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OZET

Tiirk Kahvesinin Akrilamid Icerigi ile Asparaginaz Enziminin
Akrilamid Olusumu ve Ucucu Bilesikler Profiline Etkileri

Banu AKGUN

Gida Miithendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Bu calismada, Tiirk kahvesinde ve piyasada satilan diger yoresel kahvelerde (dibek
ve menengic) akrilamid diizeylerini ve bazi fiziko-kimyasal Ozelliklerini tespit
etmek ve Tiirk kahvesi {iretiminin model olarak kullanildig: sistemde yesil kahve
cekirdeklerini asparaginaz enzimi ile muamele etmenin iiriinde olusan akrilamid
miktarina, iriiniin aroma profiline ve duyusal o6zelliklerine olan etkilerini
incelemek amaclanmastir.

Tez calismasinda ilk olarak, piyasadan toplanan kahve orneklerinde (20 Tiirk
kahvesi, 8 dibek kahvesi, 8 menengic kahvesi) akrilamid, kuru madde, kiil, suda
¢ozlinen madde (SCM), HMF, protein, seker, nem, pH, renk ve kafein analizleri
yapilmis ve akrilamid seviyesi ile bu parametreler arasindaki korelasyonlar
arastirilmistir. Oncesinde, kahvelerin akrilamid seviyesini giivenilir bir sekilde
belirlemek icin LC-MS/MS cihazinda validasyon calismasi yapilmistir. Lineer
regresyon analizine gore kalibrasyon egrisinin 30-1000 ug/kg araliginda yiiksek
determinasyon katsayisina (R*=0,999) sahip oldugu saptanmistir. YOontemin
tespit limiti (LOD) ve 6l¢iim limitinin (LOQ) sirasiyla 4,6 ug/kg ve 15,5 ug/kg
oldugu bulunmustur. Kahve 6rneklerinin akrilamid konsantrasyonunun 31,1+0,6
ung/kgile 323,4+5,4 ng/kg arasinda degistigi belirlenmistir. Menengic¢ kahvesinde
saptanan ortalama akrilamid seviyesinin (240,3 ug/kg), Tiirk kahvesi (204,3
ug/kg) ve dibek kahvesine (78,6 ug/kg) oranla daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Kahvelerin akrilamid ve HMF seviyeleri arasinda pozitif korelasyonlar
(Tirk kahvesinde (r=0,698, p<0,01), dibek kahvesinde (r=0,932, p<0,01) ve
menengic kahvesinde (r=0,957, p<0,01)) oldugu belirlenmistir. Kahve
orneklerinin diisiik miktarda glikoz ve fruktoz 6te yandan nispeten daha yiiksek
miktarda siikroz icerdigi saptanmistir. Ayrica, kahvelerin siikroz ve akrilamid
seviyeleri arasinda istatiksel olarak pozitif iliski oldugu tespit edilmistir.

Arastirmanin ikinci kisminda, yanit yiizey metodolojisi kullanilarak asparaginaz
enzimi konsantrasyonunun (0-4000 ASNU) ve uygulama stiresinin (30-120
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dakika) kahvelerde akrilamid olusumu iizerine olan etkileri incelenmistir. Bu
islemin optimizasyonu icin merkezi karma tasarim (MKT) kullanilmistir. Istatiksel
optimizasyona gore 3110,2 ASNU dozunda asparaginaz enzimiyle 80,4 dakika
muamele edilen yesil kahve cekirdeklerinde minimum akrilamid olusumu
meydana geldigi saptanirken yesil kahve cekirdegindeki (enzim uygulanip
kurutulan) asparajin miktar1 ve kavrulan kahvelerde akrilamid olusumu arasinda
pozitif iliski (r=0,669, p<0,01) bulunmustur.

Elde edilen optimum kosullarda enzim uygulanarak ve enzim uygulanmadan
standart kosullarda iiretilen kahvelerin aroma profili ve duyusal o6zellikleri
karsilastirilmistir. Panelistler kahvelerin incelenen duyusal 6zelliklerinde (kahve
aromasi, yanik/dumansi, kavrulmus, meyvemsi, acilik, karamel/tatli, genel
izlenim/begeni) onemli bir farklilik saptamamiglardir. Her iki kahve 6rneginde
benzer aroma bilesenleri izole edilmis ve aroma maddelerinin toplam miktarinin
enzim uygulamasi ile bir miktar azaldig: belirlenmistir. Tiik kahvesindeki aroma
bilesiklerinin biiyiik bir kismini furan, pirazin, aldehit, fenol, ester, terpen, alkol
ve pirol bilesikleri olusturmus, bunlar asit, piridin ve lakton bilesikleri izlemistir.

Yapilan bir diger optimizasyon calismasinda, iiretilen Tiirk kahvesinde yiiksek
seviyede ucucu pirazin bilesenleri (2-Metilpirazin, 2,3-Dimetilpirazin, 2,5-
Dimetilpirazin ve 2-Asetil-3-metilpirazin) ve minimum seviyede akrilamid eldesi
icin yesil kahveye en optimum enzim uygulama sartlarinin (doz ve uygulama
siiresi) 2126,4 ASNU ve 82,73 dakika oldugu saptanmuistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, asparaginaz enzimi dozu ve uygulama
siiresinin kahvedeki akrilamid olusumunu etkiledigi ve akrilamid konsantrasyonu
diisiik Tiirk kahvesi eldesi icin en uygun enzim uygulama kosulunun 3110,2 ASNU
ve 80,4 dakika oldugu bulunmustur. Ayrica, diisiik seviyede akrilamid ve yiiksek
seviyede pirazin bilesenleri iceren Tiirk kahvesi iiretimi icin en ideal asparaginaz
enzimi uygulama sartlar1 2126,4 ASNU ve 82,73 dakika olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Tirk kahvesi, LC-MS/MS, asparaginaz, aroma
profili
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ABSTRACT

Acrylamide Content in Turkish Coffee and the Effect of
Asparaginase Enzyme on Acrylamide Formation and Volatile
Compounds Profile

Banu AKGUN

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis
Advisor: Prof. Dr. Muhammet ARICI

The aim of this study is to determine acrylamide levels and physico-chemical
properties of Turkish coffee and other local coffees (Dibek and Terebinth) sold in
the Turkish market and is to evaluate the effects of treating green coffee beans
with asparaginase enzyme on the amount of acrylamide, aroma profile and
sensory properties of the product in which Turkish coffee production is used as a
model.

First in thesis study, acrylamide concentrations, dry matter, ash, water soluble
substance, pH, HMF, protein, sugar, moisture, caffeine content and colour values
of commercially available coffee samples (20 Turkish coffee, 8 Dibek coffee, 8
Terebinth coffee) were measured and correlations between the acrylamide level
and these parameters were investigated. In order to determine the acrylamide
level of coffees safely, a validation study was performed on LC-MS/MS. According
to linear regression analysis, the calibration curve has a high coefficient of
determination (R*=0,999) in the range of 30-1.000 ug/kg. Limit of detection
(LOD) and limit of quantification (LOQ) were found to be 4,6 ug/kg and 15,5
ug/kg, respectively. It was observed that the acrylamide concentration of coffee
samples ranged from 31,1+0,6 to 323,4+5,4 ug/kg. The average acrylamide level
(240,3 ug/kg) detected in Terebinth coffee was higher than Turkish coffee (204,3
ug/kg) and Dibek coffee (78,6 ug/kg). Positive correlations (for Turkish coffee
(r=0,698, p<0,01), for Dibek coffee (r=0,932, p<0,01) and for Terebinth coffee
(r=0,957, p<0,01)) were found between acrylamide and HMF concentration of
coffees. It was found that coffees contain low amounts of glucose and fructose but
a relatively high amount of sucrose. In addition, a positive relationship was found
between sucrose and acrylamide levels of coffees.

In the second part of the study, the effects of asparaginase enzyme concentration
(0-4000 ASNU/kg coffee bean) and application time (30-120 minutes) on the
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concentrations of acrylamide of coffee were observed by using response surface
methodology. The central composite design (CCD) was used to optimize this
process. According to the statistical optimization, minimum acrylamide formation
occurred in green coffee beans treated with asparaginase enzyme dosage of
3110,2 ASNU for 80,4 minutes, and a positive correlation (r=0,669, p<0,01) was
found between the amount of asparagine in green coffee (enzymes applied and
dried) bean and the formation of acrylamide in roasted coffee.

The aroma profile and sensory properties of the coffees produced under standard
conditions without enzyme application and with enzyme application under
optimum conditions were compared. Panelists found no significant difference in
the sensory properties of coffee (coffee aroma, burn/smoke, roasted, fruity,
bitterness, caramel/sweet, general impression/taste). Similar aroma components
were isolated in both coffee samples and it was determined that the total amount
of aroma compounds decreased slightly with enzyme application. Most of the
aroma compounds in Turkish coffee consisted of furan, pyrazine, aldehyde,
phenol, ester, terpene, alcohol and pyrrole compounds followed by acid, pyridine
and lactone compounds.

In another optimization study, the most optimum enzyme application conditions
(dose and application time) to obtain the highest level volatile pyrazine
compounds (2-Methylpyrazine, 2,3-Dimethylpyrazine, 2,5-Dimethylpyrazine and
2-Acetyl-3-methylpyrazine) and minimum level acrylamide in produced Turkish
coffee was determined as 2126.4 ASNU and 82.73 minutes.

According to findings, asparaginase enzyme dose and application time affect the
formation of acrylamide in coffee and the most suitable enzyme application
condition for obtaining Turkish coffee with the lowest acrylamide concentration
was 3110.2 ASNU and 80.4 minutes. Furthermore, an ideal condition for
producing Turkish coffee with the lowest levels of acrylamide and the highest
levels of pyrazine compounds was determined as 2126.4 ASNU and 82.73
minutes.

Key Words: Acrylamide, Turkish coffee, LC-MS/MS, asparaginase, aroma profile
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Akrilamid

Gidalarin duyusal 6zelliklerini iyilestirmek ve glivenligini artirmak icin 1s1l islemler
gecmisten glinlimiize evsel ve endiistriyel boyutta uygulanmaktadir. Yiiksek
sicaklik, kimyasal reaksiyonlar araciligiyla gidalarda yeni bilesiklerin olusmasina
neden olmaktadir (Park ve Penning, 2009). Olusan bu molekiillerin bazilarinin
saglik acisindan pozitif etkileri bulunurken bazilarinin (akrilamid gibi) toksik

etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Studer vd., 2004).

Akrilamid (2-propenamid) c¢ift bag iceren reaktif doymamis bir amittir (Sekil 1.1).
Yapisindaki cift bagdan dolay:r amino (-NH,) ve siilthidril (-SH) gruplariyla bag
kurmaya yatkinlik gostermektedir (Friedman, 2003). Akrilamid, molekiil agirlig1
71,08 g/mol, erime noktasi 84,5°C, kaynama noktasi 192,6°C olan kokusuz beyaz
renkli kristal yapili kat1 bir bilesiktir. Polar bir madde olan akrilamid, polar
¢oziiciilerin (su, metanol ve etanol gibi) icinde kolayca c¢oziinmektedir (Skog ve
Alexander, 2006). Akrilamid, bircok sektérde karsimiza ¢ikmaktadir ciinkii bu
kimyasal sanayide farkli amaclar (icme ve atik sularinin aritilmasi, kagit, boya ve
plastik madde tiretimi gibi) icin kullanilan poliakrilamidlerin monomeridir

(Saboktakin, 2012).

H

Sekil 1.1 Akrilamidin yapist (Girma vd., 2005)



Uluslararas1 Kanser Arastirmalari1 Kurumu (IARC) akrilamidi 1994 yilinda
"insanlar icin olas1 kanserojen" Grup 2A sinifina almistir IARC, 1994). Isve¢ Ulusal
Gida Orgiitii Stockholm Universitesi ile birlikte 2002 yilinda 1s1l islem (firmnlama,
kavurma ve kizartma gibi) goren nisasta bazli gidalarda akrilamid bulgusuna
rastladiklarini raporlayana kadar akrilamid cevresel bir kontaminant olarak kabul

edilmekteydi (Tareke vd., 2002)

Viicuda alinan akrilamidin saglik tizerine etkileri genotoksik, karsinojenik,
norotoksik, iireme ve gelisme sistemi iizerine toksik olarak ayrilmaktadir (WHO,
2002). Genotoksik metabolitlerin, oksidatif stresin ve merkezi sinir sisteminde
histolojik hatalarin meydana gelmesi akrilamidin toksik etkilerinin olugmasina
aracilik ettigi bilinmektedir (LoPachin, 2004). Yapilan calismalarda, akrilamidin
norotoksik etkileri hem insan ve hayvanlarda, genotoksik, karsinojenik ve {ireme
sistemi tizerine toksik etkileri ise sadece hayvanlarda gézlemlenmistir (Shipp vd.,

2006).

Akrilamid maruziyeti popiilasyona, tiiketicilerin yaslarina ve yeme tercihlerine
gore farklilik gostermektedir. Avrupa popiilasyonunun, giinliik ortalama akrilamid
aliminin 0,14 ile 1,31 wg/kg viicut agirligi arasinda, Amerika'da ise 0,43 ile 1,10
ug/kg viicut agirlig1 arasinda degistigi raporlanmistir (Dybing ve Sanner, 2003;
Semla vd., 2017). Ayrica, diisiik viicut agirlig1 ve tiiketim tercihlerinden dolay1
genc insanlarin yetiskinlere gore daha fazla akrilamide maruz kaldigini gosteren

calismalar literatiirde yer almaktadir (Mojska vd., 2010; FSA, 2012).

Tardiff vd. (2010) yaptiklari bir calismada norotoksisite agisindan tolere edilebilir
giinlik akrilamid alim degerini 40 ug/kg viicut agirhig/giin olarak
hesaplamislardir. Kanser riski acisindan tolere edilebilir giinliik alim diizeyinin
akrilamid i¢in 2,6 pg/kg viicut agirligi/giin ve metaboliti olan glisidamid i¢in 16,0

ug/kg viicut agirligi/giin oldugu belirlenmistir.

Akrilamidin iilkemizde ve Avrupa Birligi mevzuatinda yer alan yasal bir limiti
bulunmamaktadir. Ancak gidalardaki akrilamid seviyesi Avrupa'da yetkililer
tarafindan kontrol edilmektedir ve gelecekte akrilamid i¢in maksimum limitlerin

belirlenmesi muhtemeldir (EFSA, 2012).



