sabinen keton
ismiyle bilinen (5-izopropil-bisiklo[3.1.0] hekzan-2-one) bilesigin bu tiiriin oksidasyon tiriinii
oldugu bilinmektedir [27]. Bunun yaninda diger tiirlerde oldugu gibi hava ile temasindan

sonra agiga ¢ikan bilesen sabinol ve sabinil asetat olarak iki farkl: tiirde s6ylenebilir [28].
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CH, )\
.
ri H D'\ i
-
L
Sabinen keton Sabinol S abinil Asetat

Sekil 2.14: Sabinen keton (5-izopropil-bisiklo[3.1.0] hekzan-2-one, sabinol ve sabinil asetat
bilesiklerinin kimyasal yapilari.

2.3.3 GC-MS Cihaz ile Terpenoit Tiirevi Bilesiklerin Analizi

Aromatik bitkiler ugucu Cio ve Cis terpenleri liretir ve bunlar izopren biriminden tiireyen
bilesiklerdir. Bu maddeler ugucu yaglar olarak bilinen, bitkilerin ¢esitli kisimlarindan buhar
damitma veya baska modifiye edilmis usullerle izole edilebilir. Cok cesitli terpen
hidrokarbonlari, siklik veya siklik olmayan ve bunlarin oksijenli izoprenoid bilesikleri, esans
yaglarinda karigim halinde bulunur [29]. Bir bitki esansiyel yaginin kimyasal bilesimi, ¢evre
kosullari, aromatik bitkilerin toplandigi mevsim, dehidrasyon prosediirii, toplanan bitkilerin
esansiyel yag ekstraksiyonuna kadar tutuldugu depolama kosullar1 gibi bir dizi parametreye

baghdir [29].

Dogal ve sentetik terpenlerin, bunlarin karigimlarinin ve tiirevlerinin kalitatif ve kantitatif
analizleri zor ve zaman harcayan siireglere sahiptir. Dogal ve sentetik terpen karigimlarinin
cogu bir¢ok bilesik igerir ve bu bilesiklerin biiyiik gruplari benzer fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere sahip geometrik, konumsal ve optik izomerler icerir. Ek olarak, bir¢ok terpen

kolayca izomerlesir veya oksitlenir [30].

Gaz kromatografisi, terpen karisimlarinin karakterizasyonu ve kantitatif analizi i¢in dogal
avantajlara sahiptir. Bunlar arasinda yiiksek ayirma verimleri, kromatografik kolonda kisa
kalma stireleri, analiz sirasinda inert bir atmosfer kullanimi, azeotroplardan serbest kalma ve
cok kiiciik numunelere uygulanabilirlik yer alir. Bir¢ok terpen karigimi i¢in dogrudan bir
analiz yontemi saglamanin yan sira, gaz kromatografisinin ultraviyole, kizilotesi ve kiitle

spektroskopik tekniklerine giiglii bir katk1 oldugu kanitlanmistir [30].
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Gegmisten ornekler verecek olursak; Bernhard [31, 32] limon yaglarini karakterize etmek i¢in
GC ve diger teknikleri kullanmistir. Bir baska ¢alismada Naves ve dig. [33, 30] toksisite
calismalar1 yapmak {izere anetol bilesigini analiz etmisler ve ucucu yaglardan ayirmislardir.
Liberti ve Cartoni [34] ise gaz kromatografiyi kullanarak diger fiziksel ve kimyasal
metotlardan ayr1 bir sekilde ugucu yaglarin karakterizasyonu ifade eden bir sema
onermislerdir. Stanley ve Mirov [35] c¢am terebentin analizinde gaz kromatografisinin
kullanildigin1  bildirmistir. Groth [36], Isve¢ terebentin kompozisyonunun kapsamli bir

arastirmasinda gaz kromatografisini ve infrared tekniklerini uygulamistir.

GC-MS cihazinin temel amaci ugucu bilesenlerin analizleri olarak bilinmektedir. Organik,
inorganik ve biyolojik orneklerin nitel-nicel ¢alismalar1 ve bunlarin molekiiler yapi tayinleri
bu cihazla yapilmaktadir. GC-MS iki analitik teknigin kombinasyonu olarak gorev yapar. Gaz
kromatografisi karisimdaki bilesenlerin birbirinden ayrilmasini ve tanimlanmasini saglarken
kiitle spektroskopisi ise her bileseni yapisal olarak tamimlamakta ve kantitatif olarak tayin

etmeye yardimci olmaktadir.

Ozellikle aroma ve esans sektdriinde kullanilan ucucu yaglarda basta olmak iizere bugiin
limonen, alfa pinen, sabinen, mirsen, beta pinen basta olmak iizere ¢ok sayida terpenoit
bilesiginin analizi GC-MS cihazi ile yapilmaktadir. Bu analizler yapilirken ugucu yaglar
igerisindeki bilesenlerin kantitatif tayinleri yapilarak yaglar hakkinda daha ayrintili bilgilerin
elde edilmesi miimkiin oldugu gibi standartlar bazinda her bir terpenoit bileseninin saflik
kontrollerinde de yine GC-MS cihaz1 aktif rol almaktadir. Uygun metot sicaklik araliklarinin
denenerek tespit edilmesiyle birlikte aromalarda kullanilan yaglarin ve diger bilesenlerin
bilesimlerini kalitatif ve kantitatif olarak kolonda farkli sicaklik araliklarinda ki alikonma
zamanlarinin farkliligindan ve kiitle spektrometresi yardimiyla da bu bilesenlerin miktarlari
hakkinda bilgi edinilmektedir. Tiim bunlarin yaninda yaglarin gerek parcalanmalar1 sonucu
ortaya ¢ikan bilesenler gerekse oksidasyonlar: ile ilgili olarak kromatogram sonuglarina ait

raporlar incelenerek kesin veriler elde edilmesi miimkiindiir.

Gaz kromatografisinden 6zellikle baslangictan beri terpenoitlerin ve onlarin uygulandiklar
materyaller iizerindeki kalitatif ve kantitatif analizlerinde, formiilasyonlarin igerigindeki
terpenoit tiirlerinin incelenmesinde ayrica yeni esansiyel yaglarin yapilarinin ve igeriklerinin

incelenmesinde de yararlanilmaktadir. Su anda dogal kdkenli bu terpenlerin ¢ogu bir dizi
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atmosferik ve ¢evresel matriste tespit ediliyor ve bu terpenlerin biiyiik ekolojik 6nemi vardir

[17].

GC tek basina bu terpenlerin analizinde uygun bir yontem olsada, uguculuklarindan dolay1
simdiye kadar en yararli bilgiler daha ¢ok kromatografi veya spektroskopi iceren tandem
teknikler kullanilarak elde edilmistir. Terpenlerin bir baska analiz edilme yontemi HPLC

olsada bu yontem ugucu olmayan terpenoit glikozid tiirleri i¢in daha uygundur [17].

2.4. PORTAKAL YAGI VE iCERIiGi

Portakal yagi ozellikle diinya genelinde birgok farkli g¢esidi olan (Orange Oil Valencia,
Orange Oil Brazil vb.) ve igerisindeki terpenoit iceriklerinin ¢ok yiiksek oldugu bilinen bir
yag cesididir. Bolgelere gore ve yetisme kosullarina gore portakallardan elde edilen yaglarda
da farkliliklar goriilmektedir. Orange Oil Brazil 6zelinde 6rnek verecek olursak, bu tiirdeki
portakal yagmin icerisindeki bilesenleri malzeme giivenlik bilgi formlarinda ki (MSDS) ve

literatiirdeki bilinen sekliyle tabloda siralarsak [37].

Tablo 2.4 :Portakal yaginin igerigi.

Bilesen Ad1 Bilesen Yiizdesi
Limonen %80 - %90
Sabinen %0 - %5

Alfa Pinen %0 - %5
Mirsen %0 - %5
Linalol %0 - %5

Beta Pinen %0 - %5

Delta-3-Karen %0 - %5

Bu miktarlar yagin ¢esidine gore farklilik gosterebilmektedir.
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25. GIDA KORUYUCULARI OLARAK KULLANILAN BAZI ANTiIiOKSIiDAN
TURLERI HAKKINDA GENEL BiLGIi

Bu boliimde gidalarda koruyucu olarak en fazla kullanilmis ve kullanilmakta olan ve bunun
yaninda ayni zamanda bu c¢alismamizda da kullanmakta oldugumuz koruyucu gorevindeki
antioksidanlar ele alinacaktir. Antioksidanlar tiirler olarak dogal olanlar ve sentetik olanlar
olmak iizere ikiye ayrilirlar. En ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlari siralayacak olursak;
BHA (Biitil Hidroksi Anisol), BHT (Bitil Hidroksi Toluen), TBHQ (Tert-Biitil Hidrokinon),
propil gallat, dodesil gallat, oktil gallat. Tiim bunlarin yaninda dogal antioksidanlar1 sematik

olarak gosterecek olursak;

DOGAL ANTIOKSIDANLAR

— gy

| EMZIMATIK | NOM ENZIMATIK
oRIMIER EP—— ‘xor,srrc-mr‘ ‘

SOperocksitdismutaz  Glutatyon rediktaz Koenzim Q10 A (Retinal)
Katalaz Glukoz-E-fosfat-d.jenaz C[Askl:rrh'lk as'lt]

Glutatyon peroksit
rrene E (Takoferoller)

VITAMINLER VE TUREVLERI

K
FLAVONGIDLER Cinko Beta-Karoten
: ' Selenyum Lusein
- =i Lisopen
| FLAVANOLER | | Fravonouer Zeaksantin
Katezin Kuersetin CRGANCSULFUR
Pelagonidin Kaempferol BILESIKLERI
| ANTOSIYANINLER | | [ZOFLAVONGDIDLER | Alil sulfit | NON PROTEIN AZOTLU BILESIKLER
: indoller -
Siyvanidin Genistein Glutatyon {irik asit

Pelargonidin

I FLAVANCHNLAR l [ FLAVONLAR l
W

. I FENOLIK ASITLER
Hesperidin Cirisin _

o =

HIDROKSINMAMIK

‘ HIDROKSIBENZOIK ASITLER

ASITLER
Ferulik asit Gﬁ||1!iasi1_:
P-kumarik asit Ellagik asit

Sekil 2.15: Dogal antioksidanlarin siniflandirilmalari.
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2.5.1. Baz1 Antioksidan Tiirleri

2.5.1.1. C Vitamini (Askorbik Asit)

Viicutta en fazla ihtiya¢ duyulan vitaminlerden biri olan C vitamini (Sekil 2.16) agirliklt
olarak meyve ve sebzelerde bulunur. Bunun yaninda suda ¢oziiniir ve serbest radikalleri direkt
olarak etkisiz hale getirebilen ¢ok etkili bir antioksidandir. Ayrica farkli gida gesitlerinde
acilagsmay1 ve renk degisimlerini Onleyici olarak kullanilir. Dogal ve sentetik olarak iki farkli

sekilde elde edilebilir [38].