1.1.2 Akrilamid Olusum Mekanizmalar1

Akrilamidin, IARC tarafindan "insanlar icin muhtemel kanserojen" madde grubuna
dahil edilmesinden sonra bu kimyasalin olusum mekanizmasini anlamak icin
bircok calisma yapilmistir (Eriksson, 2005). Akrilamidin tiim olusum yollari
bilinmese de, temel olarak Maillard reaksiyonuyla ve daha sinirl olsa da Maillard
reaksiyonu disindaki bazi minor yollarla olustugu bilinmektedir (Stadler ve

Studer, 2015).
1.1.2.1 Maillard Reaksiyonu ile Akrilamid Olusumu

Maillard reaksiyonu, karamelizasyon gibi enzimatik olmayan esmerlesmenin bir
cesididir ve gidalardaki serbest aminoasitlerin, proteinlerin veya peptitlerin
serbest amino grubu (-NH,) ile indirgen sekerlerin karbonil grubu (C=0) arasinda
genellikle yiiksek sicakliklarda gerceklesmektedir (Arusoglu, 2015). Akrilamid,

Maillard reaksiyonunun en bilinen iiriinlerinden biridir (Yildiz vd., 2010).

a-hidroksi karbonil bilesiklerinin (6rnegin glikoz ve fruktoz) diger karbonilik
bilesiklerden Maillard reaksiyonlarinda daha etkili oldugu yapilan calismalarda
saptanmistir. Bu molekiillerin Maillard reaksiyonundaki genel aktivasyon
enerjisini diistirmesi asparajin degradasyonunda etkili olmasini saglamistir
(Eriksson, 2005). Ayrica, patates iiriinlerinde indirgen sekerin akrilamid
olusumunda temel sinirlayici faktor oldugunu gosteren calismalar literatiirde yer

almaktadir (Krishnakumar ve Visvanathan, 2014).

Model sistemlerde yapilan calismalarda, fruktoz ve glikoz bulunan sistemlere
asparajin eklendigi zaman esit miktarlarda akrilamid olusurken, siikroz bulunan
sistemde daha az miktarda akrilamid olustugu goriilmiistiir (Stadler vd., 2004).
Ote yandan bazi raporlarda, glikoz iceren karisimlarda fruktoza gore daha az
akrilamid olustugu aciklanmistir. Bu durumun nedeni, erime noktas: diisiik olan
fruktozun hareketliliginin fazla olmasi ve dolayisiyla hizli bir sekilde oncii

maddelerle etkilesime girmesi olarak goriilmektedir (Yaylayan vd., 2005).

Maillard reaksiyonuyla akrilamid olusum mekanizmasinda bir karbonil kaynagi ile
asparajinin amino grubu arasinda Schiff bazi olustugu ve sonrasinda Schiff bazinin

yliksek sicaklik etkisi ile dekarboksile olarak akrilamide dontistigi
3



diisiiniilmektedir (Sekil 1.2) (Alpozen, 2012). Bu karbonil kaynagi indirgen

sekerler veya lipid oksidasyon {iriinleri olabilmektedir (Vural, 2016).
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Sekil 1.2 Maillard reaksiyonuyla akrilamid olusumu (Stadler vd., 2004)
1.1.2.2 Alternatif Yollar Uzerinden Akrilamid Olusumu

Gidalarda akrilamid olusumu temel olarak indirgen sekerler ve asparajin amino
asidi iizerinden olsa da akrolein ve amonyak (NH;) {izerinden alternatif olusum
yollar1 da bulunmaktadir (Sekil 1.3) (Krishnakumar ve Visvanathan, 2014).
Asparajin yoklugunda, akrolein ve amonyak yag icerigi yiliksek gidalarda akrilamid
olusumunda rol oynamaktadir. Akrolein ve akrilik asit yiiksek sicaklikta yaglarin
(trigliseritlerin) degradasyonu ile olusmaktadir (Umano ve Shibamoto, 1987).
Akrolein, diisiik kaynama noktasina (51°C) sahip oldugu icin yiiksek
sicakliklardaki kizartma kosullarinda hizli bir sekilde ucucu hale gelmektedir.
Akrolein okside olarak, akrilik aside yiikseltgenmekte ve amonyak ile reaksiyona
girerek yine akrilamid olusturabilmektedir (Taeysman vd., 2004). Ayrica, akrolein

belirli kosullar altinda asparajin ile reaksiyona girip 6énemli miktarda akrilamid



olusumuna neden olabilmektedir. Glutamin, sistein ve aspartik asit gibi amino
asitlerin de diisiik miktarlarda akrilamid {rettigini goOsteren calismalar
bulunmaktadir (Sohn ve Ho, 1995). Ayrica indirgen sekerlerin yoklugunda,
dekarboksile olmus asparajin yani 3-aminopropiyonamid (3-APA) bilesigi
tizerinden akrilamid olusabilmektedir (Sekil 1.4) (Zhang vd., 2005).
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Sekil 1.3 Akrilamidin gidada temel olusum yollar1 (Eriksson, 2005)
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Sekil 1.4 Akrilamidin asparajin tizerinden olusumu (Granvogl ve Schieberle,
2006)

1.1.3 Akrilamidin Saglik Uzerine Etkileri

Akrilamid, niikleofiller tarafindan saldiriya ugrayabilen elektrofilik vinil gruba
sahip kiiciik bir organik molekiildiir. Akrilamidin sicanlarda deri yoluyla bir
kisminin absorbe edilebildigi gastrointestinal yoldan ise tamamiyle hizli bir sekilde

alindigin1  gosteren calismalar bulunmaktadir (Dearfield vd., 1988).
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Toksikokinetik arastirmalar, akrilamidin insanlarda 2,4-7,0 saatlik bir eliminasyon
yar1 émriine sahip oldugunu gostermistir (Zamani vd., 2017). Insanlarda viicuda
alinan akrilamid sindirim sistemi boyunca yeterli diizeyde rediikte glutatyon
(GSH) bulunuyorsa akrilamid-glutatyon formuna doniistiiriilerek etkisiz hale
getirilmekte ya da sitokrom P450 2E1 (CYP2E1) enzim sistemi araciligiyla okside
edilerek ¢ok daha toksik bir madde olan glisidamide metabolize edilmektedir.
Epoksi halkasi iceren glisidamid DNA ve proteine karsi oldukca reaktif durumdadir
(Friedman, 2003). Gida kaynakli ve gida kaynakli olmayan yollardan viicuda
alinan akrilamidin saglik {izerine etkileri toksikolojik ve karsinojenik olarak

ayrilmaktadir.
1.1.3.1 Norotoksik Etkileri

Akrilamidin noérotoksik yan etkileri hem insanlarda hem de hayvanlarda
gozlemlenmistir. Laboratuar hayvanlari izerinde yapilan ¢alismalarda akrilamidin
norotoksisite acisindan gozlenebilir bir yan etki olusturmayan en yiiksek
diizeyinin (NOAEL) ve gozlenebilir en diisiik yan etki diizeyinin (LOAEL) sirasiyla
0,2-0,5 ve 2 mg/kg viicut agirligi/giin oldugu bulunmustur. Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan insanlarin diyetsel ortalama akrilamid maruziyetinin 0,001 mg/kg
viicut agirligi/giin oldugu tahmin edilmektedir (Zamani vd., 2017). Bu seviyenin
norotoksisite acgisindan giivenli oldugu diisiiniilse dahi bazi uzmanlar bu
dozlardaki akrilamide uzun siireli maruz kalmanin olusturacag: kiimiilatif
etkilerden dolay1 tehlikeli olabilecegini belirtmektedirler (LoPachin, 2004).
Akrilamidin norotoksisitesi, hem insanlarda hem de hayvanlarda goriilen tek
toksik etkidir. Kedi, sican, fare, tavsan ve maymun gibi cesitli hayvanlar {izerinde
yapilan calismalar, akrilamide giinliik olarak tekrar tekrar maruz kalmanin ataksi
ve iskelet kas1 zayiflig1 gibi etkilerle sonuclanabilecegini ortaya cikarmistir (Exon,

2006).

Akrilamide mesleki olarak maruz kalan insanlarda olusan norotoksik etkiler ¢esitli
calismalarda belirtilmistir. Ornegin, Isvec yakinindaki bir demiryolu tiineli
yapiminda iscilerin sinir fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelmis ve bu

durumun tiinel duvarini su gecirmez hale getirmek icin kullanilan akrilamid iceren



Rhoca-Gel adli 6zel bir jelden kaynaklandig1 saptanmistir (Hagmar vd., 2001).
Akrilamid kaynakli norotoksisitenin altinda yatan mekanizmay: anlamak icin
cesitli arastirmalar yapilmistir. One siiriilen temel hipotez akrilamidin kinezin
isimli motor proteinlerine baglanarak sinir aksonlari arasindaki hizli sinyal

iletimini baskilamasi oldugu bulunmustur (Sickles vd., 1996).
1.1.3.2 Kanserojenik ve Genotoksik Etkileri

Akrilamid, insanlar i¢in muhtemel kanserojen grubunda yer almaktadir (IARC,
1994). icme suyuyla akrilamide maruz kalan kemirgenlerde birden fazla bélgede
timor gelisimi gozlenmis olsa da insanlarda goriilen cesitli kanser tiirleri
(pankreas, prostat, meme ve yumurtalik) ile akrilamid alimi1 arasinda istatiksel
olarak o6nemli bir korelasyon saptanmamistir (Wilson vd., 2012; Kumar vd.,
2018). Benzer sekilde, Obon-Santacana vd. (2016) akrilamid-hemoglobin ve
glisidamid-hemoglobin eklenti (addiiktor) seviyeleri ile endometrium kanseri
olusum riski arasinda bir iliski bulamamislardir. Yine, Kumar vd. (2018) akrilamid

alim1 ve epitelyal over kanseri riski arasinda net bir iliski saptamamaislardir.

Akrilamidin kanser riskini artirdigin1 gosteren sinirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir (Krishnakumar ve Visvanathan, 2014). Akrilamid maruziyetiyle
bobrek, rahim ve yumurtalik kanseri riskinin artigini1 gosteren bazi calismalar
literatiirde yer almaktadir. Hogervorst vd. (2008) diyetsel akrilamid alimiyla renal
hiicreli kanser olusumu arasinda pozitif korelasyon bulurken mesane ve prostat
kanseri olusumu arasinda bir iliski saptamamuiglardir. Liu vd. (2017) yaptig1 bir
calismada yaslhilarda diyetsel akrilamid alimiyla genel kanser mortalitesinin artisi

arasinda pozitif iliski bulmuslardir.

Genetik hasar tiiretme kapasitesi kanserojenlik degerlendirmesinde Onemli
parametrelerden birisidir. Akrilamidin ve metaboliti olan glisidamidin
genotoksisitesi cesitli calismalarda incelenmistir. Akrilamidin, DNA'ya zarar

verdigini kanitlayan calismalar bulunmaktadir (WHO, 2002; Alzahrani, 2011).

Akrilamidin bakteride gen mutasyonuna neden olmadig1 gozlemlenirken
glisidamidin metabolik aktivasyon yoklugunda gen mutasyonuna neden oldugu

belirlenmistir. Akrilamid, memeli hiicrelerinde gen mutasyonlarini indiiklemesi
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acisindan test edildiginde etkisiz, negatif veya zayif pozitif sonuclar ortaya
koymustur. Akrilamidin, metabolik aktivasyon yoklugunda memeli hiicrelerinde
kromozomal sapmalari, kardes kromatit degisimleri ve diger mitotik bozukluklari

(6rnegin C-mitoz) indikledigi gozlemlenmistir (WHO, 2002).
1.1.3.3 Ureme ve Gelisim Sistemi Uzerine Toksik Etkileri

Akrilamidin  insanlarda iireme toksisitesi olusturduguna dair kanit
bulunmamaktadir. Kemirgenler {iizerinde yapilan {iireme toksisitesi testleri
sonucunda akrilamid icin NOAEL degerinin 2-5 mg/kg viicut agirligi/giin oldugu
bulunmustur. Bu doz giinliik akrilamid alim miktarinin ¢ok {izerindedir (Arisseto,
ve Vicente, 2015). Ayrica, kontrol grubuyla karsilastirildiginda giinliik 0,5-10
mg/kg dozda akrilamid verilen farelerin sperm reservelerinin azaldig:

saptanmistir (Wang vd., 2010).
1.1.4 Akrilamid Toksisitesinin Mekanizmasi

Biyolojik oksidan/antioksidan oraninda bir dengesizlik oldugunda oksidatif stres
olusabilmektedir. Bu durum, bircok hastaligin olusmasinda ilk adim
olabilmektedir. Aslinda, serbest radikaller hiicrede siirekli olarak iiretilmektedir
(Jin vd., 2014; Zamani vd., 2017) ve serbest radikallerin olumsuz etkilerini
notrolize etmek icin viicut bazi koruyucu bariyerlere sahiptir (antioksidan
enzimler (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutation S-transferaz, glutation
peroksidaz) ve GSH gibi proteinler) (Yousef ve El-Demerdash, 2006; Shaki vd.,
2012). Son yillarda yapilan bazi calismalar akrilamidin oksidatif stresi
indiikledigini ve hiicresel redoks zincirini etkileyip reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
tiretebildigini gostermektedir. Akrilamid ve glisidamid hiicrelerdeki niikleofiller
gruplar (-SH, -NH, veya -OH gibi) ile etkilesime girebilmektedir ve bu kimyasallar
oksidatif stres sonucunda apoptosize (programli hiicre 6liimii) neden olmaktadir

(Sekil 1.5).



Akrilamid

Antioksidanlar 0

Serbest radikaller

Akrilamid Toksisiteleri
Niorotoksisite
Genotoksisite
Karsinojenite
Olksidatif hasar Ureme toksisitesi

Kaspaz 3 aktivitesi $ Apoptozis

Sekil 1.5 Akrilamid toksisitesinin mekanizmasi (Zamani vd., 2017)
1.1.5 Akrilamidin Olustugu Gidalar

Gidalarin akrilamid seviyesini belirlemek icin yapilmis literatiirde bircok calisma
bulunmaktadir. Bu calismalara gore, diyetsel akrilamid aliminin %901 patates
kizartmasi, patates cipsi, kahve, ekmek, biskiivi ve kahvaltilik gevrekler gibi
tirtinlerden kaynaklanmaktadir (Svensson vd., 2003; Konings vd., 2003). Tablo
1.1’de 2007 yilinda yapilan bir piyasa taramasi sonucunda elde edilen bazi gida

gruplarina ait akrilamid verileri goriilmektedir.

Tablo 1.1 Bazi gida gruplarinin akrilamid seviyeleri (EFSA, 2012)

Gidanin ad1 Ornek sayis1 | Ortalama (ug/kg) | Maksimum (ug/kg)
Patates cipsi 293 551 4180
Patates kizartmasi 648 356 2668
(tiiketime hazir)
Kavrulmus kahve 175 256 1158
Coziinebilir kahve 52 229 1047
Kahve ve kahve 312 373 4700
ikamesi
Biskiivi 79 174 1215
Zencefilli ekmek 458 387 3615
Yumusak Ekmek 176 75 1778
Citir Ekmek 198 232 2430




Kahvaltilik gevrek 144 149 1600

Pastalar ve kekler 63 140 910
Miisli 47 241 1315

1.1.5.1 Kahve ve Kahve kamesi

Kahvenin gerek ticari olarak gerekse sosyal hayatta oynadig: rol agisindan diinya
tizerinde en popiiler iceceklerden biri oldugu asikardir. Kokboyasigiller
(Rubiaceae) familyasina ait olan kahvenin diinyada 100’lin iizerinde farkl tiirii
bulunmaktadir ancak ticari olarak en fazla 6neme sahip olanlar Coffea arabica
(Arabica) ve Coffea canephora var. robusta (Robusta)’dir (Sekil 1.6). Diinya kahve
ihtiyacinin %640 Arabica, %35’i Robusta ve %1’i ticari olarak degeri olmayan
Coffea liberica (Liberika) ve Coffea excelsa gibi tiirlerden karsilanmaktadir

(Rubayiza ve Meurens, 2005; Ayseli, 2015).

Arabica kahve cekirdeginin yetistirilme rakimi 600-2.500 metre arasindadir ve
yetismek icin bolca neme, giinese ve zengin alivyonlu topraga ihtiyac
duymaktadir. Arabica diger kahve tiirlerine gore, haserelere karsi daha
savunmasiz, narin ve kirilgandir. Arabica kahvenin tariminin zor olmasi
paralelinde fiyatinin yiiksek olmasina neden olmaktadir. Pahali olmasina ragmen
diinya kahve ihtiyacinin o6nemli bir kisminin Arabica’dan karsilanmasi tat
bakimindan genis bir skalaya sahip olmasindan dolayidir. Arabica, Robustaya gore
daha fazla seker ve yag, daha az kafein icermektedir, Robusta kahvenin tadi

Arabica’dan daha sert ve acidir (Gok, 2018).

Sekil 1.6 Arabica ve Robusta kahve

Aslinda bir meyve olan kahvenin cekirdek haline gelene kadar uzun bir yolculugu
vardir. Sekil 1.7’de gosterildigi sekilde olgunlasan kahve kirazi hasat edildikten

sonra oncelikle kabuklar: cesitli yontemlerle (1slak ve kuru isleme) ayrilmaktadir
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(Ulger, 2015). Uygulanan yontemle kahvenin problemsiz bir sekilde sevk
edilebilmesi icin islem sonunda kahvenin nem oraninin %10-12 arasina diismiis
olmasi gerekmektedir. Kahvenin nem orani ne kadar diisiikse sevkiyati o kadar
risksiz olmaktadir ancak nem oraninin ¢ok fazla diisiiriilmesi iiriiniin agirhginin
azalmasi anlamina geldigi icin ekonomik kayiplar olusturabilmektedir. Islak
isleme metodunun bir parcasi olarak cekirdekler tanklarda bekletilirken dogal
enzimlerce soyulmasi asamasi fermentasyon olarak adlandirilmaktadir (Gok,

2018).

[ KURU YONTEM ISLAK YONTEM ]
[ KAHVE HASADI ]
[ ONAYIKLAMA, TEMIZLEME |
( POSANIN AYRILMASI e KAHVE POSASI
[ FERMENTASYON J— MUSILAT
( YIKAMA J—p ST
\ 4
[ KURUTMA VE KABUK SOYMA iSLEMI gy KAHVE KABUGU
( YESIL KAHVE CEKIRDEGI ]

Kirmuzilasan kabuklar gesithi Cekirdekler kavurulur ve
tekniklerle uzaklagtinlir Sgutiitiir

Sekil 1.7 Kahve iiretim prosesi (Ulger, 2015; Rattan vd., 2015)

Gekirdekler kurutulduktan sonra bir sonraki basamak kavurma asamasidir.
Kavurma, kahvenin lezzetini ve tat parametrelerini etkileyen en Onemli
asamalardan biridir (Tin, 2006). Kavurma islemi yesil kahve cekirdeklerinin
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aromalarini ortaya cikarmak amaciyla yakilmasindan olusmaktadir. Kahvelerin
kavurma derecesi farkli olabilmektedir. Tablo 1.2’de belirtildigi iizere kavurma
derecesi; L*renk degerine gore cok acik, orta acik, orta, orta koyu, koyu, ¢ok koyu

olarak ayrilmaktadir

Tablo 1.2 Z*renk degerine gore kavurma dereceleri (Fikry vd., 2019)

L*degeri Kavurma Indeksi
=57 Cok acik
42-56,99 Orta acik
37-41,99 Orta
29-36,99 Orta koyu
20,1-28,99 Koyu
<20 Cok koyu

Glintimiizde farkli kavurma cihazlar (ev tipi kurutma, endiistriyel kurutma)
kahve cekirdeginin kavrulmasi amaciyla kullanilmaktadir ve en yaygin olarak
kullanilan kavurucu Sekil 1.8’de gosterilen direkt olarak gazla isitilan donen
silindirik tamburu olan firindir. Bu tip makinayla yapilan kavurma, 190’dan

230°C’lere c¢ikan sicakliklarda 10-20 dakika siirmektedir (Racineux ve Tran, 2018).

GIRlS WAZWES!____________ ?—%7

il
.....
KARISTIRICI ceuue=

sofutucy

Sekil 1.8 Kahve kavurucu

Kahve yiiksek derecelerde kavrulup rengi koyulastikca kavurma isleminden
kaynaklanan aromalar 6n plana ¢ikmaktadir. Kahve kavrulurken kademeli olarak
iki farkli ¢itlama (cracking) siirecinden ge¢cmektedir. Yaklasik 196°C’de yesil kahve

taneleri ¢itlama sesi cikartmaktadir. “Ilk ¢itlama” ad1 verilen bu agsama kahvenin
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hafif kavrulmasmin baslangicidir. Ik citlama ile kahvenin nemi biiyiikk oranda
buharlasmakta ve cekirdekleri biiyimektedir. Kahve 224°C’ye ulasinca “ikinci
citlama” asamasi baslamakta ve kahve cekirdekleri zamanla ¢cokmektedir. Bu
asamadan sonra kavurma devam ederse kahve komiirlesmektedir (Sekil 1.9)

(Racineux ve Tran, 2018).

-Kahve cekirdegi yesilden sartya donmektedir.

-Cekirdegin icindeki nem orani azalmaktadir.

KURUTHA SAFHAST
e

-Sicaklik ¢ekirdegin icindeki nemi buhara doniistiirmekte
ve cekirdegin icinde CO,olusmaktadir.

-Basing 25 bara kadar ¢ikmaktadir.

-Cekirdekten gelen ilk karakteristik ses ¢itlama sesidir.

-Cekirdegin hacmi 1,5-2 katina ¢ikmakta ve kiitlesinin en
az %171’ini kaybetmektedir. Is1 yaymakta ve rengi
kararmaktadir.

-Kavurma devam ederse CO;'de genlesmeye devam
etmekte ve kahve cekirdegi daha da esmerlesmektedir.

-Kiitlesinin %22’ye kadarin1 kaybedebilmektedir.
-Ikinci citlamadan sonra cekirdek pirolize ugramaktadir.

-Yiizeyi yagh bir hal almakta, cekirdegin goriintimii
karbonlagsmakta ve yanma riski artmaktadir.

Sekil 1.9 Kahve kavurma asamalarinda olusan degisimler

Kahve cekirdekleri diger gida maddelerine oranla daha yiiksek sicakliklara maruz
kalmaktadir. Bu nedenle, kahvede Maillard reaksiyonun yaninda bagka yollarda
(stikroz ayrigmasi, 3-APA ve lipit oksidasyonu gibi) akrilamid olusumuna neden
olmaktadir (Bagdonaite vd., 2008; Kocadagl vd., 2012; Stadler ve Scholz, 2014).
Kahvede akrilamid olusumunda gorev alan temel 6ncii maddelerin siikroz ve
asparajin oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, yesil kahve cekirdegindeki asparajin
miktarinin kahvede akrilamid olusumunda sinirlayict faktor oldugu yapilan
calismalarda saptanmustir (Preedy, 2014). Yesil kahvede asparajin
konsantrasyonu 30-90 mg/100 g araliginda degismektedir. Robusta kahvelerin
asparajin miktar1 Arabica kahvelere oranla daha yiiksektir ve Robusta kahvelerde
akrilamid miktar1 genellikle daha yiiksek bulunmaktadir. Orta kavrulmus Arabica

kahvelerde ortalama akrilamid miktarinin 230 ug/kg, Robusta kahvelerde ise 500
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ug/kg civarinda oldugu saptanmistir (Alves vd., 2010). Kavurma siiresi ve hizi,
kahvenin aroma, lezzet ve renk gibi fiziksel 6zelliklerini ve akrilamid miktarini
etkilemektedir. Sekil 1.10’da gosterildigi tlizere kahvede akrilamid miktari,
kavurma isleminin basinda 500 ug/kg seviyelerine ulagsmaktadir ancak
kavurmanin ilerleyen asamalarinda akrilamid degrade olmaya baslamaktadir

(Zhang ve Zhang, 2007).

s00*
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Akrilamid, zoo0" }
ng'kg
200" F

1007
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o ey 20 0" 40 50° [

Kavurma siiresi, dakika
Sekil 1.10 Kavurma siiresinin kahvelerin akrilamid miktarina etkisi (Kocadagh
vd., 2012)
Kahve tiiketiminin pozitif etkilerinin yaninda negatif etkilerinin de olmasi
biyoaktif maddeler yoniinden zengin ve saglik acisindan yararl kahveye alternatif
Uiriinlerin arayisina girilmesine neden olmustur (Pourshahidi, 2016). Kahve
olmayan ve kahvenin yerine kullanilan kafeinsiz {iriinlere kahve ikamesi
denilmektedir. Tahil bazli kahve ikamelerinin %60-70"1 genelde kavrulmus arpa
ve cavdar kullanilarak iiretilmektedir. Hindiba (%15-20) ve seker pancar1 (%6-
10) ise kahve ikamelerinde yaygin olarak kullanilan diger maddelerdir
(Samsonowicz, 2019). Ulkemizde de “Pistacia terebinthus’ agacinin meyvesinin
kavrulmasiyla elde edilen menengi¢ kahvesi, kahve ikamesi olarak tiiketilen
tirtinlerden birisidir. Mojska ve Gielecinska (2013) tahil bazli kahve ikamelerinin

yliksek oranda (ortalama 818 ug/kg) akrilamid icerdigini saptamiglardir.
1.1.5.2 Patates

Kizartilmis patates iirtinleri simdiye kadar tespit edilen en yiiksek akrilamid

seviyesine (30-3230 ug/kg) sahip olan gida gruplaridir (Pedreschi vd., 2004). Cig

patates, akrilamid olusumunda 6ncii olan maddeleri (serbest asparajin, glikoz,
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fruktoz) yiiksek seviyede icermektedir. Asparajin patateste en fazla miktarda
(2010-4250 mg/kg) bulunan serbest aminoasittir ve yiiksek sicaklikta Maillard
reaksiyonu araciligiyla akrilamid olusumunda gorev almaktadir (Martin ve Ames,
2001). Patateslerin asparajin icerigi cesit, lokasyon, giibreleme, isleme ve
depolama gibi faktorlerden etkilenmektedir. Akrilamid olusumu patatesin seker
miktartyla da baglantiidir ve ¢ig patates indirgen seker (glikoz+fruktoz)
yoniinden (97-2550 mg/kg) zengin bir gidadir (Mulla vd., 2011).

Yapilan cesitli arastirmalarda ¢ig patatesin glikoz, fruktoz ve asparajin miktari ile
akrilamid olusumu arasinda pozitif, fenolik bilesikler ile akrilamid olusumu
arasinda negatif korelasyonlar saptanmistir (Zhu vd., 2010). Bu nedenle,
akrilamid olusumunun azaltilmas: i¢in diisiik konsantrasyonda fruktoz, glikoz,
asparajin ve yiiksek diizeyde fenolik madde iceren patates cesitlerinin tercih

edilmesi onerilmektedir (Alpozen, 2012).

Powers vd. (2013), 20 Avrupa iilkesinde 2002 ve 2011 yillar1 arasinda 40,455 taze
patates cipsi Orneginde akrilamid taramasi yapmislardir. 2002 yilinda
orneklerdeki ortalama seviyesinin 763,0+91,1 ug/kg oldugunu, 2011 yilina
gelindiginde ise bu degerin diiserek 358,0+2,5 ug/kg rakamina ulastigini

belirlemislerdir.

Razia vd. (2016), Pakistan’da yaygin olarak tiiketilen patates cipsi markalarinin
akrilamid miktarini incelemisler ve cipslerin akrilamid seviyelerinin 27,1+0,65 ile

1323,0+3,0 ug/kg arasinda degistigini belirlemislerdir.

Hasat edildikten sonra 2°C ve 20°C’de depo edilen patateslerden cipsler yapilmis
ve bu firlinlerdeki akrilamid miktar1 GC’de analiz edilmis, 2°C’de depolanan
patateslerden yapilan cipslerin akrilamid seviyesinin 20°C’de depolanan
patateslere gore 10 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Ayrica, cipsin akrilamid
miktar ile ¢ig patatesin glikoz ve fruktoz seviyeleri arasinda pozitif korelasyon

oldugu goriilmiistiir (Chuda vd., 2003).
1.1.5.3 Tahil Uriinleri

Tahil fiirtinleri genis bir tirin yelpazesini kapsamaktadir. Ekmek, biskiivi,

kahvaltilik gevrekler ve tahil bazli bebek mamalari bu iirtinlerden bazilaridir.
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Formiilasyonlardaki ve teknolojilerdeki farkliliklardan dolayi, tahil {iriinlerinin
akrilamid miktar1 degiskenlik gostermektedir (Stadler ve Scholz, 2004). JECFA
(2005) raporunda, ortalama akrilamid seviyesinin ekmeklerde 446 ug/kg,
biskiivilerde 350 ug/kg, kahvaltilik gevreklerde 96 ug/kg ve pizza’da 33 ug/kg

oldugu bildirilmistir.