Sekil 2.16: Askorbik asidin yapisi.

Askorbik asit

(1]

Oksidasyon |
oM

e 3 O atomu arasinda delokalize elektronlu
semi-dehidroaskorbat radikali

S Dehidroaskorbat

Sekil 2.17: Askorbik asidin oksidasyon mekanizmasi [39].

Bu ¢alisgmamizda askorbik asidin yagda ¢oziinen tiirevi olan askorbil palmitat ¢oziiniirliikten

otiirii tercih edilmistir.
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2.5.1.2. E Vitamini (Tokoferol)

Genellikle bitkilerde bulunan E vitaminlerinin doga igerisinde yedi ayri izomeri vardir.
Bulundugu temel kaynaklari siralayacak olursak baklagiller, ceviz, siit, yumurta, yesil
yaprakli sebzeler ve bitkisel yaglar olarak sdyleyebiliriz. Yedi farkli izomerin yapilar
birbirine benzese de biyolojik etkileri olarak birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Vitamin
gorevinde en etkili olan {i¢ metil gurubu igeren tiiriidiir ve a-tokoferol denildiginden E
vitamini olarak anlasilir. Tokoferoller yapilarinda tek fenolik grup igeren dogal
antioksidanlardir [40].

oH

\W
Sekil 2.18 : a-tokoferol’iin yapist.

2.5.1.3. Fenolik Asitler

Bitkisel kaynaklar olarak oldukga zengin olan bu tiirler, hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik
asitleri i¢inde barindiran 2 farkli gruptan meydana gelir. Hidroksisinnamik asit fenolik
asitlerin biliyiikk bir kismini olusturmaktadir [41]. Yapilarinda var olan -CH=CH-COOH
gruplar1 sebebiyle radikalleri kararli hale getirebilme 6zelligi konusunda benzoik asitlerden
daha etkilidirler. Hidroksibenzoik asit tiirleri ise yapilarinda bulunan metoksi ve hidroksi
(OH") gruplarmin konumlar1 ve sayilarina gore birbirlerinden farklilagirlar. Birkag ornek
verecek olursak gallik asit, siringik asit ve vanilik asidi verebiliriz. Bu tiirler etkin radikal
stipiiriiciiler olarak hidroksillenmeye ve OH radikallere yiiksek reaktivite gostermektedirler.
Fenolik halka ve karboksilat grubu arasina metilen grubunun girmesiyle meydana gelen fenil
asetik asitlerin orto ve meta hidroksi anyonu tiirleri 1 mM civarinda antioksidan etkinligi

gosterirler [42].
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CH=CE CQH CH=CH CO.H
. ©\0He
g oH
P-kumarik asit Ferulik asit
OH OMle
moc_Q 0H I—DOC—@ =0H
OH
Gallik asit Vanilik asit

Sekil 2.19: Bazi fenolik asit tiirleri.

Ozellikle bu calismada kullanilan salisilik asit ve gallik aside kisaca deginmemiz

gerekmektedir.

Salisilik asit Ozellikle bazi bitkilerde biiyiimeyi ve verimi arttiran bir fenolik bilesiktir.
Salisilik asit antioksidan tiirleri igerisinde non-enzimatik antioksidan tiirlerine girmektedir.
Bunlarin yaninda bitkilerin gelisimindeki olumlu etkisinin yaninda bitkilerin sayisiz fizyolojik
proseslerinde 6nemli rol almasi1 ve biyoaktif bilesiklerin iiretimindeki rolii gibi ¢cok onemli

gorevler tistlenmistir [43].

Salisilik asit insan viicudunda cilt sagligindan, akne sorununa, kolon kanserine kadar bir ¢ok
rahatsizlikla miicadelede 6nemli katkilar saglar. Kullanim alanlarina baktigimizda ozellikle
aspirin yapiminda, ila¢ sektoriinde, kozmetik sektoriinde ve parfiimeri alanlar1 basta olmak

tizere bir¢ok farkli kullanim alaninda karsimiza ¢ikmaktadir [44].

@) OH

OH

Sekil 2.20: Salisilik asidin kimyasal yapisi.

Polifenolik bilesikler arasinda yapilan ¢alismalar sonucu dogal olusumlu ve diisiik molekiil
agirlikl trifenolik bir bilesik olan gallik asidin (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) ¢ok giiclii bir
antioksidan oldugu bilinmektedir [45]. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan gergeklestirilen
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oksidatif hasara kars1 etkili bir koruma saglar. Bunun yaninda GA bir dizi bitki 6ziiniin etkili
antiradikal ve antikanser 6zelliklerinden sorumlu bas antioksidan bilesen olarak gosterilmistir
[46]. Gallik asidin biiyiik bir ¢ogunlugu bitkilerden ve mantarlardan elde edilmektedir [47].
Gallik asidin ¢ogu ester tiirevi de Ozellikle kozmetik ve gida sektdriinde genis anlamda

kullanilmaktadir.

Metal selasyonu

,,A,:.\ ticre sinyal yollarini
" \.inhibe eder
Apoptozu N7 NoH
indikler OH

1. R=H Gallik asit
2. R=CH3 Metil Gallat

3. R=CzH:s Etil Gallat

4. R=CsH; Propil Gallat
5. R=CgH:7 Oktil Gallat
f. R=C12Hzs Lauril Gallat

Lipit peroksidasyonunu
engeller

Sekil 2.21: Gallik asidin kimyasal yapisi, tiirevleri ve gorevleri.

Yapi-aktivite iliskisiyle ilgili calismalar gostermektedir ki gallik asidin stipiiriiciiliik 6zelligi
yapisindaki sterik olarak bagimsiz hidroksil (OH?) gruplarindan ileri gelmektedir [48].
Ozellikle para konumundaki OH" grubu radikal siipiiriiciiliikte en etkili faktor olarak tespit
edilmistir. Trihidroksi fenolik asit i¢indeki ekstra hidroksil (OH’) grubu, daha yiiksek
antioksidan aktivite ile birlikte daha fazla stabilite saglar. Hidroksil (OH") gruplar1 sadece
molekiiller aras1 hidrojen baglanmasin1 saglayarak antioksidan kapasiteyi etkilemezler ayni

zamanda olusan antioksidan radikalinin stabil olmasini saglarlar [49] (Sekil 2.22).
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Sekil 2.22: Ustte katesol ve altta pirogalloldeki molekiiller aras1 hidrojen baglanmasi ve radikal
stabilizasyonu.

Wright ve dig. gore [49] orto pozisyonundaki -OH grubu, olusan radikali stabilize etme
egiliminde olup, daha diisiik bir hidrojen bagi ayrisma entalpisi ve dolayisiyla artan bir
antioksidan kapasitesi ile sonuglanir. Siibstitiientlerin hidroksil (OH") grubuna gore dogasi ve
konumu da polifenollerin aktivitesini etkiler. Ornegin, kolayca iyonlasabilen karboksilik grup,
fenolik asitlerin verimli hidrojen baglanma egilimine katkida bulunur [50]. Gallik asit,
pirogallole gore daha yiiksek bir antioksidan aktivite gosterir. Bu da, fenolik asitlerin
antioksidan aktivitesi iizerinde karboksilatlarin yararli bir etkisi oldugunu gésterir. Bununla
birlikte Sroka ve Cisowski [51] yaptig1 ¢alismalarda karboksilatin, gallik asidin antioksidan
veya antiradikal aktiviteleri lizerindeki herhangi bir etkisini gozlemlememislerdir. Bu nedenle,
cesitli galigmalarin bulgularmi kullanarak, gallik asidin yliksek antioksidan aktivitesini,

asagida gosterildigi gibi ¢oklu faktdrlerin bir karisimina baglayabiliriz (Sekil 2.23).

Diizlemsel Geometri

0 OH 0 0H Para Poziyonda Elektron
X N Ceken Grup
R RH
=5 . . = _y Kaptodatif etki
==
Z . ]
HO OH 0 0 Elektron Donsrit Olan 2
IH . .H Ortho Pozisyorm OH Grubu

OH Qe

Diisiik Baglanma Onto Hidroksil Gruplarryla

Enerjisi ki Molekiiller Hidrojen Bag

Uzerinden Stabilizasyon

Sekil 2.23: Gallik asit molekiiliiniin antioksidan aktivitesinin etkinliginden sorumlu faktorler [50].
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2.5.1.4. Sentetik Antioksidanlar

BHA hem bitkisel hem hayvansal kaynakli yaglarda kolay ¢6ziinebilme 6zelligi olan etkili bir
sentetik antioksidan g¢esididir. Su an diinya genelinde iki farkli izomerinin karisimi olarak
bulunmakta ve satilmaktadir. Herhangi bir kokusu ve tadi yoktur. Bu antioksidan tiirliniin
irtinler icerisinde ki davranig bigimi E vitamini ile aynidir. Bu 6zelligi sebebiyle 6zellikle
aroma sektoriinde koruyucu olarak su an alternatifsiz bigimde kullanilmaktadir. Saglik
acisindan etkileri konusunda bir¢ok farkli goriis vardir. Olasi zararlari ilizerinde halen
arastirmalar yapilmakla birlikte su an gidalarda kullanimi1 sinirlandirilmistir. Bu antioksidanin
koruyucu 6zelligi anisol grubundaki benzen halkasindaki yer degistiren bilesenlerden ileri
gelir. Hidroksil (OH) grubunun 5 ve 6.karbonda bulundugu bilesikler antioksidan karakter
gostermezken 4. karbon iizerinde olanlar antioksidan karakter gosterirler. BHA gidalar

igerisinde kodekste belirlenen sinirlar igerisinde kullanilir [40].

N

8] oH
CqHg

Sekil 2.24: BHA nin kimyasal yapisi.

BHA ’nin kullanildig1 bazi iiriin gruplart su sekildedir; kuru maya, esansiyel yaglarin disinda
ki aroma vericiler, kizartma yaglari, prina yag1 disinda kullanilan kizartma yaglari,tahil tiirevi
atistirmalik yemekler, sakizlar, domuz yag, balik yagi, kuzu yagi, kiimes hayvanlarinin eti ve
sigir eti, siit tozlari, islenmis kabuklu yemisler, atistirmalik gidalar, soslar, sosis ve diger et
irlinleri, igecekler ve tatlilar i¢in kuru karigimlar, 6nceden pisirilmis tahillar, patates piiresi ve

patates iiriinleri.