Unlu mamiilerdeki karbonhidrat akrilamid olusumunda 6nemli rol oynasa da
sinirlayict faktoriin asparajin miktari oldugu bulunmustur (Surdyk vd., 2004).
Vass vd. (2004) bugday krakerindeki indirgen seker surubu yerine siikroz
ekleyince akrilamid seviyesinde %60 oraninda azalma saptamislardir. Benzer
etkiler zencefilli kekte yapilan bir calismada da gozlemlenmistir (Amrein vd.,
2004). Bu durumun nedeni, Maillard reaksiyonunda gorev alan reaktif
karbonillerin (glikoz ve fruktoz’dan gelen) yetersiz hale gelmesi olarak

goriilmektedir.
1.1.5.4 Kurutulmus Meyveler ve Yenilebilir Tohumlar

Kuru erik ve fistiklarin akrilamid seviyesini belirlemek iizerine bir ¢alisma yapilmis
ve akrilamidin kuru erikte 14,7-124,3 ug/kg ve fistikta 10,0-42,9 ug/kg araliginda
degistigi saptanmistir (De Paola vd., 2017). Kuru erik, yas erigin 70-80°C'de 24-
36 saat boyunca kurutulmasiyla elde edilmektedir. Nispeten diisiik sicaklik
(<120°C) uygulanmasina ragmen bu {rilinlerde akrilamid tespit edilmesi, bazi
yollarin diisiik sicaklikta da akrilamid olusumuna neden oldugunu
gostermektedir. Ayrica, kurutma isleminin {riindeki seker ve asparajin
konsantrasyonunu artirmasi akrilamid olusumunu tesvik etmektedir (Amrein vd.,
2007). Olmez vd. (2008) kavrulmus bademlerde 207-313 ug/kg arasinda degisen
bir akrilamid konsantasyonu tespit etmislerdir. Bu durumun nedeni, bademin
yiiksek oranda asparajin (2000-3000 mg/kg), indirgen seker (500-1300 mg/kg)
ve siikroz (2500-5300 mg/kg) icermesi olarak aciklanmaktadir (Alp6zen, 2012).

Amrein vd. (2003) kurutulmus kayis1 ve kurutulmus muzun sirasiyla ortalama 180

mg/kg ve 50 mg/kg akrilamid icerdigini bildirmislerdir.
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1.1.6 Gidalarda Akrilamid Olusumunu Etkileyen Faktorler

Gidanin kompozisyonu ve fiziko-kimyasal 6zellikleri (indirgen sekerler, amino
asitler, yaglar, protein, pH ve nem), isleme kosullar1 (sicaklik ve zaman),
agronomik ve genetik faktorler gidalardaki akrilamid olusumunu etkilemektedir

(Claeys vd., 2005; Friedman ve Levin, 2008).
1.1.6.1 indirgen Sekerler

Sekil 1.11’de gosterildigi iizere indirgen sekerler (glikoz, fruktoz, maltoz, laktoz
ve arabinoz gibi), serbest aldehit veya serbest keton grubuna sahip olan indirgeyici
madde (diger molekiile elektron verebilen) olarak islev gorebilecek molekiillerdir
(Bener vd., 2018). Oksijen ve diger oksidan maddelerle kolayca okside
olmaktadirlar. Bu nedenle, alkali ¢cozeltilerdeki indirgen sekerler; giimiis, civa ve
bakir gibi okside edici metal iyonlarim1 indirgeyebilmektedirler. Ketozlar,

aldozlara gore daha zor tepkimeye girmektedirler.

He 0
N oA 0 )

| A
R RR
Aldehit Grubu Keton Grubu

Sekil 1.11 Aldehit ve keton gruplarinin formiilii

Karbonhidratlar basit (monosakkaritler: glikoz, fruktoz, galaktoz) ve bilesik
karbonhidratlar (polisakkaritler: homopolisakkaritler, heteropolisakkaritler,

glikojen, seliiloz) olarak siniflandirilmaktadir (Anonim, 2013).

Glikoz- Kapali formiilii C¢H;,0¢’dir ve kompleks karbonhidratlarin bilesiminde en
fazla bulunan monosakkarittir (Sekil 1.12). Molekiil yapisinda aldehit grubu

oldugu icin aldoheksozdur.

17



H—C=0

H—C —0H

HO—C —H

I
H —C—OH

H—C—0H

CH ,OH

Sekil 1.12 D-glikozun zincir yapisi

Fruktoz-Kapali formiilii glikoz ile aymidir ve ketoheksozdur (Sekil 1.13).

Cogunlukla glikoz ve siikrozla beraber bulunmaktadir.

THJ'DH
T

HO—C—H

|
H—C—OH

H—C—0H

CH_ OH

Sekil 1.13 Fruktozun zincir yapisi

Siikroz, laktoz, maltoz ve nisasta gibi sekerler 100°C’nin tizerindeki sicakliklarda
asidik pH’da kolay bir sekilde monosakkaritlere hidrolize olmaktadirlar. Termal
islem kompleks karbonhidratlardan monosakkaritlerin siirekli bir sekilde
olusmasina neden olmaktadir (Lingnert vd., 2002). Zyzak vd. (2003) cesitli
monosakkaritlerin (6rnegin glikoz, deoksiglikoz, riboz, gliseraldehit, glisokal)
asparajin ile akrilamid olusturdugunu saptamislardir. Ayrica seker zinciri
kisaldikca akrilamid olusumunun arttig1 belirlenmistir. Seker zinciri kisaldikca,
molekiil halkali bir hemiasetal yap1 olusturmak icin sekil degistirmekte ve
karbonil, asparajinin a-aminiyle niikleofilik atak icin daha kolay erisilebilir hale

gelmektedir (Claeys vd., 2005).
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Kahve gibi indirgen seker seviyesi diisiik gidalarda da akrilamid olustugu
gozlemlenmistir (Alves vd., 2010). Yapilan calismalarda, kahvede akrilamid
olusumunu tetikleyen karbonil kaynaklarindan birinin indirgen olmayan bir seker
olan siikroz oldugu belirlenmistir. Kocadagh vd. (2012) vyesil kahve
cekirdeklerinin 220°C’de kavrulmasiyla tiim siikrozun 15 dakika icinde
parcalandigini  ve karbonil havuzu olusumuna katkida bulundugunu

gostermislerdir.
1.1.6.2 Amino Asitler

Asparajin iizerinden direkt olarak akrilamid olusumu olabilen tek aminoasittir. Bu
nedenle, gidalarda akrilamidin temel kaynagi olarak kabul edilmektedir. Yapilan
kapsamli calismalar, seker ve diger karbonil bilesiklerin akrilamid olusumunda
gerekli bir basamak olan asparajin dekarboksilasyonunda rol oynadigini
gostermektedir. Asparajin ve seker arasinda olusan Schiff bazi, Amadori tiriiniiniin
dekarboksilasyonu i¢in diisiik enerji alternatifi sunmaktadir (Manini vd., 2001).
Bazi amino asitler, termal ayrisma sirasinda dogrudan akrilik asit
tiretebilmektedirler. Bu tiir amino asitler, akrilik asidi akrilamide dontstiirmek

icin amonyaga ihtiya¢ duymaktadirlar.

Gidadaki temel amonyak kaynaklarindan biri serbest amino asitlerdir (Yaylayan
vd., 2005). Sohn ve Ho (1995), 1s1l islem altinda en verimli amonyak iireten amino
asit olarak asparajin, glutamin, sistein ve aspartik asidi tanimlamistir. Tek basina
B-alanin’in deaminasyonu, akrilik asit ve akrilamid olusturabilmektedir. Olusan
asit ortamdaki amonyak ile akrilamid olusturmak icin birlesmektedir. Aspartik
asitten, akrilik asit ve akabinde akrilamid olusabilmektedir. Ancak B-alaninden
farkli olarak glikoz varliginda aspartik asitten daha fazla akrilik asit
tiretilmektedir. Sistein amino asidi ise hidrojen disiilfit molekiiliinii kaybederek

akrilik asit olusturabilmektedir (Sekil 1.14) (Stadler vd., 2003; Yaylayan, 2005).
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Sekil 1.14 Beta-alanin, serin ve sistein tizerinden akrilamid olusum mekanizmasi

Patateste asparajin toplam aminoasidin %40’in1, unda %14’{inii ve cavdarda
%18’ini olusturmaktadir. Ayrica, esit molarda asparajin/glikoz iceren ortamin
akrilamid olusumu icin en ideal oldugu saptanmistir (Claeys vd., 2005). Amino
asitler 1s1l islem goren gidalarda akrilamid olusumunda 6nemli rol oynasa da
patates yumrusundaki asparajin ya da amino asit icerigi ile akrilamid olusumu
arasinda onemli bir korelasyon bulunamamistir (Amrein vd., 2003). Bununla
birlikte, bugday ve cavdar ununda akrilamid olusumu ve asparajin seviyesi

arasinda pozitif korelasyon gozlenmistir (Surdyk vd., 2004).
1.1.6.3 Protein veya Karbonhidrat Yoniinden Zengin Gidalar

Kizartilmis et ve balik iiriinlerinin, patates ve tahil iiriinlerine oranla daha diisiik
miktarda akrilamid icerdigi cesitli calismalarda saptanmistir (Tareke, 2003). Gida
matriksinin, akrilamid olusumu iizerinde cesitli etkileri (artirma, azaltma yada
notr) olabilmektedir. Yapilan bir calismada, bugday ununun ve misir nisastasinin
asparajin  seviyesi patatesteki konsantrasyona denk olacak sekilde
zenginlestirildiginde tirtinlerde olusan akrilamid miktarinin yine de patatestekinin
5’te 1’i seviyesinde oldugu goriilmiistiir. Claeys vd. (2005) akrilamid olusum ve
eliminasyon derecesinin nisastada daha diisiik oldugunu, Biedermann vd. (2002)

ise sigir eti sisteminde akrilamid degradasyonunun daha yiiksek oldugunu
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saptamistir. Bu durum, akrilamid olusumunu degerlendirirken eliminasyon

mekanizmalarini1 da géz 6niinde bulundurmak gerektigini gostermektedir.
1.1.6.4 Yaglar

Yaglarin ve karbonhidratlarin kimyasal yapilar1 bibirinden farkli olsa da lipid
oksidasyon {iriinleri de indirgen sekerler gibi karbonil bilesiklerin olusmasina
neden olmaktadir. Bu karbonil bilesikler serbest asparajin ile birlesip akrilamid
olusturabilmektedir (Bakhtiary vd., 2013). Capuano vd. (2010) doymus yag
iceren triinlerin termal oksidasyona daha az yatkinlik gosterdigini ve bu
iirlinlerde daha az akrilamid olustugunu tespit etmislerdir. Yaglarin termo-
oksidatif stabilitesi; yag asidi kompozisyonunun degistirilmesi ve antioksidan
maddelerin eklenmesi ile gelistirilebilir. Ayrica, yag asidi kompozisyonu ve
yaglarin fonksiyonel 6zellikleri hidrojenasyon, interesterifikasyon ve farkl tiirdeki

yaglarin harmanlanmasi ile degistirilebilir (Chu ve Kung, 1998).

Ehling vd. (2005) yaglarin doymamislik seviyesine bagl olarak asparajinle farkli
miktarlarda akrilamid olusturduklarini saptamislardir (sardalya yag1 (642,0 ug/g
asparajin) > morina karacigeri yagi (435,4 ng/g)> soya fasulyesi yagi (135,8
ug/g)> misir yagi (80,7 ug/g)> zeytinyag (73,6 ug/g)> kanola yagi (70,7
ng/g)> misir yagi (62,1 ug/g) > sigir yagi (59,3 ng/g) > domuz yagi1 (36,0 ug/g)).

Akrilamid olusumunda gorev alan akrolein, gliserol iizerinden veya coklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucunda olusabilmektedir. Yag,
dumanlama noktasinin tizerindeki sicakliklarda isitilirsa gliserol akroleine
parcalanmaktadir (Sekil 1.15). Dumanlama noktasi; yagi bozmadan kag¢ derece
sicakliga kadar kullanabilecegimizi gostermektedir. Kati ve siv1 yaglarin
kararliligini etkileyen diger onemli faktor yag asidi profilidir (doymus yag asidi,
tekli doymamis yag asidi ve ¢coklu doymamis yag asidi). Doyma orani ne derece
yliksekse yag o denli kararli olmakta ve oksidize olmamaktadir. Yiiksek doymus
yag asidi ve diisiik coklu doymamis yag asidi profili iceren yaglarin dumanlama
noktasinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Palm yagi, zeytinyagi, hindistan

cevizi yagi, aycicek yagi, misir yagi, margarin ve tereyaginin dumanlama noktalari
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sirastyla 220°C, 210°C, 180°C, 170°C, 160°C, 150°C ve 110°C'dir (Muchtaridi vd.,
2012).

CH,(OH)-CH(OH)- CH,(OH) — CH,=CH-CHO + 2 H 0

Gliserol Akrolein

Sekil 1.15 Gliserolden akrolein olusumu (Alpozen, 2012).

Bakhtiary vd. (2013) patatesleri kizartmak icin kullanilan yagin cesidinin
akrilamid olusumuna olan etkilerini incelemislerdir. Palm olein yagiyla, susam
yagiyla ya da bunlarin karisimi (50:50, v/v) ile kizartilan patateslerde sirasiyla
1140 ppb, 860 ppb ve 952 ppb seviyesinde akrilamid olustugunu saptamislar. Bu
durumun altinda yatan nedeni susam yaginin termo-oksidatif stabilitesinin diger

denenen yaglardan daha yiiksek olmasi olarak aciklamislardir.

Gertz ve Klostermann (2002) palm olein yaginda kizartilan patateslerin akrilamid
seviyesinin aycicek ve kanola yaginda kizartilanlara gore cok daha yiiksek
oldugunu saptamiglardir. Palm olein yaginin yiiksek miktarda diasilgliserol (%8,0)
ve monoacilgliserol (%0,3-0,5) icermesinin bu durumun nedeni oldugu

diisiiniilmektedir.
1.1.6.5 Gidanin pH1

Akrilamid olusumu, Maillard reaksiyonu gibi sistemin pH'indan etkilenmektedir.
pH, hem sekerin hem de amino gruplarinin reaktivitesini etkilemektedir. Yiiksek
pH, sekerin acik zincir formunu ve amino grubun protonlanmamis formunu reaktif
formlar olarak desteklemektedir. Akrilamid olusumu icin optimum pH 7-8
civarindadir. Asparajin ve glikoz iceren model calismalarda pHin 7’den 4’e
diisiirilmesiyle akrilamidin ciddi oranda diistiigii saptanmistir (Brown, 2003;

Jung vd., 2003).
1.1.6.6 Gidanin Nemi

Akrilamid olusumu temel olarak bir yiizey olay1 gibi goriilmektedir. Sinirli oranda
kabuk olusumu olan tirtinlerde akrilamid seviyesinin diisiik oldugu goriilmiistiir.
Maillard reaksiyonunun nem oraninin %12-18 oldugu ortamlarda en verimli
oldugu belirlenmistir. Ote yandan, diisiik nem oranlarinda sadece akrilamid
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olusumu degil eliminasyonu da hizlanmaktadir. Bu durum, akrilamid seviyesinin

sabit miktarlarda kalmasini saglamaktadir (Eichner ve Karel, 1972).
1.1.6.7 Agronomik Fakto6rler

Siilfat eksikligi kosullarinda yetisen bugdayin asparagin seviyelerinin, yeterli
miktarda siilfat iceren topraklarda yetistirilen gore 30 kat daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Muttucumaru vd., 2006). Bu durum, unlu mamiillerde saptanan
akrilamid seviyelerine de yansimaktadir. Yiiksek asparajin iceren bugday unu ile
hazirlanan iirtinlerde akrilamid seviyesinin 2600-5200 ug/kg, normal kosullarda
yetistirilen bugday unu ile hazirlanan {rtinlerin akrilamid seviyesinin 600-900

ung/kg arasinda degistigi saptanmustir.