BHA ve BHT bazen iiriinler icerisinde yalniz kullanilmakla birlikte diger koruyucularla
beraber kullanildig1 durumlarda vardir. Ozellikle propil gallat (E310), sitrik asit, fosforik asit
ve askorbik asit (E300) vb [52]. Hayvansal yaglar ve bunlarin tiirevlerinde eger BHA tek
basina kullanilirsa BHT ve gallatlardan daha az etki géstermektedir. Ancak sitrik asit, fosforik
asit, lesitin veya metiyonin gibi sinerjistlerin etkisiyle de beraber etkinliklerinin arttig
goriilmistiir [52]. BHT hayvansal yaglar icerisinde ¢ok iyi ¢oziinmekle birlikte bitkisel
kaynakli yaglarda az ¢oziiniir. BHA ile benzer ozelliklere sahip olmakla birlikte zaman
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icerisinde kanserojen oldugu tespit edildiginden dolayr aromalar igerisinde kullanimi

tamamiyla yasaklanmistir [40].

oH

CaqHg

Sekil 2.25: BHT nin kimyasal yapist.

Gallatlar 6zellikle mevcut durumda propil gallat (E310), oktil gallat(E311) ve dodesil gallat
(E312) formlarinda kullanilmaktadir. Propil gallat (E310) gallik asidin propil esteridir.
Ozellikle mese palamutlarmin Tanin ekstraktlarindan veya tannas enziminin hidroliziyle elde
edilir. Oktil gallat (E311) ve dodesil gallat (E312) gallik asidin propil gallat tiireviyle

benzerlik gosteren iiretim prosesine sahiptir [52].

Sekil 2.26: Propil, dodesil ve oktil gallatin kimyasal yapilar1 (R: CsH7, C12H2s, C1gHs7).

Gallatlarin kullanildig1 baslica {irlinler; kek karigimlari, yaglar ve sicak islenmis yemeklerin
tretiminde kullanilan siv1 yaglar, sekerlemeler, esansiyel yaglarin disinda ki aroma vericiler,
atistirmalik gevrekler, kizartma yaglar, siit tozlari, suyu ¢ikarilmis, et, ¢orba, patates ve balik,
islenmis kabuklu yemisler, dnceden pisirilmis gevrekler, yemek soslari, zenginlestirilmis

piring, esansiyel yaglar, ¢esniler, baharatlar ve lezzetlendiriciler.

Diger sentetik antioksidanlarin aksine bitkisel yaglar igin en etkili sentetik antioksidan tersiyer
butil hidrokinon (TBHQ)’dur. Yiiksek sicakliklara dayaniklidir. Avrupa’da kullanimi
yasaklanmistir [40].

2.5.1.5. Sentetik Antioksidanlarin Yol A¢tg1 Saglk Sorunlart
Ozellikle BHA ile yapilan ¢alismalar devam etmekle birlikte gidalarda BHT ve TBHQ
kullanimi yasaklanmistir. Bu boliimde temel olarak bu antioksidanlarin saglik iizerine

olumsuz etkileri incelenecektir.
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Genel olarak bu {i¢ sentetik antioksidan g¢esidinin viicutta yarattigi bazi saglik sorunlarini

aciklayacak olursak;

BHA ve BHT {izerinde yapilan bir ¢alismada vazomotor rinit, bas agrisi, cilt kizarmasi, astim,
g6z kapagt kizarikligi, gogiis kafesinin arkasindan sirta dogru yayilan siddetli agri, asiri

terleme vb. rahatsizliklara sebep olduklari tespit edilmistir [53].

1977 de yapilan bir ¢alismaya gore bazi insanlarda BHA nin yag metabolizmasinda yarattigi

bir komplikasyon sebebiyle alerjiye sebep oldugu goriilmiistiir [54].

BHA’nin Malzeme Giivenlik Bilgi Formuna bakildiginda ise su saglik sorunlarina sebep

olabilecegi yazmaktadir;

-Depigmentasyonla birlikte cilt tahrisine sebep olur. Uzun siireli veya tekrarlanan cilt temasi

dermatite yol acar.
- GOz tahrisi, kimyasal konjunktivite neden olabilir.
- Solunmasi halinde solunum yolu enfeksiyonuna neden olabilir.

- Yutulmast halinde mide bulantisi, kusma, ishal ile birlikte irritasyona neden olabilir.

Davranigslar1 ve merkezi sinir sistemini etkileyebilir.

- Uzun siireli veya tekrarli yutma, kan, metabolizma, solunum sistemi, karaciger, tiroit ve

adrenal bezleri etkileyebilir [55].

Yapilan ¢alismalarda BHA i¢in yiiksek dozlarda karsilagilan en biiyiik saglik sorunlarindan
bir tanesi fareler ve hamsterlarda 6n mide kanseri gozlemlenmistir [52]. Calismaya devam
edilen siiregte insanlarda bu organin olmamasiyla birlikte benzer hiicrelerin agizda, bogazda

ve bogaz ¢eperlerinde bulundugu tespit edilmistir [54].

Amerikan Saglik Bakanligi’nin acgiklamis oldugu bir raporda BHA’ nin deney hayvanlarinda
gostermis oldugu etkiler sebebiyle kanserojen sinifina dahil edilebilecegini vurgulamistir [57].
Bu sonuglara gére BHA’ nin kesin olarak kanserojen oldugunu sdylememiz miimkiin olmasa

da bu konuda saglam bulgularin oldugu bir¢ok ¢aligmada vurgulanmstir.
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BHT konusunda ise diger bilesenleri kanserojen hale getirdigine dair endiseler var. Ornegin;
BHT nin bir doniisiim {iriinii olan hiperoksit formunun hiicreden hiicreye gonderilen kimyasal

sinyalleri bozdugu goriilmiistiir [58].

TBHQ ile ilgili olarak yapilan bir ¢aligmada iirlinlerin icerisinde 5 gram kadar tiiketildiginde
Oliimlere sebep oldugu tespit edilmistir. Tek bir gramin tiiketilmesinde ise bulanti, kusma,
kulak ¢inlamasi, deliryum, nefes darlig1 hissi gézlemlenmistir. Buharlara maruz kalan sanayi
is¢ilerinde, acgik sistemik etkileri olmadan, g6z merceginin bulaniklasmasina neden olmustur

[56].

Gharavi ve dig. yaptig1 [59] ¢alisma da dahil olmak iizere yapilan birgok ¢alisma TBHQ’nun

kanserojen oldugunu gostermistir.

Tiim bu ¢aligmalar ve veriler 1s181nda sentetik antioksidan tiirlerin kullanim alanlarinin ¢ok
genis olmalariyla birlikte aslinda insan saglig i¢in o kadar da masum olmadiklar1 goriilmekte
ve belki de yakin gelecekte dogal, insan sagligi i¢in zararli olmayan kaynaklara yonelme

ithtiyaci olusacaktir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Kimyasallarin tartimi i¢cin AX200 SHIMATZU markali hassas terazi ve Radwag marka
was/220x analitik terzi kullanilmistir. Deney esnasinda Bandelin Sonorex ultrasonik su
banyosu, ZX3 Velp Scientifica marka vorteks, IKA RCT marka standart manyetik karistirici
ve Milipore Synergy marka ultra saf su cihazi kullanilmistir. Absorbans dl¢iimlerinde Agilent
(Cary Series) marka UV-VIS Spektrofotometre cihazindan yararlanilmistir. Oksidasyon
tirtinlerinin, bilesenlerin igeriklerinin belirlenmesinde ve test edilmesinde Agilent marka
7890A model GC ve 5975C-inert MSD model MS cihaz1 kullanilmistir. Bunlarin yaninda
yine Agilent marka 7693 model autosampler ve G4513 A model autoinjectorden yararlanilmig
olup vakum sistemi olarak Pfeiffer marka vakum pompasindan yararlanilmistir. Bilesenlerin
yaslandirilmasinda ve stabilite testlerinde Niive marka, TK120 modeli klimatik test kabini

kullanilmistir.
3.2. KIMYASAL MADDELER

Bu calisma esnasinda kullanilan kimyasal maddeler; portakal aromasi, portakal yagi (Orange
Oil Brazil), limonen standardi, alfa pinen standardi, sabinen standardi, mirsen standardi,
BHA, gallik asit, salisilik asit, askorbil palmitat, bakir (II) kloriir dihidrat (CuCl2.2H,0),
neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), amonyum asetat, etil alkol (%96), metil alkol,
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil).

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1.1. CUPRAC Reaktifinin Hazirlanisi

CUPRAC reaktifini hazirlarken 6ncelikle bakir (II) kloriir dihidratdan (CuCl2.2H20) 0.4262 g
tartim alimip etanol ile 250 mL’ye tamamlanarak 102 M lik Cu(ID)kloriir ¢dzeltisi hazirlanda.
Amonyum asetattan 19.27 g tartilarak etanol ile 250 mL’ye tamamlanip 1 M’lik amonyum
asetat tamponu (NHsAc) hazirlandi. Son olarak neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)’den
0.039 g tartilarak etil alkolle 25 mL’ye tamamlanarak 7,5x10° M lik neokuproin ¢dzeltisi

hazirlandi.
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3.2.1.2. DPPH Reaktifinin Hazirlanisi

1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazilin 103lik ¢ozeltisi, 0.0197 ¢ tartilarak 50 mL’ye etil alkolle
tamamlanip olusturulur. Ardindan bu ¢dzelti 1°e 10 oranla etil alkolle tamamlanarak 10* M’a
getirilir.

3.2.1.3. Portakal Aromasinin Hazirlanisi

Calismada kullanilan portakal aromasi birden fazla terpenoit tiirevi bilesenin ve aldehitler gibi
degisen ¢esit ve miktarlarda bilesenin bir araya getirilmesiyle elde edilmistir. Portakal
aromasina ait bir icerigi Tablo 3.1’de goriilmektedir. Formiilasyon yaklagik 20 farkl
bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenlerden en ¢ok bulunanlar ve bazilar1 su sekilde

siralanmaktadir;

Tablo 3.1 : Portakal aromasinin igerigi.

Bilesen Adi % Bilesim
Orange Oil Brazil %75,00- %85,00
Aldehit C-10 %3,00- %7,00
Mentol Kristal %1,00- %5,00
Aldehit C-9 %3,00- %5,00
Aldehit Asetik %2,00- %4,00
Diger Bilesenler %5,00- %10,00

Goriildigi tizere aromanin biiyiik bir kismi portakal yagindan olugsmaktadir. Esasen turunggil
ve tlirevi aromalarin daha kolay okside olmalarinin sebebi de tam olarak bu yaglar1 veya bu

yaglarin ig¢erigindeki terpenoit tiirevi bilesenleri fazlaca icermelerinden ileri gelir [37].

Yukarida belirtilen portakal aromalar1 kodeksteki siir kullanim degeri baz alinarak %10’luk
ve %4’liik antioksidan ¢ozeltileriyle katkilandirilmistir. Kullanilan antioksidanlar BHA, gallik

asit, salisilik asit ve askorbil palmitattir.
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3.2.1.4. Kiitlece %4°liik ve %10’luk Antioksidan Katkili Aroma Cézeltilerinin Hazirlanist ve
Aromaya Uygulanist

Daha O6nceden hazirlanan portakal aromasinin iizerine etil alkol ile hacimce %10’luk ve
%4’liik hazirlanan BHA, GA, SA ve AP ¢ozeltileri ilave edilmistir. Bu ilaveler yapilirken 1.9
g aroma lizerine 0.02 g antioksidan katkili ¢ozeltinin ilave edilmesi seklinde
gergeklestirilmistir. Bu miktarlar Tiirk Gida Kodeksi’nde belirlenen simirlara gore ilave
edilmistir. Askorbil Palmitat’in %10’luk ¢ozeltisi portakal aromasi igerisinde ¢oziiniirliigli az
oldugundan degerlendirmeye alinmamustir. %4’ liikk konsantrasyon ise askorbil palmitatin
¢Oziinebildigi maksimum konsantrasyona gore belirlenmistir. Manyetik karistiricida

karistirilmasinin ardindan ¢ozeltiler klimatik test kabinine yerlestirildi.

3.3.UYGULANAN YONTEMLER

3.3.1. CUPRAC Yontemi [60]

Bu yontemde ilk olarak dnceden hazirlanan bakir (II) kloriir ¢6zeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve
amonyum asetat tamponu bir cam tiip igerisine birer mL eklenir. Daha sonra bu reaktif
tizerine onceden 0.1 mL alinarak 1:50 oraninde seyreltilip etil alkolle 5 mL’ye tamamlanan
ornek cozeltisinden X=0.2mL - 0.4 mL araliginda degisen miktarlarda alinip 4.1 mL’ye etil
alkol ile tamamlanmistir. Gallik asit 6rneklerinde ise alinan 6rnek miktar1 X=0.2 mL olarak
uygulanmistir. Bu calismada calisilan 6rnegin ¢oziiniirliigli g6z 6niinde bulundurularak su
yerine etil alkol kullanilmistir. Son olarak bu sekilde 4.1 mL hacim olusacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlanmis olur. Bunun ardindan hazirlanan tiipler oda sartlarinda agzi kapatilarak 30 dk
boyunca bekletilirler. Bu siirenin sonunda ig¢inde 6rnek bulunmayan ve toplami 4.1 mL
hacimde olan CUPRAC reaktifi ve etil alkolden olusan referans ¢ozeltiye karst 450 nm’de

absorbans degerleri Olciiliir.
1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc + 1 mL NHsAc + x mL 6rnek + (1,1-x) EtOH

Vtoplam: 4.1 mL
Bunun yaninda aroma igerisindeki portakal yaginin igeriginde en fazla bulunan bilesenlerin
absorbanslar1 da yine 3 mL’lik CUPRAC reaktifinin {izerine 0.4 mL aroma standart maddesi
eklenip toplam hacim 4.1 mL’ye etil alkolle tamamlanip referans ¢ozeltiye karst 450 nm de

okundu.
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3.3.2. DPPH Yontemi [61]

Esas olarak bu yontem; kararli bir serbest radikal tiirti olan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
bilesiginin antioksidanlar tarafindan siipiiriilme etkilerini 6l¢gmeye ve bu dl¢timleri farkl: tiirler
arasinda karsilagtirmaya dayanir. Bu radikalin indirgenmesi sonucu hidrazin olusur. Kirmizi
renkli DPPH radikali 517 nm’de maksimum absorbsiyon verir. DPPH radikali ¢6zeltilerinin
antioksidanlar varliginda absorbansi diiser ve rengi sartya doner. Inkiibasyon sonunda da
antioksidanin kuvvetine bagli olarak tamamen renksiz hale gelir. Bu yontem antioksidanlara
ait radikal siipiirme aktivitelerini incelemeye olanak saglayan basit ve etkili bir yontem olarak
literatiirdeki yerini almistir. Yontemde oncelikle 0.1 ml alinan 6rnekler 4.9 ml etil alkol
eklenerek 5 ml’ye tamamlanmustir. Daha sonra bir tiipe 2 ml 104 M DPPH + 1 ml 6rnek + 1
ml etil alkol olacak sekilde 4 mL’lik ¢ozeltiler hazirlanir. Gallik asit katkili 6rnekler i¢in bu
¢ozelti 2 mL DPPH + 0.5 mL 6rnek ve 1.5 mL etil alkol olacak sekilde hazirlandi. Yaklagik
yarim saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan Orneklerin 515 nm’de metil alkole karsi

absorbans degisimleri gozlemlendi.
2 mL DPPH + x mL 6rnek + (1-x) mL EtOH
Vtoplam:4 mL

Bunun yaninda aroma igerisindeki portakal yaginin igeriginde bulunan terpen bilesenlerinin
cozeltileri hazirlanirken yine 2 mL’lik DPPH reaktifinin iizerine 1 mL aroma standart
maddesi ve 1 mL etil alkol eklenerek toplam hacim 4 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra 515
nm de metil alkole kars1 (2 mL DPPH reaktifi + 2 mL metil alkol) absorbans okumalari

yapildu.

3.3.3. GC-MS Cihaz ile Oksidasyon Uriinlerinin Belirlenmesi

GC-MS cihazi bu g¢aligmada antioksidan katkilt 6rneklerin zaman igerisindeki degisimini
ortaya koymak, aromalar igerisinde oksidasyona sebep olan bilesenleri belirlemek ve ortaya
cikan sonuglart duyusal sonuglarla karsilastirabilmek maksadiyla kullanilmigtir. Bu ¢aligma
esnasinda kullanilan portakal aromasi, portakal yagi ve standart maddelerin igerigindeki

bilesenleri ve degisimleri tespit etmek igin su metotlar kullanilmistir:
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Tablo 3.2 : Portakal yaginin ve standart maddelerin igerigindeki bilesenlerin belirlenmesinde
kullanilan GC-MS metodu.

Sicakhiktaki artis miktari (°C/dk) | Kolon sicakhig °C Bekleme siiresi (dk)

40 0
5 70 3
5 100 3
5 140 3
5 180 10
5 220 5
5 240 5

Uygulanan metotda enjeksiyon hacmi 0.2 pl olarak belirlenmistir. Tasiyict gaz olarak He gazi
kullanilmis olup gaz akis hizi 1 mL/dk, ortalama hizit 26 cm/saniye olarak ayarlanmuistir.
Kolon olarak HP-INNOWax kolonu kullanilmistir. Kolon &lgiileri 60m x 250 pum x 0.25 um
‘dir. Split modunda split orani olarak 50:1 kullanilmistir. 40°C de baslayan metot sicakligi bu
sicaklikta hi¢ bekletmeksizin 70°C ‘ye 5’er °C/dk’lik araliklarla yiikseltilmistir. Bu sicaklikta
3 dk bekletildikten sonra 100°C’ye 5’er °C/dk’lik araliklarla ytikseltilerek bu sicaklikta 3 dk
bekletilmistir. Daha sonra 140°C’ye 5’er °C/dk’hik araliklar seklinde yiikseltilerek bu
sicaklikta 3 dk bekletilmistir. Ardindan 180°C’ye 5’er °C/ dk’lik araliklarla yiikseltilerek bu
sicaklikta 10 dk bekletilmistir. Bu asamadan sonra 220°C’ye 5’er °C/dk’lik araliklar seklinde
yiikseltilerek bu sicaklikta 5 dk bekletilmistir. Son olarak 240°C’ye 5’er °C/ dk’lik araliklarla
yiikseltilerek bu sicaklikta da 5 dk bekletilerek metot sonlandirilmastir.

Tablo 3.3 : Portakal aromasinin igerigindeki bilesenlerin belirlenmesinde kullanilan GC-MS metodu.

Sicakliktaki artis miktari (°C/dk) | Kolon sicakhigr °C Bekleme siiresi (dk)
40 0
3 190 4

2 220 12
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Uygulanan metotda enjeksiyon hacmi 0.2 ul olarak belirlenmistir. Tasiyic1 gaz olarak He gazi
kullanilmis olup gaz akis hizi 1 mL/dk, ortalama hizi 26 cm/saniye olarak ayarlanmustir.
Kolon olarak HP-INNOWax kolonu kullanilmistir. Kolon 6lgiileri 60 m x 250 um x 0.25 pm
‘dir. Split modunda split oran1 olarak 50:1 kullanilmistir.40°C de baslayan metot sicakligi bu
sicaklikta hi¢ bekletmeksizin 190°C ‘ye 3’er °C/ dk’hik araliklarla yiikseltilmistir. Bu
sicaklikta 4 dk bekletildikten sonra 220°C’ye 2’er °C/ dk’lik araliklarla yiikseltilerek bu
sicaklikta 12 dk bekletilerek metot sonlandirilmistir.

3.3.4. Klimatik Test Kabininde Yaslandirma Teknigi ile Aromalarmm Son Kullanma

Tarihlerinin Belirlenmesi

Klimatik test kabini antioksidan katkili aroma bilesenlerinin son kullanma tarihlerine
etkilerinin arastirtlmasi i¢in 6nemli bir rol oynamistir. UV 151k altinda, nemsiz ortamda, 45
°C’lik ortam sicakligina sahip bir metod uygulanarak bozundurulan &rneklerin zaman

icerisindeki degisimleri incelenmistir.