Ekmegin akrilamid seviyesi genellikle hamuru hazirlamak icin kullanilan
bugdayin cesidine bagli olarak degismektedir. Akrilamid Oncli maddelerinin
(asparajin, indirgen sekerler gibi) seviyelerini tahil ve patates bitkilerinde
azaltmak icin toprak verimliligi, agronomik ve genetik yaklasimlar aktif olarak

arastirilan alanlardir (Friedman ve Levin, 2008).
1.1.7 Gidalarda Akrilamid Olusumunu Azaltma Stratejileri

Gidalarda akrilamid olusumu azaltmak igin genel olarak 3 strateji {izerinde

durulmaktadir (Pal Murugan vd., 2016):

*Uygun hammaddenin secilmesi,

*Uriiniin formiilasyonu ya da boyutunun degistirilmesi,

*Baz1 On islemlerin uygulanmasi ve proses parametrelerinin degistirilmesi,
1.1.7.1 Uygun Hammadde Se¢imi

Yiiksek miktarda asparajin (2010-4250 mg/kg) iceren patateste, indirgen seker
konsantrasyonu (97-2550 mg/kg) akrilamid olusumunda sinirlayici faktoér olarak
goriilmektedir. Akrilamid oncii maddelerinin konsantrasyonu ise patatesin
cesidinden, tarim ve depolama kosullarindan etkilenmektedir (Pal Murugan vd.,
2016). Shojee-Aliabadi vd. (2013) yaptig1 calismada Sante cesidi patatesin Salava

cesidine gore daha yiiksek miktarda indirgen seker icerdigini ve Sante cesidinden
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yapilan patates cipslerde yiiksek miktarda (8825 ug/kg) akrilamid olustugunu
tespit etmislerdir. Dolayisiyla, diisiik seviyede akrilamid iceren patates cipsi
liretiminde uygun c¢esidin seciminin 6nemli oldugu saptanmustir. Friedman (2003)
1 kg’da maksimum 1 g indirgen seker iceren patatesin secilmesinin akrilamid

azaltiminda 6nemli bir yontem oldugunu belirtmistir.

Giibre kullaniminin ve iriiniin yetistirildigi ¢evrenin 6zelliklerinin mahsillerin
asparajin ve seker seviyeleri {izerinde farkli etkileri olabilmektedir. Siilfiir
yoniinden eksik ortamda yetisen bugdaylarin serbest asparajin seviyesinin daha
yiiksek oldugu ve akrilamid olusum riskini artirdig1 saptanmistir (Curtis vd.,
2009). Benzer sekilde, Lerner vd. (2006) nitrojen (azot) yoniinden zengin giibre
ile yetistirilen bugdaylarin asparajin seviyelerinin daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Asparajin, bitkisel iiriinlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bir
amino asittir. Bitki nitrojeni protein formunda depolayamazsa serbest asparajin
olarak depolamayi tercih etmektedir (Lea vd., 2007). Elmore vd. (2007) siilfiir
eksikliginin patates yumrularinin seker seviyesinde artisa sebep oldugu ama ilging
bir sekilde yumrudan elde edilen iirtinlerin akrilamid seviyesinde azalma
oldugunu belirlemislerdir. Whittaker vd. (2010) ekim yapilan topragin
ozelliklerinin yumrunun mineral icerigini etkiledigini ve indirgen seker icerigi ile
potasyum ve kalsiyum seviyeleri arasinda negatif, demir ve bakir seviyeleri

arasinda pozitif korelasyonlar oldugunu bulmuslardir.

Tarim f{riinlerinin olgunluk seviyesinin iiriiniin indirgen seker ve asparajin
miktarini etkiledigini gosteren calismalar literatiirde yer almaktadir. Ornegin,
erken hasat edilen patates yumrularinin indirgen seker (glikoz, fruktoz)
miktarinin daha ytiiksek oldugu saptanmustir (Seal vd., 2008). Bu nedenle, gec
hasat (olgun) patates yumrularinin kullanilmasi bir baska akrilamid azaltma
stratejisidir. Taze {riinlerin, depolama kosullarinin da akrilamid olusumu
tizerinde etkileri oldugu bilinmektedir. Yumrulu bitkiler, 8°C'den diisiik bir
sicaklikta depolandig1 zaman iirtinde indirgen seker akiimiilasyonu olustugu
goriilmiistiir. Bu nedenle, yumrulu bitkilerin depolama sicakliginin belli bir
derecede (15°C gibi) korunmasi bir baska akrilamid olusumunu Onleme
yontemidir (Viklund vd., 2010).
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1.1.7.2 Uriin Formiilasyonu ya da Boyutunun Degistirilmesi

Uriiniin formiilasyonu ve kompozisyonunun akrilamid olusumu {izerinde énemli
etkileri bulundugu bilinmektedir. Bazi  bilesiklerin eklenmesi veya
uzaklastirllmasinin son iriiniin akrilamid seviyesini etkiledigini gosteren
calismalar literatiirde yer almaktadir. Gokmen vd. (2007) kurabiye hamurunun
seker oram arttikca akrilamid olusumunun arttigini ancak indirgen seker yerine
silkroz eklendigi zaman akrilamid olusumunun azaldigini tespit etmislerdir.
Ayrica, siikroz iceren kurabiye formiilasyonuna sitrik asit eklendigi zaman
akrilamid olusum yatkinliginin artigin1 saptamislardir. Bir baska calismada,
zencefilli keke farkli baharatlar (karanfil, tarcin, yenibahar, beyaz biber, anason,
yildiz anason, kisnis, rezene, hindistan cevizi, kakule, vanilya ve zencefil)
eklemenin akrilamid olusumuna olan etkisi incelenmistir. Sonuclara gore,
hindistan cevizi, rezene, anason veya karanfil ilavesi ile zencefilli kekin akrilamid
iceriginde %23'e varan bir azalma goriilmiistiir. Baharatlarin serbest radikalleri
temizleme aktivitesinin yiiksek olmasi bu sonucun nedeni olarak 6ne siiriilmiistiir.
Ote yandan, tarcin ve kisnis eklenen kek fomiilasyonunun akrilamid seviyesinde
%29’a varan artis saptanmistir. Bu baharatlarda bulunan sinamik asit ve tiirevleri
gibi bilesiklerin akrilamid olusumunu destekleyici etki gosterdigi diisiiniilmektedir

(Markova vd., 2012).

Barutcu vd. (2009) farkli un cesitlerini (soya, nohut ve pirin¢ unu) kullanarak
tavuk harci hazirlamis ve bu harca bulanan tavuklar1 mikrodalgada ya da fritozde
kizartip akrilamid olusumunu incelemislerdir. Farkli un karisimlarina bulanan

kizartilmis tavuklarin akrilamid seviyesinde 6nemli bir degisiklik goriilmemistir.

Kururova vd. (2009) tahil matriksinde inorganik tuz (tek degerli ve iki degerli
kloriirler, hidrojen karbonatlar, fosfatlar ve laktat) kullanmanin akrilamid
olusumuna etkilerini incelemistir. Amonyum hidrojen karbonatin (NH,HCO3;)
akrilamid olusumunu onemli derecede arttirdigi ancak diger organik tuzlarin
akrilamid miktarini azalttig1 goriilmiistiir. Kalsiyum kloriiriin (CaCl,) %90’a varan
seviyelerde akrilamid azaltimi saglayabildigi bilinmektedir. Tuz icermeyen tahil

model sistemi 190°C’de 9 dakika firinlandiginda 603+29 ug/kg seviyesinde
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akrilamid olustugu tespit edilirken sodyum kloriir (NaCl) ve potasyum kloriir
(KCl) kullanilan sistemde akrilamidin 345+19 ug/kg seviyesine diistiigi
belirlenmistir. Akrilamid miktarindaki azalmanin nedeni, tuzun asparajin ve
indirgen seker arasinda Schiff bazi olusmasini inhibe etmesiyle agiklanmaktadir

(Gokmen ve Senyuva, 2007).

Patates kizartmasinda akrilamid {riiniin yiizeyinde olusmaktadir. Bu nedenle,
dilimleme sekli (yiizey hacim orani) ve boyutu son iirtindeki akrilamid oranini
etkilemektedir. Ince kesilmis bir patatesin istenen nem oranina ulasmasi icin ayni
kizartma siiresinde daha az sicakliga ihtiyac duymaktadir ve dolayisiyla daha

diisiik konsantrasyonda akrilamid olusmaktadir (Pal Murugan vd., 2016).
1.1.7.3 On islemler Uygulamak ve Proses Parametrelerini Degistirmek

Gidalara uygulanan oOn islemlerin temel amaci akrilamid Oncii maddelerinin
konsantrasyonunu azaltarak Maillard reaksiyonunun olusmasini minimize
etmektir. Suda bekletme, haslama, antioksidan ve dogal ekstrakt eklemek bu
uygulamalardan bazilaridir. Patatesteki indirgen seker seviyesi dogranmis
patateslerin suda bekletilmesi ile azalmaktadir. Dolayisiyla, distile suda ya da sulu
soliisyonda bekletildikten sonra kizartilan patateslerin akrilamid seviyesi daha
diisiikk olmaktadir. Kita vd. (2004) ¢ig patates dilimlerini 20°C'lik farkli daldirma
soliisyonlarinda (su, sitrik asit ve asetik asit) 60 dakika beklettikten sonra 175°C’lik
palm yaginda 4 dakika kizartmistir. Su, sitrik asit ve asetik asit soliisyonlarina
daldirildiktan sonra patates kizartmalarinda %10, %31 ve %43 oraninda

akrilamid azaltimi saglandig1 goriilmiistiir.

Pedreschi vd. (2004) distile suda 90 dakika bekletilen patates dilimlerinin glikoz
seviyesinin %32 oraninda azaldigini ve farkl siirelerde (40 ve 90 dakika) suda
bekletilip kizartilan patateslerde akrilamid konsantrasyonunun kontrole gore

daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir.

Haslama akrilamid Oncli maddelerini azaltmak icin kullanilan bir baska 6n
islemdir. Viklund vd. (2010) 80°Clik suda 3 dakika haslandiktan sonra kizartilan

farkli cesit patateslerde akrilamid seviyesinin %51-73 seviyesinde diistligiinii
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saptamislardir. Haslama isleminin, patateste bulunan akrilamid Oncii

maddelerinin (asparajin ve indirgen seker) miktarini azalttigini belirlemislerdir.

Fermentasyon isleminin iirtintin akrilamid miktarini azaltmak icin kullanildig:
cesitli calismalar literatiirde yer almaktadir. Laktik asit fermentasyonu
(Lactabacillus plantarum) (120 dak.) uygulanan patates dilimleri kizartildiginda
akrilamid olusumunun %71 oraninda azaldig1 saptanmistir. L. plantaruniun c¢ig
patatesin indirgen seker seviyesini azaltmasi bu durumun nedeni olarak
belirlenmistir. Ayrica, laktik asit bakterilerinin {iriinlerdeki indirgen sekeri laktik
aside doniistiirmesi ve akabinde gida matriksinin pH degerinin diismesi bu
azalmanin bir baska destekcisi olarak goriilmektedir (Baardseth vd., 2006). Nasiri
Esfahani vd. (2017) uygun Lactobacillus susunu (L. rhamnosus) maya ile
birlestirince, sadece maya kullanilarak {iretilen tam-bugday ekmegine gére daha

az akrilamid olustugunu saptamislardir.

Genel olarak Maillard reaksiyonunu etkileyen parametrelerde degisiklik yapilarak
gidadaki akrilamid olusumunu azaltilabilmektedir. Sicaklik, siire ve su aktivitesi
(a,) degerlerinin ayarlanmasi, enzim eklenmesi ya da ideal yag cesidinin
kullanilmas1 akrilamid azaltimi1 elde etmek icin {izerinde calisma yapilan

konulardan bazilaridir (Lingnert vd., 2002).

Amrein vd. (2006) patates matriksindeki nem miktarini %20’nin altina
diisirmenin akrilamid olusumundaki aktivasyon enerjisini artirdigin1 ve
dolayisiyla akrilamid olusumunu azalttigini belirlemislerdir. Ayrica, kizartma

siiresi uzadikca patatesin akrilamid seviyesinin arttigini tespit etmislerdir.

Cieasrova vd. (2006) gidanin neminin ve fiziksel formunun akrilamid olusum
mekanizmasini etkiledigini belirlemislerdir ¢linkii izlenen kimyasal yollar ve

molekiiler hareketlilik {iriiniin su iceriginden etkilenmektedir.

Pedreschi vd. (2004) kizartma yagmin sicakliginin 190°C’den 150°C’ye

indirilmesiyle akrilamid olusumunun azaldigini bulmuslardir.

Becalski vd. (2003) zeytinyaginin, akrilamid olusumunda diger ticari yaglardan
farkli bir karaktere sahip oldugunu belirlemislerdir. Zeytinyagi kullanilarak

kizartilan patates cipslerinin daha ¢ok akrilamid icerdigini tespit etmislerdir.
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Gokmen vd. (2006) bir calismada sicaklik ve siirenin patates kizartmalarinda
akrilamid olumunu etkileyen iki 6nemli faktér oldugunu belirlemislerdir. Isi
transferine ve suyun buharlasmasina karsi gosterilen direnc¢ iiriinde sicaklik
dagilimi olusmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla, iiriintin yiizeyinde ve
merkezinde olusan akrilamid miktarinin esit olmadigi, 190°C’de 3 dakika
kizartilan patateslerin akrilamid miktarinin 150°Cde 9 dakika kizartilan

patateslere gore 40 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.

Firinlama sicakliginin azaltilmasi, iiriiniin akrilamid miktarinin diistiriilmesine
yardimei olabilmektedir. Ornegin, az pisirilen biskiivilerde akrilamid seviyelerinin
énemli 6lciide azaldig1 goriilmiistiir. Ote yandan, bazi firmncilik iiriinlerinde fazla
pisirmenin akrilamid azaltimi sagladig1 saptanmistir. Bunun, yiiksek sicakliklarda
akrilamid olusumu ve yikimi arasindaki dengeden kaynaklandigina
inanilmaktadir. Tim bu ¢alismalarin sonucunda gidalardaki akrilamid miktarinin
tamamen sifirlanmasa da belli bir seviyenin altina diisiiriilebildigi gortilmiistiir

(Stojanovska ve Tomovska, 2015).