Oncelikle portakal aromasinin icerisine eklenmek iizere BHA, GA, SA ve AP antioksidan
katkilarinin %4 ve %10’luk ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra 1.9 g 6rnege 0.02 g antioksidan
katkis1 ilavesi olacak sekilde eklemeler yapildi. %4 ve %10°luk BHA, %4 ve %10’luk GA,
%4 ve %10’luk SA, %4’liikk AP ve bir tanesi de katkisiz 6rnek olmak {izere toplamda sekiz
adet ornek olusmustur. Bu ornekler igerisinde yaklasik 45°C sicaklik, nemsiz ortam ve UV
1s1k olan bir metoda sahip klimatik test kabin cihazina yerlestirildi. Bu test kabininde gegen
her 5 giin iirlin dmriindeki 3 aya tekabiil etmektedir. Her hafta bu 6rnekler ¢ikartilarak basta
GC-MS, CUPRAC ve DPPH analizleri, 5 farkli panelist tarafindan tadim aplikasyonlar1 ve
olfaktif (koku) analizleri yapildi. Tadim aplikasyonlar1 yapilirken 0.20 g Gum Arabik aliarak
tizerine 0.02 g katkili aroma veya katkisiz aroma ilavesi yapildi. Ardindan aroma, gum

igerisinde iyice karigtirildiktan sonra su ile 100 g’a tamamland.
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4.1. Portakal Yagimn Terpen Iceriklerinin GC-MS ile % Pik Alanlarinin Belirlenmesi

Mevcut calismada kullanilan portakal aromasit karigiminin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturan

ve bu aromanin oksidasyonunda en 6nemli etkiye sahip olan portakal yaginin GC-MS analizi

yapilmistir. Uygulanan yonteme gore (Tablo 3.2) yapilan GC-MS analizi sonucunda portakal

yagina ait kromatogram ve bilesenlerin deneysel yiizde pik alanlarini Sekil 4.1 ve Tablo

4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1 : Portakal Yagi’nin GC-MS analizi.

Bilesen Ad1 % Bilesim (GC-MS Pik Alam) Pik Numarasi
Limonen %89.00 1
Sabinen %1.96 2

Alfa Pinen %1.24 3
Mirsen %3.84 4
Linalol %1.12 5

Diger Bilesenler %3.00 -
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Sekil 4.1 : Portakal Yagi’na ait GC-MS kromatogrami.

Burada goriildiigii tizere portakal aromasinin i¢inde bulunan portakal yag: tiiriiniin (Orange
Oil Brazil) iceriginde terpenoit tiirevi bilesenler (Limonen, Alfa Pinen, Mirsen, Sabinen) en
fazla yiizdeye sahip bilesenlerdir. Bundan onceki boliimlerde de agiklandigi iizere bu
bilesenlerin oksidasyon firiinleri GC-MS analizleri sonucunda incelenmis ve elde edilen
bulgularin ardindan antioksidan ilavesi ile portakal yagiin da igeriginde olan portakal
aromasinin vermis oldugu deneysel sonuglar irdelenmistir. Kullanilan GC-MS metodu ile
(Tablo 3.3) portakal aromasinin igeriginde bulunan portakal yaginin bilesiminin belirlenmesi

ve oksidasyon {iirlinlerinin tespit edilmesi saglanmigtir.

4.2. Portakal Yag Icerisindeki Terpenoid Tiirevi Bilesiklerin Oksidasyon Uriinlerinin

Belirlenmesi

Portakal yaginda yukarida da belirtilen en fazla gectigi tespit edilen basta Limonen olmak
lizere Sabinen, Mirsen ve Alfa Pinen bilesikleri klimatik yaslandirma test kabinine konularak
yagslandirma teknigiyle yapilar1 oksidasyona wugratilip, olusan oksidasyon iiriinleri
incelenmistir. Ortaya ¢ikan kromatogramlar incelendiginde pik alanlarmin, oksidasyon

tirtinlerinin artigina bagl olarak degistigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2 : Limonen bilesiginin oksidasyon dncesi kromatogram.

i) trans karveol

dekitro karven
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Sekil 4.3: Limonen bilesiginin oksidasyon sonrasi kromatogramiu.

Limonen’in zamanla kromatogramindaki degisimler incelendiginde Limonen’e ait olan
piklerin haricinde zamanla ti¢ farkli pikin olustugu ve pik boylarnin arttig1 gozlemlenmistir.
Bu pikler ise limonen oksit, dekstro karvon ve trans karveol olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar

[25]. Bunlar Limonen bilesiginin oksidasyon tiriinlerindendir.
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Sekil 4.4 : Alfa Pinen bilesiginin oksidasyon dncesi kromatograma.
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Sekil 4.5: Alfa Pinen bilesiginin oksidasyon sonrasi kromatogrami.

Alfa Pinen’in zamanla kromatogramindaki degisimler incelendiginde ise bilesigin
bozunmamis halindeki alfa pinen pikinin aksine bozunmaya bagladiktan sonra pinen oksit piki

ve pinokarveol isimli piklerle net sekilde goriilen iki farkli oksidasyon tiriinii belirlendi [19].
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Sekil 4.6: Sabinen bilesiginin oksidasyon 6ncesi kromatogramu.
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Sekil 4.7: Sabinen bilesiginin oksidasyon sonrasi kromatograma.

Sabinen bilesigindeki degisimler incelendiginde sabinen pikine ait kromatogramdan daha

sonra pinokarveol, sabinol ve sabinil asetat bilesiklerinin olustugu gézlemlenmistir [28].
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Sekil 4.8: Mirsen bilesiginin oksidasyon dncesi kromatogrami.
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Sekil 4.9 : Mirsen bilesiginin oksidasyon sonrasi kromatograma.

Kromatogram incelendiginde aseton [23] ve 2,6,11,15-tetrametil hekzadeka-2,6,8,10,14-

pentaen bilesigi olarak iki farkli oksidasyon iiriiniine ait pik tespit edildi.
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4.3. Portakal Yagmmn iceriginde Bulunan Terpenlerin GC-MS Analizi ile %Pik

Alanlarindaki Degisimin incelenmesi

Portakal yaginin igerisindeki 4 bilesenin klimatik test kabini vasitasi ile yapilarinda meydana
getirilen yaslandirma GC-MS cihaziyla incelenerek, % pik alanlarmin 3 farkli zamanda alinan

numunelerde ki degisimleri grafik haline getirilmistir.

4,5

4

3,5

3

2,5
% 2
Pik
Alam 15 -

m Alfa Pinen

= Mirsen
= Sabinen

1 -

0,5 -

0 -
1 HAFTA 2 3
(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.10: 3 farkl1 bilegenin zaman igerisinde portakal yagindaki % pik alan1 degisim grafikleri.

90

89 -

88 -

87 -
%
Pik
Alanm1 85 -

86 -

® Limonen
84 -

83 -
82 -

81 -
1 2 3

HAFTA
(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.11 : Limonen bilesiginin zaman igerisinde portakal yagindaki % pik alan1 degisim grafikleri.
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Sekillerde de goriilecegi lizere portakal yagmin igeriginde ki 4 bilesen test kabininde

bekletilerek yaslandirildiginda elde edilen GC-MS analizlerinin sonucunda pik alanlarinin

azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

4.4, Portakal Yagimn Icerisindeki Terpenlerin Kalibrasyon Grafiklerinin Olusturulmasi

Portakal yaginda en fazla bulunan terpenler; limonen, alfa pinen, sabinen ve mirsene ait farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin GC-MS yontemiyle elde edilen sonuglarma gore

kalibrasyon grafikleri ¢izildi.
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Sekil 4.12 : GC-MS yontemi ile elde edilen sabinen bilesigine ait kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 4.13: GC-MS yontemi ile elde edilen limonen bilesigine ait kalibrasyon dogrusu.
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Alfa Pinen
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Sekil 4.14 : GC-MS yontemi ile elde edilen alfa pinen bilesigine ait kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 4.15: GC-MS yontemi ile elde edilen mirsen bilesigine ait kalibrasyon dogrusu.

Olusturulan kalibrasyon grafiklerinin ardindan farkli zamanlarda alinan 6rneklerin GC-MS
pik alani yiizdeleri de g6z Oniinde bulundurularak molar konsantrasyonlarinda ki degisim

incelendiginde ise molaritelerin degisen oranlarda azaldig1 goriilmiistiir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 : Terpenlerin molaritelerinin ve %pik alanlarinin zaman igerisindeki degisimi.

Baslangi¢ Molaritesi Bozunmaya Bagladiktan GC-MS % Alan
9 ay sonraki molaritesi Degisimleri
Limonen 0.2M 0.15M %52 - %47
Alfa Pinen 0.2M 0.17 M %53 - %48
Sabinen 0.2M 0.11 M %56 - %52
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Tablo 4.2 (devam) : Terpenlerin molaritelerinin ve %pik alanlarinin zaman icerisindeki degigimi.

Mirsen 0.2M 0.14 M %57 - %49

4.5. Portakal Yagmn Icerisinde En Fazla Bulunan Terpen Bilesiklerinin CUPRAC

Yontemiyle Oksidasyona Bagh Olarak Antioksidan Kapasitelerinin incelenmesi

Bu c¢alismada incelenen terpen bilesikleri limonen, alfa pinen, sabinen ve mirsen olup bu
bilesiklerin CUPRAC yontemine gdére zamanla absorbans degisimi Sekil 4.16, Sekil 4.17
Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da goriilmektedir.
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(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.16: Limonen bilesiginin CUPRAC ydntemine gore zamanla absorbans degigimi.



43

O T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
HAFTA
(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.17: Alfa Pinen bilesiginin CUPRAC yontemine gére zamanla absorbans degisimi.
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Sekil 4.18: Sabinen bilesiginin CUPRAC ydntemine gore zamanla absorbans degigimi.
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Sekil 4.19: Mirsen bilesiginin CUPRAC yontemine gore zamanla absorbans degisimi.

4.6.Portakal Yagmm Iicerisinde En Cok Bulunan Terpen Bilesiklerinin DPPH

Yontemiyle Oksidasyona Bagh olarak Antioksidan Siipiirme Aktivitelerinin Incelenmesi

Bu ¢alismada incelenen terpenler limonen, alfa pinen, sabinen ve mirsendir. Bu bilesiklere ait

DPPH absorbans grafikleri su sekildedir.
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Sekil 4.20 : Limonen bilesigi i¢in DPPH yontemi ile elde edilen absorbans-zaman grafigi.
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Sekil 4.21:

Alfa pinen bilesigi icin DPPH yontemi ile elde edilen absorbans-zaman grafigi.
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Sekil 4.22 : Sabinen bilesigi i¢in DPPH yontemi ile elde edilen absorbans-zaman grafigi.
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Sekil 4.23: Mirsen bilesigi i¢in DPPH yontemi ile elde edilen absorbans-zaman grafigi.

Tiim bu sonuglardan yola ¢ikarak elde edilen veriler bize portakal yaginin igerisindeki
bozunmanin antioksidan kapasite yontemleri kullanilarak izlenebilecegini gostermektedir.
Ozellikle oksidasyon iiriinlerinin artmasina bagli olarak absorbanslarda meydana gelen diisme
bu durumun en temel kanitidir. Dolayisiyla bu asamada aromanin %80’ini olusturan yagdan
ve yagin yapisindaki standartlardan yola ¢ikarak portakal aromasinin yapisindaki bozunmay1
ve katkilarin ilavesi ile meydana gelen degisimleri CUPRAC, DPPH, GC-MS gibi kimyasal

analizler ve aroma sektoriinde yapilan diger duyusal testler yapilarak izlendi.