Gidalarda akrilamid azaltma yontemlerinden birisi de asparaginaz enzimi
kullanimidir. Mikroorganizmalar (bakteri: E. coli, Erwinia chrysanthemi, Erwinia
carotovora, Pseudomonas aeruginosa, Streptomyces griseus, Acinetobacter
calcoaeticus, Proteus vulgaris, maya: Saccharomyces cerevisiae ya da Kiif:
Aspergillus tamari, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Penicillium spp. ve Fusarium spp.) araciligiyla iiretilen bu enzim {riindeki
asparajin amino asidini aspartik asit ve amonyaga hidrolize etmektedir (Sekil 1.
16) (Arima vd., 1972). Dolayisiyla, ortamda akrilamid olusturabilecek sinirl
miktarda asparajin kalmakta ve akrilamid seviyesi diismektedir. Bu enzim, daha
diisiik hizda da olsa glutamin molekiiliinden amino grubunu ayirabilmektedir.
Duyusal olarak {riinde oOnemli bir degisiklik yapmamasi ve nispeten
uygulamasinin kolay olmasi asparaginaz enzimiyle akrilamid azaltimi yapmay1

nispeten avantajli hale getirmektedir (Batool vd., 2016).
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Lasparajin L aspartik asit Amonyak
Sekil 1.16 L-asparaginaz enziminin genel etki mekanizmasi (Vimal ve Kumar,
2017)

Acrylaway® L 3500 ASNU/g aktiviteye sahip bir siv1 {irindiir. Bir ASNU, spesifik
reaksiyon kosullar1 altinda (pH=7,00=0,05; T=37,0+0,50°C) dakikada bir
mikromol amonyak iireten asparaginaz enzimi miktaridir (Hendriksen vd., 2013).
Bu tez calismasinda da kullanilan Novozymes Acrylaway® L enziminin kahvenin
akrilamid seviyesini disiirdiigiinii gosteren arastirmalar bulunmaktadir
(Novozymes, 2018). Novozymes firmasinin kahvede akrilamid azaltimi icin

onerdigi islem basamaklari asagida yer almaktadir.

Tablo 1.3 Acrylaway® L Enziminin Yesil Kahve Cekirdeklerine Uygulanma

Basamaklar1

1 Yesil kahve cekirdeklerinin 15-45 dakika buhara tutulmasi

2 Yesil kahve/su orani (50:50) olacak sekilde su eklenmesi

3 Karisimin sicakliginin 55-60°C’de tutulmasi

4 Acrylaway® L enziminin 2000-4000 ASNU/kg yesil kahve

cekirdegi olacak sekilde eklenmesi (55-60°C’de) ve 45-60 dakika
bekletilmesi
5 Yesil kahve cekirdeklerinin kurutulmasi, kavrulmasi ve 6giitiilmesi

Kahve cekirdeklerine asparaginaz enzimi uygulandiginda genellikle altta verilen

basamaklar takip edilmektedir (Dria vd., 2007; Lynglev ve Schoesler, 2016).

Yesil kahve cekirdeklerinin temin edilmesi,

Yesil kahve cekirdeklerine 6n islem uygulanmasi,

Yesil kahve cekirdeklerine asparaginaz enzimi uygulanmasi,

Enzimin asparajinle reaksiyona girmesi icin yeterli zamanin verilmesi,

Enzimin deaktivite edilmesi,

A i A

Kahve cekirdeklerinin kavrulmasi,
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Yesil Kahve Cekirdeklerinin Temin Edilmesi: Kahve cekirdekleri, subtropikal
bolgede yetisen kahve agacinin meyveleridir. Arabica, Robusta ya da bunlarin

karisimi bu uygulama i¢in kullanilabilmektedir.

Kahve Gekirdeklerine On islem Uygulanmasi: Enzim eklemeden dnce yesil kahve
cekirdeklerine 6n islem uygulanabilmektedir. Bu 6n islemlerden bazilari kurutma,
yikama, vakum ya da buhar uygulamasidir. On islemler asparajinin cekirdegin
icinden uzaklagsmasina yardim etmektedir. Bu sayede, asparajini indirgeyen enzim
cekirdegin disindaki asparajinle daha fazla kontak kurmakta ve enzim cekirdegin
icine daha tiiniform bir sekilde yayilmaktadir. Kurutmayla cekirdegin porlari
acilmakta ve enzimli soliisyonun cekirdegin icine islemesi icin itici gii¢
olusmaktadir. Kurutma icin farkli yontemler (dondurarak kurutma, vakum
kurutma, firinda kurutma, akigkan yatakli kurutucu gibi) kullanilmaktadir.
Kurutma sicakliginin ¢ok yiiksek olmamasi gerekmektedir. Nem absorpsiyonunda
itici bir glic olmasi icin kurutulan cekirdeklerin nem oraninin %10un altinda
olmasi istenmektedir. Cekirdeklerin su i¢inde bekletilmesi cok fazla tercih edilen
bir yontem degildir ¢iinkii triiniin aromasinda ve kalitesinde olumsuz etkilere

neden olabilmektedir.

Diger bir uygulamada, yesil kahve cekirdekleri oncelikle 5-60 dakika buhara
tutulmakta ve ardindan {izerine su spreylenmektedir. Cekirdeklerin nem oraninin
yaklasik olarak %15’in {izerine ¢ikmasi cekirdeklerin sismesine neden olmakta ve
asparajinin cekirdegin disina cikmasi kolaylasmaktadir. Enzimli soliisyon
uygulandiktan sonra vakum ya da basin¢g uygulamasi yapilmasi enzimin

cekirdegin icine niifuz etmesini saglamaktadir.

Partikiil biiytkligiiniin azaltilmasi ile daha fazla yilizey alani olusmakta ve
soliisyon hizli bir sekilde emilmektedir. Kahve cekirdeklerinin boyutu kirilarak ya
da ogiitiilerek kiiciltiilebilmektedir. Basing suyun ya da enzimli soliisyonun
cekirdege niifus etmesini saglarken vakum cekirdekler arasindaki fazla havanin
uzaklasmasini ve enzimli soliisyonun cekirdeklerin icine daha kolay islemesini

saglamaktadir.

30



Kahve Cekirdeklerine Asparaginaz Enzimi Uygulanmasi: Asparaginaz enzimi,
kahve cekirdeginin icindeki serbest asparajinin amit grubunu hidrolize
edebilmektedir. Toz ya da sivi formda bulunan asparaginaz kahve c¢ekirdeklerine
dokme, spreyleme ya da enzimli soliisyonda bekletmek gibi yontemlerle
uygulanabilmektedir. Firma tarafindan yesil kahve cekirdegi icin tavsiye edilen

doz 2.000-4.000 ASNU/kg yesil kahve cekirdegidir.

Enzimin Asparajinle Reaksiyona Girmesi icin Yeterli Zamanin Verilmesi: Enzimin
asparajinle reaksiyona girmesi icin gereken siire kahve cekirdeginin 6zelliklerine
(6rnegin; kimyasal kompozisyon, asparajin seviyesi, partikiil biiyiikliigii), eklenen
enzimin Ozelliklerine ve wulasilmak istenen asparajin seviyesine gore
degismektedir. Enzim cekirdekle muamele edildikten sonra cekirdegin asparajin
seviyesinde %10-90 seviyesinde bir azalma olabilmektedir. Genel olarak daha
uzun siire enzim muamelesi yapmak daha yiliksek seviyede asparajin diisiisii

saglamaktadir.

Enzimin Deaktivite Edilmesi: Enzim, istenen oranda reaksiyona girdikten sonra
inaktif hale getirilmekte ya da kahve c¢ekirdeklerinden uzaklastirilmaktadir.
Enzim; sicaklik, pH degisikligi, proteaz uygulamasi ya da bunlarin
kombinasyonlar1 ile etkisiz hale getirilebilmektedir. Ayrica, tliketiminde saglik

riski olmayan enzimler {irlinden uzaklastirilmayabilir.

Kahve Cekirdeklerinin Kavrulmasi: Kavrulmus kahve elde etmek icin yesil kahve
cekirdeklerinin  yiliksek sicaklikta kavrulmasi gerekmektedir. Firinda,
mikrodalgada, buharda, infrared ve indiiksiyonlu ocakta kavurma bu tekniklerden
sadece bazilaridir. Asparaginaz enzimi uygulamasinin ardindan kavrulan kahve

cekirdeklerinde %90’a varan akrilamid azaltimi saglanabilmektedir.

Serbest asparajin yoniinden zengin olan gidalarda bu yontemin kullanilmasi daha
uygun goriilmektedir. Bugday kepegi (1,48 g/kg), cavdar kepegi (0,52-0,79 g/kg),
kuskonmaz (1,02-4,73 g/kg), patates yumrusu (0,02-17,0 g/kg) veya yesil kahve
(0,28-0,96 g/kg) yiikksek miktarda asparajin iceren gidalardan bazilaridir.
Amerikan Gida ve flac Kurumu (FDA) asparaginaz enzimini (A. niger, A. oryzae

ve Bacillus subtilis'den iiretilen) saglik acisindan tiiketilmesinde bir sakinca
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olmayan (GRAS) madde olarak onaylamistir (Ciesarova vd., 2006). Novozymes
A/S (Bagsvaerd, Danimarka) firmasinin Acrylaway® markasiyla piyasaya siirdiigii
asparaginaz enzimi (A. oryzaéden iiretilen) 2006 yilinda Amerika’da GRAS
statiistinii kazanmistir. Kat1 ya da sivi formu bulunan bu enzim (Sekil 1.17) i¢in

optimum sicaklik ve pH sirasiyla 60°C ve 7 olarak belirlenmistir (Pedreschi, 2009).

2

T
pr |

Sekil 1.17 Novozymes-Acrylaway® (kat1 ve sivi formu)

Patates matriksinde L-asparaginaz enzimi kullanimiyla ilgili ilk makale Zyzak vd.
(2003) tarafindan yayinlanmistir. Asparaginaz enzimi uygulanan ¢ig patatesin
asparajin seviyesinin %88 oraninda diistiigii, mikrodalga kullanarak pisirilen bu
patates {lirliniiniin akrilamid seviyesinin enzim uygulanmayan patates {iriiniine
gore %99 daha az oldugu raporlanmistir. Bu sonuc, patates iiriinlerinde akrilamid

olusumunda asparajinin 6nemli rol oynadigini géstermektedir.

Kukurova vd. (2009) hamur kizartmasinin akrilamid oranini diisiirmek icin
bugday ununa farkli oranlarda (100 ve 500 ASNU/kg un) asparaginaz enzimi
eklemisler ve hamur kizartmasinin akrilamid konsantrasyonunun %90’lara varan

oranda azaldigini tespit etmislerdir.

Bir grup arastirmaci tarafindan nemlendirilen yesil kahve cekirdeklerine degisen
dozlarda (0-6000 ASNU/kg yesil cekirdek) asparaginaz enzimi laboratuvar
Olceginde uygulanmis ve tiretilen kahvelerde %55-74 oraninda akrilamid azaltimi

saglandig1 gortlmistir (Hendriksen vd., 2013).

Amrein vd. (2004) tarafindan yapilan bir calisma da L-asparaginaz enzimi eklenen

hamurla hazirlanan zencefilli kekte %55 oraninda akrilamid azaltimi elde
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edilmistir. Yine baska bir calismada, hamuruna asparaginaz (300 ASNU/kg un)
enzimi eklenen patatesli krakerin akrilamid seviyesinin %70 oraninda diistiigii

saptanmustir (Vass vd., 2004).
1.1.8 Akrilamid Analiz Yontemleri

Akrilamid diger gida kontaminantlarina goére c¢ok daha yakin zamanda
arastirilmaya baslanan bir konu olmasina ragmen gida analizcileri 2002 yilindan
bu yana gidalarda akrilamid analizi i¢in bircok analitik yontem gelistirmislerdir

(Wenzl vd., 2010).

Literatiir taramasi1 yapildiginda akrilamid analizi icin LC-MS, LC-MS/MS, GC, GC-
MS ve HPLC yontemlerinin yaygin olarak kullanildig1 goriilmektedir (Leung vd.,
2003; Geng vd., 2008). GC yontemi kullanilarak yapilan akrilamid tayinlerinde
genellikle brom tiirevlendirmesi yapilmaktadir. Tiirevlendirme basamagi ise
zahmetli ve zaman alic1 bir islemdir. Tiirevlendirme basamagi gerektirmeyen LC-
MS/MS yontemi oldukca yiiksek hassasiyet ve kararliliga sahiptir. Ancak
akrilamidin ve yavru iyonlarinin diisiik kiitleye sahip olmasi MS detektoriine
gitmeden Once iyonlarin verimli bir temizleme (clean-up) prosediiriine tabi
tutulmas:1 gerekmektedir (Baskan ve Erim, 2007). Tablo 1.4’'de Avrupa’da

laboratuvarlarda akrilamid analizi i¢in kullanilan yontemler gosterilmektedir.

Tablo 1.4 Avrupa’da uygulanan akrilamid analiz yontemleri (Wenzl vd., 2010).

Ulke Resmi Ozel | LCMSya | LC- | GC-MS GC-MS
Lab. Lab. da LC- uv (EI/CI) | (bromlama)
MS/MS

Avusturya X X X

Belcika X X
Isvicre X X X X X
Almanya X X X X X X
Ingiltere X X X
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1.1.8.1 Gaz Kromatografisi Metodu

Akrilamid analizi icin kullanilan GC metodlar1 brom tiirevlendirmeli ve brom
tirevlendirmesiz olarak iki ana grupta toplanmaktadir. Bromlandirma ile
akrilamid daha ucucu bir bilesige donlismekte ve analizin segiciligi artmaktadir.
Prosediir 6nceden hazirlanan bromlulastirma soliisyonunun (KBr, HBr, Br iceren)
eklenmesi ile gerceklestirilmektedir. Ornek hazirlama asamasinda uygulanan 6n
islemlerin gerekliligi matrikse bagli olarak degismektedir. Domates, mantar gibi
matrikslerde tiirevlendirme oOncesinde 0zel bir temizleme prosediiriine gerek
duyulmazken protein yoniinden zengin matrikslerde (et gibi) ek temizleme

islemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Wenzl vd., 2003).

Bromun fazlasi sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi (0,7-1,0 M) ile titrasyon yolu ile
uzaklastirilmaktadir. Bromlandirilmis akrilamid orginal maddeye gore daha az
polardir ve organik coziiciilerde daha kolay c¢oziinmektedir. Genellikle, sulu
fazdan analiti ekstrakte etmek icin etil asetat ya da siklohekzan-etil asetat

karisimlar kullanilmaktadir (Castle, 1993).