4.7. Katkisiz Portakal Aromasinin GC-MS Analizi ve Kromatogramdaki Bilesiklerin

Tanimlanmasi

Daha 6nceden belirtilen metodun uygulanmasiyla (Tablo 3.3) portakal aromasinin igerisindeki

bilesenler % pik alanlarina gore siralandirilmislardir.
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Sekil 4.24: Portakal aromasinin GC-MS kromatograma.

Bu kromatogramdan da anlasilacagi gibi aromanin igeriginde portakal yaginin igerigindeki
bilesenlerde dahil olmak {izere ¢ok sayida bilesen vardir. Bu safhada, portakal aromasinin

igerisinde en ¢ok gecen 17 adet bileseni numaralandiracak olursak;

Tablo 4.3 : Portakal aromasinin kromatogramda goriinen igerigi.

Numara Bilesen Adi %Pik Alam Numara Bilesen Ad1 %Pik Alam
1 Alfa Pinen 1.60 10 Aldehit C-10 10.20
2 Etil Butirat 1.70 11 Linalol 3.02
3 Asetaldehit 1.92 12 Mentol Kristal 6.63
4 Sabinen 1.18 13 Sitral(1) 0.63
5 Mirsen 3.36 14 Sitral(2) 0.97
6 Limonen 45.16 15 Beta Tyonen 1.08
7 Oktanal 0.91 16 Nonanoik Asit 2.86
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Tablo 4.3 (devam): Portakal aromasinin kromatogramda goriinen igerigi.

Numara Bilesen Ad1 %Pik Alam Numara Bilesen Adi %Pik Alam
8 Alil Kaproat 0.96 17 Kaprik Asit 0.65
9 Aldehit C-9 6.40

4.8. Portakal Aromasinin Haftalara Gore GC-MS Kromatogramindaki Degisimler ve

Oksidasyon Uriinleri

Klimatik test kabininde bekletilen aroma numunelerinden haftalik olarak 6rnekler alinmis ve
GC-MS analizleri yapilmistir. Elde edilen bulgularin degerlendirilmesi kromatogramlarinin

cakistirilarak goriilen pik farkliliklar1 dikkate alinarak yapilmastir.

Bolluk

U RINE
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Sekil 4.25 : Portakal aromasinin 1. hafta sonunda ki GC-MS kromatograma.

l.hafta alinan portakal aromasi Orneklerinin analizi yapilip olusan GC-MS kromatogrami
incelendiginde kesin olarak oksidasyona sebep oldugu belirlenen bir farklilik goriilmemekle
birlikte yinede portakal yaginin iceriginde ki terpenoitlere ait piklerin hem boylarinda kisalma

oldugu hemde pik alanlarinda azalma oldugu goriilmiis olup 6zellikle 50. dakikadan sonra
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baselineda ufak bir yiikselmenin basladigi gbéze carpmaktadir. 1.haftada klimatik test
kabininden ¢ikartilarak antioksidan kapasite/aktivite tayin yontemleri [60, 61] kullanilip
kimyasal analizleri yapildiginda, 6rneklerde bir miktar absorbans diislisii gozlemlenmekle
birlikte (Sekil 4.33), bazi 6rneklerde Sekil 4.25°de goriinen kromatogramda oldugu gibi
oksidasyon baslangici olarak nitelendirebilecegimiz baseline yiikselmesi ve bunun yaninda

duyusal analiz farkliliklar tespit edilmistir.

Bolluk
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Sekil 4.26 : Portakal aromasinin 2. hafta sonunda ki GC-MS kromatogrami.

2.hafta alinan kromatogramda ki pikler incelendiginde o6zellikle 50. dakikadan sonra
gerceklesen baseline yiikselmesinin daha belirgin bir sekilde ortaya ¢iktigi ve bu bolgedeki
baz1 piklerin ise daha belirgin hale gelecek Ol¢lide boylarinin uzadigi ve alanlarinin
genisledigi goriilmektedir. Ozellikle 65. dakikada goriilen 18 numarali 4-asetil-1-
metilsiklohekzen [19], 75. dakikada ortaya ¢ikan 19 numarali 5-izopropil-bisiklo [3.1.0]
hekzan-2-one [27] bilesiklerini sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.27: Portakal aromasinin 3.hafta sonunda ki GC-MS kromatograma.

3.haftada alinan 6rnek 6zellikle aromanin oksidasyon iiriinlerinin daha belirgin bir sekilde
gozle goriilmesi acisindan adeta bir kirilma noktasi olmustur. Diger haftalarda 50. dakikadan
itibaren goriilen baseline yiikselmesi burada daha belirgin bir sekilde artarak devam etmistir.
Temel olarak goriilen bazi oksidasyon iirlinlerine 6rnek verecek olursak 18. dakika civarinda
ortaya ¢ikan ve portakal aromasinin igerisinde de gozlemlenen alfa pinen pikinin alaninda
azalma ve bu pikte parcalanma goriilmiistiir. Bununla birlikte 6zellikle 30 ile 35.dakikalardan
itibaren pik boylarinda artis goriildiigi gozlemlenmistir. Bunlar incelendiginde 21 numarali
ve 22 numaral1 pinen oksit isimli bir bilesige ait biiyilik bir pik gézlemlenmistir. Bu bilesik
alfa pinenin temel oksidayon iriinlerindendir [19]. Bir baska 6rnekse portakal aromasinin
igeriginde ki portakal yagmin yiizde olarak en fazla gegen bilesigi olan limonenin
20.dakikadan hemen 6nce dedekte edilen pik alaninda ki azalma incelendiginde buna karsilik
22 numarali Limonen Oksit isimli bir bilesige ait pik alaninda artis oldugu goriilmistiir [25].

Bu bilesik limonenin oksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan en temel iiriinlerdendir.
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Sekil 4.28: Portakal aromasinin 4.hafta sonunda ki GC-MS kromatogrami.

Oksidasyonun hem duyusal testlerde hem de kimyasal analiz sonuglarinda ciddi oranlarda
goriildiigii 4.haftada ise kromatogramdaki baseline yiikselmesine bagh giiriiltiiniin 40.
dakikalara kadar geldigini gormekteyiz. Yine diger haftalardan bagimsiz olmamak iizere bu
hafta goriilen oksidasyonlara 6rnek verecek olursak 6zellikle 53.dakikalardan sonra 54, 55, 63
ve 71.dakikalardaki pik alanlarinda artiglar gozlemlenmistir. Pik alanlarinda artis olanlara
bakildiginda 23 ve 24 numarali dekstro karvon [25] ve trans karveol [25], 25 numarali pikin
oldugu 3,7-dimetil-1,5-oktadien-3,7-diol [62] ve 26 numarali pikin oldugu 6-metil-5-hepten-
2-one [22] bilesikleri karsimiza ¢ikan onlarca oksidasyon iriinii bilesikten sadece dort
tanesidir. Bunun yaninda incelenen standartlarin disinda aromanin igerisinde bulunan
24.dakikada kolonda alikonulan aldehit C-8 (oktanal), 29. dakikada karsilastigimiz aldehit C-
9 (nonanal) ve 33. dakikada karsilastigimiz aldehit C-10 (dekanal) pik alanlarinda ciddi
oranda azalma goriilen bilesiklerden sadece bazilaridir. Bunlarin yaninda oktanoik asit,
dekanoik asit, nonanoik asit gibi bilesiklerin olustugu gézlemlenmistir. Ancak bunlar daha
onceden de bahsedildigi gibi literatiirde belirtilen terpenlerin oksidasyon {iriinlerinden

olmadiklarindan dikkate alinmamaislardir.
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.Alnkonma zamani (Dakika)

Sekil 4.29 : Portakal aromasinin 5.hafta sonunda ki GC-MS kromatogrami.

S.haftaya gelindiginde artik tamamen bozunmus, secimliligin ¢ok az, giiriiltiiniin ¢cok fazla
oldugu bir kromatogram elde edilmistir. Bu hafta 6rneklerin hepsi tamamen okside olmus ve
test kabininde ki deneme sonlandirilmistir. Ortaya cikan sayisiz oksidasyon iiriinii ve
bilesikten Ozellikle bizim literatiirde karsilastigimiz ve bu kromatogramlarin raporlarinda
gozlemledigimiz {riinlerden bazilar1 ise sunlardir: limonen bilesiginin oksidasyon
tirtinlerinden izopropenil-6-okso-heptanal [19], 3-asetil-6-0kso-heptanoik asit [24] ve 4-asetil-
1-metil siklohekzen [19], mirsen bilesigi i¢in aseton [23], sabinen bilesigi i¢in 5-izopropil-
bisiklo-hekzan-2-one [27] tespit edilmistir. Belirlenen bu oksidasyon {iriinlerinin disinda
gozlemleyebildigimiz diger oksidasyon iiriinleri; dipenten oksit, limonen epoksit, 1-metil-2-
metilen-4-izopropenil, 1-trans-izopropenil-4-metil-2-metilen, oksepin (2,7-dimetil), oktanoik
asit metil ester, fosfonokloridus asit, para menta-1,8-dien-4-hidroperoksitdir.

Kromatogramdaki giiriiltli ¢ok fazla oldugu icin bu iirlinler sekil {izerinde gosterilememistir.

4.9. Portakal Aromasinin CUPRAC Yontemi ile Antioksidan Kapasitesinin Incelenmesi

CUPRAC antioksidan kapasite tayin yonteminde klimatik test kabinine konulan portakal
aromalarinin %4 ve %10’luk BHA, GA, SA ve AP katkili hallerinin haftalara gore

absorbanslarinda ki degisimlerle antioksidan kapasiteleri yorumlanmustir.
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Bu 6l¢iimler sonucunda elde edilen grafikler su sekildedir:

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
A 04 ——%4 GA

0,3 =—%10 GA

0,2

0,1 -

O T T T T T 1

HAFTA
(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.30 : GA katkil1 portakal aromasinin %4 ve %10’luk konsantrasyonlarinin haftalara gére
degisen absorbanslari.

A
=44 BHA
=-%10 BHA
0,1 A
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

HAFTA
(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.31: BHA katkili portakal aromasinin %4 ve %10’luk konsantrasyonlarinin haftalara gore
degisen absorbanslari.
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=4=—"0%4 SA
=—%10 SA

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
HAFTA

(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.32: SA katkili portakal aromasinin %4 ve %10’luk konsantrasyonlarinin haftalara goére degisen
absorbanslari.