Brom tiirevlendirmesiz GC metodunda ise tiirevlendirme basamagi atlanmakta,
ekstraksiyon ve temizleme isleminden sonra ekstraktin akrilamid seviyesi direkt
olarak olciilmektedir. Ekstraksiyon cozeltisi olarak ise genellikle su ve su-organik

¢ozelti (n-propanol ya da 2-butanon) karisimlari kullanilmaktadir (Aktas, 2008).
1.1.8.2 Siv1 Kromatografisi Metodu

Oda sicakligindaki su yayinlanan bir¢cok LC metodunda ekstraksiyon solventi
olarak kullanilmaktadir. Ekstraksiyon asamasi sirasinda 1sitma ya da ultrasonik
banyo islemlerinden kacinilmalidir ¢iinkii bu islemler sirasinda olusabilecek kii¢iik
parcaciklar temizleme asamasinda kullanilan kati faz ekstraksiyon (SPE)
kolonlarini doldurabilmektedirler. Ekstraksiyon islemini yag ayirma islemi takip
etmektedir. Bu islem icin hekzan, toluen veya siklohekzan gibi coziiciiler
kullanilmaktadir. Daha sonra, ekstrakt santrifiij edilip kati faz ekstraksiyonu
gerceklestirilmektedir. Patates ve tahil bazli tirlinlerde yliksek miktarda bulunan
protein, nisasta ve yag gibi maddeler su ektraksiyonundan sonra

uzaklastirilmalidir. Karez ¢ozeltilerinin kullanimu ile yag ve kolloid icermeyen sulu
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bir ekstrakt elde edilebilmektedir. Ancak amino asit gibi kiiciik molekiiller
ortamdan tamamen uzaklastirilamazlar. Patateslerdeki girisim katyon degistirici
yatak iceren bir SPE kartusunun kullanilmasi ile tahillardaki girisim ise lipofilik-
hidrofilik yatakli bir SPE kartusu ile engellenebilir. Akrilamidin metanolde iyi
¢ozlinmesi su yerine metanol kullanilan ekstraksiyon calismalarinin yapilmasini
saglamistir. Metanol ekstraksiyonu sonrasinda Karez muamelesi metanolde
¢ozilinen proteinlerin ¢oktiiriilerek uzaklastirilmasini saglamaktadir. Akrilamidin
kromotografik ayirmasi icin en yaygin kullanilan system ise ters-faz kromatografi
teknigidir (kolon apolar, hareketli faz ise polardir). Hypercarb, u-Bondapack C18
and Acqua C18 akrilamid analizinde en yaygin kullanilan kolon cesitleridir (Ono

vd., 2003; Wenzl vd., 2003).

Bircok temizleme prosediiriinde cesitli kati faz ekstraksiyonlarinin
kombinasyonlarindan yararlanilmaktadir. Bir yaklasimda, Oasis HLB ve Bond-Elut
Accucat kartuslarinin temizleme yapmak icin beraber kullanilmasi 6nerilmektedir.
Oasis HLB (hidrofilik/lipofilik sorbent) kartusu gida Ornegindeki kirlilikleri
uzaklastirmak i¢in ilk olarak kullanilir ardindan 2. temizleme kartusu (Bond-Elut)
yardimiyla akrilamid ekstrakti daha temizlenmis (non-polar bilesikleri tutar) bir
hale getirilmektedir. Bu yontemin akrilamid analizi icin en ideal temizleme teknigi

oldugu yapilan calismalarda gozlemlenmistir (Govaert vd., 2006).

Baska bir calismada, Bond Elut C18, Bond Elut Jr-PSA (anion exchange) ve Bond
Elut Accucat kartuslari yardimiyla 6rnekler temizlenmistir (Takatsuki vd., 2003).
SPE kartuslarinin kullanimi ile akrilamid analizinde daha dogru sonuclar elde

edilmektedir (Alp6zen, 2012).
1.1.9 Geleneksel Tiirk Kahveleri

Kahve sozciigliniin kokeni hakkinda farkhi goriisler bulunmaktadir. Etiyopya’da
(Habesistan) bir sehir olan Kaffa’yva fonetik benzerliginden otiiri bu isimden
tiretildigi  diistiniilmektedir. Aslinda eski Arapcada “kahve” sozcligii
bulunmaktaydi ve icki, sarap, bade ve koku anlaminda kullanilmaktaydi (Hattox,
1996). Kanuni Sultan Siilleyman zamaninda (1520-1566) Osmanlilarin

Kizildeniz’in iki yanina hakim olmas: tizerine Yemen ve Habesistan’da bulunan
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kahve ambarlar1 ve limanlar Tiirklerin kontroliine girmis ve bu doénemde
kahvehaneler araciigiyla kahve Istanbul’da genis Kkitlelerce tiiketilmeye
baslanmistir. Bugiin 70 tilkede kahve iiretilmektedir ve bu iilkeler arasinda
Tirkiye olmadig1 halde biitiin diinyada gecerli olan bir “Tiirk kahvesi” deyimi
bulunmaktadir. Tiirk kahvesi kimliginin olusumunda, kahvenin yayginlasmasini
ve diinya capinda tanminmasimi saglayan Tiirklerin gelistirdikleri kahve i¢me
ritlielleridir. Tirk kahvesinin telvesi, iizerindeki kopiigi, pisirildigi cezvesi ve
ikram edildigi fincan onu diger kahvelerden farkli kilmaktadir (Sekil 1.18).
Kahvenin iizerindeki kopiik icecegin sogumasini ve kokusunun ka¢masini

onlemektedir (Kuzucu ve Koz, 2015).

Sekil 1.18 Geleneksel Tiirk kahvesi cezvesi ve fincan1 (Kuzucu ve Koz, 2015).

Kahve diinyada petrolden sonra en yiiksek ticaret hacmine sahip olan iriindiir
(Yilmaz vd., 2016). Tirkiye'de kahve tiiketimi her yil artiyor olsa da kahve
tiiketimi bireylerin, yas, cinsiyet, meslek, aliskanlik ve gelir diizeylerine gore
farklilik gostermektedir. Yillik kahve tiiketiminin {ilkemizde 45 bin tona (2016
yil1) ulastig1 ve kisi basi ortalama 920 g kahve tiiketildigi saptanmistir. Yapilan
calismalar, Tiirk kahvesi tiiketiminin {ilkemizde gilinlik bir fincan ile
sinirlandirilldigim1 gostermektedir. Ayrica, en cok tercih edilen kahve tiirlerinde
Tiirk kahvesi birinci sirada yer alirken bunu hazir kahve ve filtre kahve takip

etmektedir (Aksit, 2017).

Tirk kahvesini diger kahve cesitlerinden ayiran bir 6zelligi ise en ince ayarda

ogiitiilmiis olmasidir. Ogiitiilmiis parcaciklarinin yaklasik %70’inin 6l¢iisiiniin 75-
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125 mikron arasinda olmasi gerekmektedir. Gereken Ogiitme seviyesine
ulasilamadiginda Tiirk kahvesi kopiikstiz olmakta ve fincanda asir1 tortu

birakmaktadir (Ozgiir, 2019).

Tirkiye’'nin 6zellikle dogusunda yaygin olarak tiiketilen baska geleneksel Tiirk
kahvesi cesitleri de bulunmaktadir. Dibek, Menengic ve Mirra bu kahvelerden en
bilinenleridir (Sekil 1.19) (Yilmaz vd., 2017). Menengi¢ kahvesi “bittim” diye
bilinen yabani Antep fistig1 tiirii olan Pistacia terebinthus adli agacin
meyvelerinden elde edilmektedir. Menengic kahvesi kafein icermeyen, yag orani
ylksek bir icecektir. Menengic kahvesinin pisirilmesinde su ya da siit
kullanilmaktadir. Dibek kahvesinin kahve cekirdekleri, tahta ya da tastan yapilmis
dibek denilen havanlarda doviilmektedir. Tiirk kahvesine gore daha yogun
kivamhdir ve yumusak bir lezzete sahiptir. Tiirk kahvesi cesitleri arasinda
ogiitiilme sekliyle ayrilan bir icecek olan dibek kahvesinin icine damla sakizi ve

degisik aromalar eklenebilmektedir (Anonim, 2018a).

Sekil 1.19 Menengic ve Dibek kahvesi

1.1.10 Kahve ve Aroma

Aroma acisindan fakir olan yesil kahve cekirdegi, fenolik ve antioksidan bilesenler
yoniinden oldukca zengindir. Kahve, aroma ve lezzet bilesiklerine kavrulduktan
sonra kavusmaktadir. Bu nedenle, yesil kahve cekirdeklerinin yiiksek sicakliklarda
kavrulmasi istenilen kahve aromasinin eldesi i¢in zorunludur (Buffo ve Cardelli-
Freire, 2004). Yesil kahve cekirdeklerinin kimyasal kompozisyonu kavurma
esnasindaki aroma olusumunda 6nemli roller oynamaktadir (Fisk vd., 2012).
Maillard reaksiyonu kahvede aroma olusumundan sorumlu reaksiyonlarin basinda

gelmektedir. Amino asitler ve indirgen sekerler reaksiyona girerek azotlu
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heterosiklikler ve kahverengi melanoidinler olusturmaktadir (Sekil 1.20) (Illy ve
Viani, 2005). Bu enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu ile yiizlerce ucucu
bilesik meydana gelmekte ve kahvenin duyusal 0zelliklerine katkida
bulunmaktadir. Seker, amino asit ve klorojenik asit gibi 6nciil maddeler aroma
maddelerinin olusumunu ve kahvenin son lezzetini etkilemektedir (Wong vd.,

2008; Liu vd., 2018).
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Sekil 1.20 Kahve aromasinin olusum mekanizmasi (Poisson vd., 2009; Ayseli,
2015)

Onceki yapilan calismalara gore Arabica kahveler tatli, karamel ve kavrulmus
aromaya Robusta kahveler ise topraksi, baharatli ve kavrulmus aromaya sahiptir
(Blank vd., 1991). Siikroz sekeri, kahvenin organoleptik 6zelliklerinin gelisimi
acisindan onemlidir ve Arabika kahveler Robusta kahvelere gore siikroz acisindan

daha zengindir (Illy ve Viani, 2005).

Kahveler, kavurma isleminde uygulanan sicaklik ve siireye gore az kavrulmus
(light roasted), orta kavrulmus (medium roasted) ve koyu kavrulmus (dark

roasted) olarak simiflandirilmaktadir (Mondello vd., 2005).

Kahvelerin aroma bilesikleri bircok bilim insam1 tarafindan incelenmistir.

Kavrulmus/ogiitiilmiis kahvede farkli kimyasal sinif ve karakterde 700’iin
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lizerinde aroma maddesi belirlenmistir (Blank vd., 1992). Aroma yoniinden zayif
olan yesil kahvede ise bu bilesiklerin tanimlanmasi zordur (Hashim ve Chaveron,
1995). Kahvede bulunan aroma bilesiklerinin %50’sini, furanlar, piranonlar,
tiyofenler, pirazinler, piroller, okzazoller, tiyazoller, piridinler, aminler, siilfiir
bilesikleri olusturmaktadir. Ketonlar (%9,5), fenoller (%9,2), hidrokarbonlar
(%7,8), asitler (%6,9), esterler (%5,8), alkoller (%4,9), aldehitler (%4,4) ve
laktonlar (%1,5) ise kahvede bulunan diger aroma maddeleridir (Ayseli, 2015).

1.1.10.1 Aroma Analizi Yontemleri

Gida oOrneklerinin aroma analizine hazirlanmasi icin genel olarak asagida
belirtilen yontemler kullanilmaktadir (Deibler vd., 1999).

*Solvent Ekstraksiyonu

*Statik Headspace

*Kat1 Gozenekli Polimer

*Kat1 Faz Mikroekstraksiyon (SPME)

Gozenekli polimer emiciler yardimiyla tepe boslugundaki ugucu bilesenlerin
izolasyonu, aroma maddelerinin analizi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Teranishi ve Kint, 1993). Absorpsiyon yontemlerinden biri olan SPME Arthur ve
Pawliszyn (1990) tarafindan gelistirilmistir. SPME teknigi, hava ya da su
matriksindeki maddeleri, ergitilmis silika {izerine polimer kapl fibere ekstrakte
eden basit, hizli, duyarli ve organik ¢oziiciiden bagimsiz bir 6rnek hazirlama
yontemidir. SPME aparatlar ticari olarak tiretilmis durumdadir. SPME aparatinin
en Onemli parcasi ergitilmis silika fiberidir, bu fiber polidimetilsiloksan gibi emici
bir materyalle kaphdir (Yang ve Peppard, 1994). Tepe boslugu (HS) tekniginde,
fiber ornegin iizerindeki tepe bosluguna indirilmekte ve matriksten salinan
analitler fiberin ylizeyine absorbe olmaktadir. Yiizeyde konsantre edilen ucucu
organik analitler bir analitik enstriimanda analiz edilmektedir (Zhang ve

Pawliszyn, 1995).

Petisca vd. (2013), kavurma hizinin espresso kahvede furanlara ve diger ucucu

bilesiklere olan etkisini tespit etmek icin SPME yontemini kullanmistir. Tirk

kahvesi 6rneklerinin ucucu bilesenlerinin gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi

(GC/MS) ile saptanmasinda en uygun izolasyon yonteminin DVB/CAR/PDMS
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fiberin kullanildig1 HS/SPME yontemi oldugu belirlenmistir (Kivanch ve Elmaci,
2015).

Amanpour ve Selli (2016) DB-Wax kolon kullanarak GC-MS cihazinda Tiirk ve
French Press kahvesinin ucgucu bilesenlerini analiz etmistir. Tiirk kahvesinde
furan, lakton, fenolik bilesik, piridin, pirazin, asit, siklopenten, pirol, furanon,
keton, alkol, aldehit ve tiyol aroma grubuna ait toplam 60, French Press
kahvesinde ise toplam 58 bilesik tespit edilmistir. Tespit edilen bilesiklerden
furanlar ve laktonlar en yiiksek seviyede bulunanlardir. Bunun yaninda, 2 kahve
cesidinin ucucu bilesenler profilinin birbirine oldukca benzedigi saptanmistir.
Guaiakol, 2,3-butanedion ve furfuril asetatin en yiiksek koku aktiflik (OAV)
degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Aroma maddelerinin tanimlanmasinda kiitle
spektroskopisinin kiitiiphanesi (MS), aroma maddeleri standartlar1 ve linear

alikonma indisi (LRI) degerlerinden faydalanilmistir.