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

HAFTA
(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.33 : AP katkili portakal aromasinin %4 liikk konsantrasyonlarinin haftalara gore degisen
absorbanslari.
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4.10. Portakal Aromasinin DPPH Yontemi ile Antioksidan Siipiirme Kapasitesinin

Incelenmesi

Bu yontemde klimatik test kabininde bulunan %4 ve %10’luk koruyucu igeren portakal
aromas1 Orneklerinden alinan numunelerin antioksidan siipiirme aktiviteleri DPPH yontemi
kullanilarak incelenmistir. Bu sonuglar esliginde asagidaki Absorbans/Hafta grafikleri

olusturuldu.

0,7

0,6

0,5

0,4

=—%4 BHA
=—%10 BHA

0,3

0,2

0,1

3
HAFTA
(Klimatik test kabininde 1 hafta=122giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.34: %4 ve %10’luk BHA katkili portakal aromalarinin haftalara gére degisen absorbans
degerleri.
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=="%4 GA
=—%10 GA

HAFTA
(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.35: %4 ve %10’luk GA katkili portakal aromalarinin haftalara gére degisen absorbans
degerleri.
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Sekil 4.36: %4 ve %10’luk SA katkili portakal aromalarinin haftalara gore degisen absorbans
degerleri.
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(Klimatik test kabininde 1 hafta=122 giin olarak degerlendirilir.)

Sekil 4.37: %4’liikk AP katkili portakal aromasinin haftalara gore degisen absorbans degerleri.

4.11.Klimatik Test Kabini Kullanilarak Portakal Aromasinin Yaslandirilmasi1 ve Bunun

Sonucunda Gergeklestirilen Duyusal Aplikasyon Testleri

Klimatik test kabininde bekletilen katkili ve katkisiz aromalar belirli zaman araliklariyla
cikartilarak son {irlin haline getirildiler. Aromanm bulundugu sivi karisimlar tat, koku ve
rengin incelenmesi i¢in panelistlere sunuldu. Elde edilen veriler toparlanarak haftalara gore
asagidaki tablolar olusturuldu. Bu tablolarda K: Koku, T: Tat, R: Rengi temsil etmektedir.
Her tabloda ornekler kendi kategorilerinde 1’den 4’e kadar panelistlerce bu kriterlere gore
siiflandirilmiglardir. 1 panelistlerce en ¢ok uygun bulunan 6rnegi 4 ise en az uygun bulunani
ifade etmektedir.Tablodaki degerlendirmeler yapilirken % olarak ayni olan koruyucular
arasindaki sonuglar dikkate alinmalidir. Her bir sekmede 5 farkli panelist tarafindan

degerlendirilen 6rneklerin sonuglarinin ortalamalari bulunmaktadir.

Tablo 4.4: Test kabininin diginda gegen 12. Ay’a esdeger siirede klimatik test kabininden alinan
orneklerin aplikasyon sonuglari ve degerlendirmeleri.

12.AY %4 BHA %4 SA %4 GA %4 AP %10 BHA %10 SA %10 GA
Koku
Skorlarinin K:1 K:3 K:2 K:4 K:2 K:3 K:1

Ortalamasi
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Tablo 4.4 (devam): Test kabininin disinda gecen 12. Ay’a esdeger siirede klimatik test kabininden
alman d6rneklerin aplikasyon sonuclar1 ve degerlendirmeleri.

Tat Skorlarmin
Ortalamasi T:1 T:2 T:3 T:4 T:1 T:3 T:2

Renk
Degerlendirmelerinin | R:AYNI | R:ACIK | RiKOYU | R:ACIK | R:AYNI R:AYNI | R:KOYU

Ortalamasi

Katkisiz portakal aromast Ornegiyle ilgili genel degerlendirme renginin oldukga acildigi,
tadinin yavas yavas portakal kabugu seklinde gelmeye basladigi ve kokusunun da okside

olmaya basladig1 yoniinde olmustur.

Katkil1 6rneklerle ilgili genel degerlendirme ise; panelistlerin bu siirede yapmis oldugu genel
yorumlara gore %4 liik koruyucu konsantrasyonlu orneklerin %10’luklara gore daha zayif
koktugu ve tat olarak bozulma olmasa da zayiflama oldugu yoniindedir. Gallik asit i¢in
Ozellikle ekstra keskin bir tat geldigi sOylenmektedir. Genel anlamda BHA’li 6rnegin

bozulmayan 6rnege en yakin oldugu sdylenmistir.

Tablo 4.5: Test kabininin disinda gegen 16. Ay’a esdeger siirede klimatik test kabininden alinan
orneklerin aplikasyon sonuglari ve degerlendirmeleri.

16.AY %4 BHA | %4 SA %4 GA %4 AP | %10 BHA | %10SA | %10 GA

Koku Skorlarmin

K:1 K:4 K:2 K:3 K:1 K:3 K:2
Ortalamasi
Tat Skorlarinin
T:1 T:4 T:2 T:3 T:1 T:3 T:2
Ortalamasi
Renk

Degerlendirmelerinin | R:ACIK | R:ACIK | R:KOYU | R:ACIK | R:AYNI R:AYNI | R:KOYU

Ortalamasi
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Katkisiz 6rnekle ilgili genel degerlendirme 6rne8in gerek tat olarak gerekse koku ve renk
olarak tamamen bozuldugu ve oksidasyonu ifade eden koku karakteristigine ve bozuk bir
portakal tadina sahip oldugu yoniinde olmustur. Diger katkili &rneklerle ilgili genel
degerlendirme ise panelistlerin geneli %4 liik konsantrasyonlarda tat degisimleri rastlandigini
soylemislerdir. Ozellikle gallik asit, salisilik asit ve askorbil palmitat 6rneklerinin portakal
kabugu tadinda (daha aci1 karakterde), BHA 6rneginin ise {iriiniin orjinaline en yakin 6rnek
oldugunu soylemislerdir. Bunun yaninda %10’luk konsantrasyonlarda su an i¢in ¢ok fazla
fark olmamakla birlikte BHA ve gallik asit Orneklerinin birbirine ¢ok yakin oldugu

sOylenmistir.

Tablo 4.6: Test kabininin disinda gegen 24. Ay’a esdeger siirede klimatik test kabininden alinan
orneklerin aplikasyon sonuglari ve degerlendirmeleri.

24 AY %4 BHA | %4 SA %4 GA %4 AP | %10 BHA | %10 SA %10 GA

Koku Skorlarinin

K:- K:- K:- K:- K:1 K:3 K:2
Ortalamasi
Tat Skorlarimin
T:- T:- T:- T:- T:1 T:3 T:2
Ortalamasi
Renk
Degerlendirmelerinin R:- R:- R:- R:- R:ACIK R:ACIK | R:KOYU
Ortalamasi

Katkisiz aroma 0rnegi i¢in yapilan genel degerlendirme daha 6nceki haftalarda da oldugu gibi
zaten bozulmakta olan {iriiniin karakterini tamamen kaybettigi yoniinde olmustur. Gerek tat

gerekse koku olarak tamamen okside olmustur.
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Katkili 6rnekler i¢in ise yapilan degerlendirmeler; bu siirede %4’liik antioksidan katkili aroma
bilesenleri yapilarinin ¢ok bozuldugu gorildiigii i¢in degerlendirmeye alinmamiglardir.
%10’luk konsantrasyonlarda en uygun 6rnek olarak BHA algilanmakla birlikte, gallik asidin
agizda biraktig1 keskin tat diginda kuvvet ve karakter olarak farkli olmadigi, salisilik asidin ise

yavas yavas lriin karakterinin kaybederek okside olmaya basladig1 yorumlar1 gelmistir.

5.haftaya yani kabinde ki 28.aya denk gelen siireye gelindiginde ise 6rneklerin geri kalaninda
da tamamen oksidasyonun basladig1 panelistlerce gozlemlenmis ve mevcut deney
sonlandirilmistir. Bunun sonucunda elde edilen son verilere gore tiim %10’luk koruyuculu
orneklerdeki bozulmanin goriilmesinin yam sira gallik asidin kuvvet olarak bir eksiginin
olmadig1 ancak tat karakterinin oksidasyona ugramaya basladig, salisilik asidin ise tamamen
zayifladigi ve okside bir tat birakmaya basladigi soylenmistir. Orneklerde en uygun

antioksidanin BHA oldugu dile getirilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Portakal aromasinin oksidasyon mekanizmasini anlayabilmek i¢in oncelikle igerisinde terpen
icerigi yiiksek portakal yaginin ve bu yagin icerindeki yiizdece fazla olan terpenlerin
belirlenerek oksidasyonlar1 incelendi. Bu baglamda oncelikle portakal yaginin ve igeriginde
bulunan terpenlerin oksidasyon iiriinleri GC-MS (Tablo 3.2) analizleriyle belirlenmis olup
,antioksidan kapasite analizleri ve radikal siiplirme aktiviteleri CUPRAC [60] ve DPPH [61]

yontemleriyle incelendi.

Bu asamada ilk olarak dort farkli terpen bilesiginin (limonen, alfa pinen, sabinen, mirsen)
oksidasyon {iriinleri GC-MS cihazi ile tespit edildi. Bu yapilirken belirlenen standartlar
klimatik test kabininde 45°C de %0 nem oraninda UV 1s1k altinda yaslandirilarak oksidasyona
ugramalar1 saglandi. Bunun sonucunda Limonen igin limonen oksit [25], dekstro karvon [25]
ve trans karveol [25] bilesiklerinin olustugu gozlemlendi (Sekil 4.3). Alfa pinen igin pinen
oksit ve pino karveol [19] bilesiklerinin olustugu goriildi (Sekil 4.5). Sabinen igin
pinokarveol, sabinol ve sabinil asetat [28] bilesiklerinin olustugu goriildi (Sekil 4.7). Bunun
ardindan limonen, alfa pinen, sabinen ve mirsen bilesenlerinin GC-MS % pik alanlari
incelenmis olup bu pik alanlarinin yiizdelerinde meydana gelen degisim incelendi (Sekil 4.10

ve Sekil 4.11).

Pik alanlarinin ardindan 0.1M, 0.2M, 0.3M ve 0.4 M ’lik standart limonen, alfa pinen, sabinen
ve mirsen bilesiklerinin kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Daha sonra eldeki kromatogramlar
(Sekil 4.3, Sekil 4.5) kullanilarak molaritelerde meydana gelen azalmalar incelendi ve bunun
pik alanlar ile dogru orantili oldugu tespit edildi (Tablo 4.2). Daha sonra bu bilesiklerin
CUPRAC ve DPPH yontemleriyle analizleri yapildiginda ise absorbanslarinda hafta hafta
ciddi dusiisler oldugu goriildii ve buradan yola ¢ikarak bu bilesiklerin i¢inde bulundugu
portakal aromasinin BHA, GA, SA ve AP ilave ederek bu bozunma hizlarinin yavaslatilmasi
hedeflendi.

Bu tezde yapilan ¢alismalar sonucunda kolay okside olabilen aroma c¢esitlerinden portakal
aromasina ait bir o6rnek iizerinde dort farkli antioksidan tiiriiniin aromanin raf émriinii ne
kadar siire uzatabilecegi CUPRAC [60], DPPH [61] ve GC-MS [63] yontemleri

karsilagtirmali olarak kullanilarak incelendi. Bu ¢alismayla aromalarin toplam antioksidan
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kapasite / aktivite degerlerindeki degisimler incelenerek yaygin olarak kullanilan sentetik
koruyucu olan BHA’ya [40] alternatif olabilecek koruyucu tiirleri denendi. Bu yontemler
kullanilarak aromalarin raf omiirleri tizerindeki fiziksel degisimlere ait parametrelerin disinda
kimyasal degisimleri de incelenerek farkl: tiirdeki koruyucularin aromalarin raf émriine etkisi

arastirildi.

Koruyucu goreviyle halihazirda gidalarin igerisinde birden fazla madde kullanilabilmekle
birlikte buglin aroma sektdriinde BHA en yaygin olarak kullanilan sentetik koruyucularin
basinda gelir. Bu ¢alismada BHA’ nin yaninda GA, SA ve AP ‘in raf dmiirlerine ne kadar etki

edecegi ve BHA’ ya alternatif olma konusunda ne 6lciide basarili olabilecekleri de incelendi.

Kullanilan koruyucular Tiirk Gida Kodeksi’nde ki sinir degerler géz 6niinde bulundurularak
aromalara ilave edilmistir ve ayrica c¢oziiniirlik sorunlarindan dolay:r askorpil palmitat
katkisinin %10’luk konsantrasyonuyla calisma yapilamamistir. Degerlendirilen katkilarin
etkilerini esit sartlarda karsilastirabilmek igin ayni oranda konsantrasyonlar kullanilmstir.
Sinir1  bulunmayan antioksidanlarin  smirli  antioksidanlarla ayni1 konsantrasyonlarda

bulunmasinin sebebi budur.

Orneklerin iizerinde uygulanan gerek CUPRAC [60], DPPH [61] ydntemlerinin sonuglari,
gerek GC-MS analizi sonucunda elde edilen veriler ve gerekse yapilan tadim ve diger
aplikasyon testleri sonuglarina gore klimatik test kabininin 1. haftasindan ¢ikan numunelerde
ozellikle BHA ve GA koruyucularinin diger tiirlere gore daha etkin olduklar1 goriilmiistiir.
Ancak tat olarak heniiz higbir 6rnekte bir uygunsuzluk tespit edilmemekle birlikte (Tablo 4.4)
bu haftada herhangi bir katki uygulanmayan 6rnegin bozulmaya basladigi, tadi ve renginde

degisimler basladig: tespit edilmistir.

Bu zamanda alinan 6rneklerin CUPRAC ve DPPH yontemleri ile analizleri yapildiginda ise
%4’°lik konsantrasyonlarinda meydg6z oniinde bana gelen absorbans diisiisiiniin %10’luk
konsantrasyonlara gore daha keskin oldugu goézlemlendi. Bununla birlikte katkisiz portakal
aromasinda da meydana gelen absorbans diisiisiiniin %4 liik konsantrasyonlara yakin olmakla

birlikte daha keskin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.34).

GC-MS analizine bakildiginda ise uygulanan metot sonucunda (Tablo 3.3) elde edilen
kromatogramlarda bu zamanda elde edilen verilerde oksidasyonla iliskilendirilebilecek

piklerin ve baseline da yiikselmenin en diisiik diizeyde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.25).
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Daha oOnce yapilan calismalara bakildiginda o6zellikle BHA ve GA o6zelinde antioksidan
Ozelliklerinin yaninda antimikrobiyal 6zellikte olduklar1 da tespit edilmistir [64]. Ayrica bu
bilesiklerden gallik asidin dogal olarak bazi gida bilesenlerinin iginde bulundugu ve bu
tirtinlerde koruyucu etki yaptig1 da bilinmektedir [65, 66, 67].

Sentetik antioksidanlar ucuz olmalar, yiiksek diizeyde stabilite ve giiclii antioksidan aktivite
gostermelerinden dolayi tercih edilmektedirler [68]. Ancak, son yillarda bunlarin kizartilmis
tiriinlerde tam etki gostermedigi, hos olmayan tat ve kokulara sebep oldugu ve en dnemlisi
kanserli hiicre olusumunu uyararak insan sagligini olumsuz etkiledigi belirlenmistir. Bu

yiizden bazi tilkelerde kullanimi sinirlanirken bazilarinda yasaklanmistir [69].

Daha once yapilan bircok calismada BHA’nin antioksidan aktiviteleri BHT, TBHQ, o
tokoferol gibi antioksidan karakterli bilesiklerle kiyaslanmistir [70]. Ancak gallik asit,
salisilik asit 6zelinde bakildiginda bu tarz bir karsilastirma ile ilgili ¢ok az literatiir galigmasi
bulunmaktadir. Gallik asit temelli ¢caligmalarin ¢ogu yine sentetik tiirevleri olan propil gallat,

oktil gallat ve dodesil gallatlarin incelenmesi seklinde olmustur [71, 72].

Gallik asidin antioksidan etkinligi {izerine yapilan bir¢cok calismada diger fenolik tiirlerle
kiyaslandiginda 6ne c¢ikan bir etkinliginin oldugu goriilmiistiir. Yine daha Once yapilmis
birgok calismada gallik asit gibi dogal bir antioksidanin BHA, BHT gibi sentetik
antioksidanlarla kiyaslandiginda daha etkin koruma yaptigina dair bulgulara da rastlanilmigtir.
Bunun yaninda askorbik asidin bunlarin yaninda daha az etkin oldugu goériilmiistiir [73]. Bu

veriler mevcut calismamizi da dogrular niteliktedir.

Raf 6mrii olarak 16 ve 17.aylara tekabiil eden zamanlara gelindiginde BHA, GA, SA ve AP
orneklerinin %4’liikk konsantrasyonlarinin okside olmaya basladigi goriilmiistiir. Bu durum
CUPRAC ve DPPH sonuglarinda ki keskin bir absorbans diisiisiiyle de (Sekil 4.30) tespit
edilmekle birlikte GC-MS sonuglarinda da kromatogramda ki oksidasyon fiiriinlerindeki artig
olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Sekil 4.26). Esasen CUPRAC ve DPPH yontemlerindeki
keskin absorbans diisiikliigliniin sebebinin 4-asetil-1-metilsiklohekzen [19], 5-izopropil-
bisiklo[3.1.0]hekzan-2-one [27], limonen oksit [25] gibi oksidasyon iiriinlerinde ki artistan
ileri geldigi goriildii.

Dort koruyucu bilesen arasinda aplikasyon testleri sonucunda siralama yapilacak olursa

sirastyla korumanin en etkin oldugu bilesenler BHA, GA, SA ve AP olarak goriilmektedir
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(Tablo 4.5). Ancak %4’liik konsantrasyonlar arasinda BHA i¢in maksimum 17. ayda

oksidasyonun tamamlandigini séylememiz miimkiindiir.

Gallik asit 6zelinde konuya bakacak olursak %4’liik konsantrasyonu BHA gibi 16 ve 17.
aylara kadar koruma saglamaktadir. Ancak gallik asidin karakterinden dolay1 6rneklerde rengi
bir miktar koyulastirdigi ve tadi biraz daha keskin hale getirdigi goriilmiistiir (Tablo 4.5).
Deneysel veriler anlaminda ise BHA ya en yakin sonucglar elde edilen antioksidan cesidi

olarak karsimiza GA ¢ikmaktadir.

GC-MS sonuglarina bakildiginda 3. ve 4. haftalardan itibaren alinan 6rneklerde basta limonen
oksit olmak tizere [25], pinen oksit [19], pino karveol [25], dekstro karvon [25], 6-metil-5-
hepten-2-one [22] vb. limonenin, alfa pinenin, sabinen ve mirsenin oksidasyon iiriinlerinden
olan bilesiklerin piklerinin ortaya ¢iktig1 ve pik alanlarinda artis oldugu gézlemlenmistir. Bu
durum &zellikle CUPRAC ve DPPH yontemlerinde Sekil 4.32, Sekil 4.36°da goriilecegi lizere
bu haftalarda alinan 6rnek absorbanslarinda keskin bir diisiis olarak karsimiza g¢ikmuistir.
%10’luk konsantrasyonlar ayr1 olarak incelendiginde ise salisilik asidin 18. aydan itibaren
bozulmaya bagsladigt GA ve BHA orneklerinin ise 20 ayin iizerine ¢iktiklar1 goriilmiistiir

(Tablo 4.6).

GA ve BHA Orneklerinin %10’luk konsantrasyonlarinin 20 ile 24 ay arasinda koruma
yaptiklari ve bu siire sonucunda oksidasyonun tamamen gerceklestigi gorilmiistir (Sekil
4.29), (Tablo 4.6). Tiim bu sonuglar CUPRAC, DPPH yoéntemleri ve bunun yaninda GC-MS
analizleri ve tadim aplikasyonlar1 ile de dogrulanmistir. Yapilan aplikasyonlar
degerlendirilirken 5 farkli panelistin katkili aromalar {izerine verdikleri skorlarin ortalamasi

alinarak sonuglar kayda gegirildi.

Bu calismalarin neticesinde panelistlerce yapilan testler gostermektedir ki %4 lilk BHA, GA,
AP ve SA Ornekleri normal raf émrii 12 ay olan portakal aromasin1 15 ila 17 ay arasinda
degisen stirelerde koruyabildigi, %10’luk BHA, GA ve SA orneklerininse ayni aromanin raf

Omriinii 24 ile 26 aya kadar ¢ikarabildigi sonucuna ulasilmistir.

Bu sonuglara gore oOzellikle saghiga zararh etkileri bircok literatlir caligmasinda belirtilen
BHA’nin 6niimiizdeki senelerde muhtemel bir yasaklanma durumunda alternatifi olarak,
belirlenen oranlarda GA antioksidaninin kullaniminin bu alanda alternatif olabilecegi bu

calismanin sonucunda tespit edilmistir. Bunlarin yaninda ayni etkiyi gostermese de SA ve AP
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Ozellikle daha diisiik kapsamli raf omrii hedeflerinin oldugu calismalarda ¢6ziim olarak

kullanilabilmektedir.
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