Ayseli (2015) tarafindan yapilan yiiksek lisans tezinde Tiirk kahvesinin aroma ve
aroma-aktif bilesikleri iizerine farkli kavurma islemlerinin etkisini incelenmistir.
Orta ve koyu kavrulmus Tiirk kahvesi 6rneklerinden sirasiyla 72 ve 57 adet aroma
bilesigi tespit edilmistir. Tiik kahvesindeki aroma bilesiklerinin biiyiik bir kismin1

pirazin ve keton bilesikleri olusturmus, bunlari furan ve fenol bilesikleri izlemistir.
1.1.11 Yanit Yiizey Yontemi

Yanit yiizey yontemleri sahip olduklar1 avantajlardan dolay:1 gida miihendisliginde
islem veriminin ve iriin kabiiliiniin yiiksek olmasi icin kullanilmaktadir. Kolay
optimizasyon ve parametreler arasindaki etkilesimin belirlenebilmesini saglamasi
yontemin baslica avantajlaridir. Bagimsiz degisken deneyde etkisi arastirilan
parametrelere verilen addir. Bagimli degiskenler ise bagimsiz degiskenlere bagh
olarak degisen degiskenlerdir (Ko¢ ve Kaymak-Ertekin, 2010; Turan ve
Altundogan, 2011). Yontem bir grup istatiksel ve matematiksel teknikten
olusmaktadir. Bu teknik sayesinde bagimsiz degiskenlerin proses iizerine olan
etkileri tek tek ve interaksiyonlar halinde incelenebilmektedir. Ardindan, sistemi

tanimlayacak lineer veya polinomiyel fonksiyonlar gelistiriimektedir. Bu sayede,
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daha kolay bir sekilde degiskenlerin optimum degerlerini belirlemek miimkiin

hale gelmektedir (Sagcan, 2016).
1.1.12 Kahve ile ilgili Tebligler

Ogiitiilmiis kahvenin kalite kriterlerini olusturan bazi parametreler (rutubet, kiil,
suda c¢oziinen madde, kafein gibi) Resmi gazetede 2016 yilinda yayinlanan Tiirk
Gida Kodeksi Kahve ve Kahve Ekstraktlari Tebliginde (Teblig No: 2016/7) yer
almaktadir. Bu Teblig, Coffea arabica L., Coffea canephora var. robusta, Coffea

robusta, Coffea liberica tiirlerinden iiretilen kahveleri kapsamaktadir.

Avrupa Birligi’nde icme suyu direktifi (98/83/EC) ve iilkemizde “Insani Tiiketim
Amacl Sular Hakkinda Yonetmeligi” geregi 0,1 pug/L degeri sularda akrilamid icin
sinir deger olarak belirlenmistir (Anonim, 2005). Ancak diinyada hicbir iilkede
kahvede ya da diger gidalarda akrilamid seviyesi icin belirlenmis maksimum bir
limit bulunmamaktadir. Ote yandan, Avrupa Komisyonu'nun yaptiklar: denetimler
sonucunda farkli gida matrikslerinin akrilamid seviyeleri icin Onerdigi gosterge
degerler (indicative values) bulunmaktadir. Kavrulmus kahve (kuru) ve
¢oziinebilir kahve icin bu degerler sirasiyla 450 ve 900 ug/kg olarak belirlenmistir.
Kahve ikameleri icin belirlenmis bir gosterge deger bulunmamaktadir (EFSA,
2012). Firmalarin gida tirtinlerinin belirlenen gosterge degerleri gectigi saptanirsa
iirliniin akrilamid seviyesini diisiirmeleri icin baz1 6nlemler almas: istenmektedir.
Ayrica, gidalardaki HMF seviyesi icin bal matriksi disinda belirlenmis yasal bir

limit bulunmamaktadir (Vorlova vd., 2006).
1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinda, piyasadaki geleneksel Tiirk kahvelerinin bazi kimyasal ve

fiziksel ozelliklerini belirlemenin yaninda diisiik konsantrasyonda akrilamid

iceren ve duyusal o6zelliklerini koruyan Tiirk kahvesi {iretmek i¢in en optimum

asparaginaz enzimi uygulama kosullarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu hedefi gerceklestirebilmek i¢in asagida verilen ¢alismalar yapilmistir:

1. Piyasadan toplanan kahvelerde akrilamid ve bazi fiziko-kimyasal analizlerin
yapilmasi, akrilamid konsantrasyonu ile bu paremetreler arasindaki
korelasyonlarin incelenmesi
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2. Yanit-Yiizey yontemi kullanilarak Merkezi Karma Tasarim’in olusturulmasi
3. Olusturulan Merkezi Karma Tasarim’a gore asparaginaz enzimi
uygulamalarinin yapilmasi ve elde edilen sonuclara gore optimum kosullarin

belirlenmesi
1.3 Hipotez

Bu tez calismasinda, potansiyel bir kanserojen olan akrilamidin miktar1 Tirk
kahvesi {iiretiminin model olarak kullanildig1 sistemde asparaginaz enzimi
uygulamasiyla azaltilacag1 varsayilmaktadir. Asparaginaz enziminin, yesil kahve
cekirdeklerindeki L-asparajin aminoasidini L-aspartik asit ve amonyaga hidrolizini
katalize etmesinin bu azaltimi saglayacagi diisiiniilmektedir ciinkii kahvede
akrilamid olusumunu sinirlayan temel Oncii maddenin asparajin amino asidi

oldugu onceki ¢calismalarda saptanmustir.
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2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Kahve Numuneleri

36 adet paketlenmis geleneksel Tiirk kahvesi 6rnegi (20 Tiirk kahvesi, 8 Dibek ve
8 Menengic¢) Bursa’daki yerel marketlerden temin edilmistir. Orta kavrulmus olan
Tirk kahvesi 6rneklerinin iiretildigi yesil kahve cekirdeklerinin tiirti Arabica’dur.
Tiirk ve dibek kahveleri toz, menengic kahveleri ise macun formundadir. Raf
omriiniin basinda olan ve en yaygin markalardan secilen 6rnekler analiz edilene

dek -18°C'de muhafaza edilmistir.

Projenin liretim kisminda Sen6z kahve firmasindan temin edilen Arabica tiirii yesil

kahve cekirdekleri kullanilmistir.
2.1.2 Enzim

Acrylaway® L siv1 iiriinii 3500 ASNU/g aktiviteye sahiptir ve Novozymes

(Danimarka) firmasindan temin edilmistir.
2.1.3 Alet Ekipman Tanimlari

-S1v1 Kromatografi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS 8040, Shimadzu, Japonya)
-Inertsil ODS-4 (3 pm, 4,6 X150 mm) LC kolonu (GL Sciences, Japonya)
-C18 4x3 mm koruyucu kolon (Phenomenex, Torrance, Kaliforniya, ABD)
-HPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (1100) DAD dedektor (Agilent)
-HPLC (1100) Refraktive Index Detectors-RID 10A (Shimadzu, Japonya)
-HPLC NH,-RP kolon (250mm x 4mm)
-HPLC Eclipse XDB C18 kolon (4,6mm x 150mm x 5u)
-Symmetry C18 kolon (250mm x 4,6mm, 5pm)
-Agilent 7200B Dortlii Uclu Ucus Zamanli GC/MS sistemi (GC/Q-TOF, ABD)
-20 mL amber vial (SU860098, Supelco, Amerika), Silikon/PTFE kapak
(SU860101, Supelco, ABD)
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-Agilent ZB-WAXms kolon (30m x0,25mm x0,25um)

-50/30 um DVB/CAR/PDMS SPME fiber (Supelco, ABD)
-Delonghi kahve &giitiicii (KG521M, Italya)

-Kahve kavurma makinesi (Bar-Well, ABD)

-Su banyosu (Buchi B-491, isvigre)

-Arcelik Tiirk kahvesi pisirme makinasi (Telve, K 3300, Tiirkiye)
-Etiiv (Dedeoglu, Tiirkiye)

-pH metre (Mettler Toledo, ABD)

-Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

-Santrifiij makinesi (Eppendorf 5804, Almanya)

-PTFE filtreler (0,45um)

-Laboratuvar Cam Malzemeleri (Meziir, erlenmayer, balonjoje, pipet vs.)
-Analitik Terazi (+0.001 g hassasiyette) (HM-200, ABD)

-Ulta Saf Su Cihazi

-Mobil Faz Siizme Aparati

-Tip calkalayic1 (Heidolph Schwabach, Almanya)

-Isiticili Manyetik Karistirict (MR 3002, Heidolph, Almanya)
-Vakum pompasi (Heidolph, Rotavac, Almanya)

2.1.4 Kullanilan Kimyasallar

Akrilamid (%99,3) ve akrilamid-d; (500 mg/mlL asetonitril icinde) (AAds)
standartlar1 sirasiyla Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Almanya) ve Sigma-
Aldrich (St. Louis, ABD) firmalarindan temin edilmistir. 5-Hidroksimetil-2-furfural
(%97,9) standardi Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Almanya) firmasindan satin
alinmistir. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), o-fosforik asit (%85) (HsPO,),
potasyum hekzasiyanoferrat (II)-trihidrat (K,Fe(CN)¢)3H,0, c¢inko siilfat
heptahidrat (ZnSO,x7H,0), kafein, glikoz, fruktoz, maltoz, siikroz, asetonitril
(ACN), methanol (MeOH), formik asit (FA) (%98) ve n-hekzan (>%99) Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alinmistir. Oasis HLB (200 mg, 6 mL) ve
Bond Elut-Accucat (200 mg, 3 mL) SPE kartuslari sirasiyla Waters (Milford, ABD)
ve Varian (Sikago, ABD) markalidir.
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L-asparajin, Borate Buffer, Orto-fitalaldehit (OPA) ve 9-flurometil kloroformat
(FMOC) kimyasallar Agilent, Hidroklorik asit (HCI), Sodyum hidroksit (NaOH),
Siilfo Salisilik Asit Sigma-Aldrich markalidir.

Aroma standartlar1 olarak 2,3-biitandion (ChemService), 2-metilpirazin
(ChemService), 2,3-pentandion (ChemService), asetoin (3-hidroksi-2-biitanon)
(LGC), asetik asit (ChemService), furfuril asetat (ChemService), fenol
(ChemService), pirol (ChemService), 2-hekzanol (Ehrenstorfer), 5-hidroksi-2-
furfural (Ehrenstorfer), furfural (2-furfurol, 2-furaldehid) (Ehrenstorfer),
hekzadekanoik asit (Ehrenstorfer), indol (Ehrenstorfer), izovalerik asit
(Ehrenstorfer), maltol (Ehrenstorfer), 2-siklopenten-1-one (LGC), 2-metoksifenol
(guaiakol) (LGC), 2,5-dimetilpirazin (LGC), 3-metil-2-biitenal (LGC),
hidroksiaseton (LGC), p-vinilguaiakol (LGC), pirazin (LGC), vanillin (LGC), 2,3-
dimetilpirazin (Sigma), cis-4-karen (LGC) ve 2,6-dimetilpirazin (Sigma)

kullanilmistir.

2.2 Yontem

Piyasadan toplanan kahve numunelerinde, akrilamid (pg/kg), seker (mg/kg),
HMF (mg/kg), nem (%), protein (%), kil (%), suda ¢oziinen madde (%), kuru
madde (%), kafein (%), pH ve renk analizleri yapilmistir (Sekil 2.1).

*
Akrilamid Analizi
HMF Analini
Kafein Analizi
Seker Analizi
Nem Analizi
Protein Analizi
Dibek Kahvesi Suda Céziinen Madde Analizi
Menengic Kahvesi Kuru Maddde Analizi
pH Analizi
Kiil Analzi
Renk Analizi (L*, a*, b¥)
ﬁ

Sekil 2.1 Piyasadan toplanan kahve drneklerinde gerceklestirilen analizler

Tiirk Kahvesi

Projenin tiretim kisminda enzim uygulanan ve kurutulan yesil kahve cekirdeklerini

kavurmadan once nem, seker ve asparajin amino asidi analizi yapilmstir.
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Kavrulup ogiitiilen kahvede ise akrilamid, aroma, renk ve duyusal analizler

gerceklestirilmistir (Sekil 2.2).

Asparajin amino asidi analizi

. -
YE:E-II kﬂE"re ——— $Ek£‘r analizi
cekirdegi
e Nem analizi

Uzerine degisen dozlarda
enzim spreylenmesi ve
sicak su banyosunda

degisen siirelerde
vakumlu poset icinde
bekletilmesi

Asparajin amino asidi analizi

|Etﬁvtle kurutma _
Seker analizi
(80°C, 2 saat)

MNem analizi

Akrilamid analizi

Renk analizi

\ Aroma analizi

Duyusal analiz

Sekil 2.2 Uretilen kahvelerde gerceklestirilen analizler
2.2.1 Deneysel Tasarim

Yanit yiizey yontemi kullanilarak yesil kahve cekirdeklerine asparaginaz enzimi
uygulama kosullar1 parametrelerinin kahvede akrilamid ve aroma bilesiklerinin
olusumuna olan etkisi incelenmistir. Yanit yiizey yontemi; 3-seviyeli faktoriyel
dizayn, Box-Behnken dizayn ve merkezi karma dizayn olarak kategorilere
ayrilmaktadir. Bu calismada, deneysel tasarim olarak merkezi karma tasarim
(MKT) secilmistir. Bagimsiz degisken olarak doz (X1) ve siire (X2) belirlenmistir.
Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri Tablo 2.1’de

verilmistir.
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Tablo 2.1 Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri

Bagimsiz Fakt6r Seviyeleri

degigkenler Diisiik (-1) Merkez (0) Yiiksek (1)
Doz (ASNU) 0 2000 4000
Siire (dakika) 30 75 120

Tablo 2.2’de uygulanan MKT’ye ait denemelerin degiskenleri (doz ve siire) ve 5

adet merkezi noktal1 13 farkli uygulama iceren deneme deseni verilmistir.

Tablo 2.2 Uygulanan merkezi karma tasarim

Kodlanmig Degigkenler Bagimsiz Degiskenler
Deney no* X1 X2 Doz (ASNU) Siire (dakika)

1 0 -1 2000 30
2 0 0 2000 75
3 -1 0 0 75
4 -1 -1 0 30
5 0 0 2000 75
6 1 0 4000 75
7 -1 1 0 120
8 0 0 2000 75
9 0 0 2000 75
10 1 1 4000 120
11 0 1 2000 120
12 0 0 2000 75
13 1 -1 4000 30

*Rastgele secilmis

n n ri "
Y= a0+ », a:X; + P agXaX; + ) anX® + € (2.1)
=1 1 i=1

=1 i i=1

Modeller Denklem 2.1’de verilen kuadratik (polinomiyel) denkleme gore
belirtilmistir. Burada Y bagimli degisken, X bagimsiz degisken, n bagimsiz

degisken sayisi, a0 sabit katsayi, «; birinci dereceden (dogrusal) denklem katsayisi,
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ay iki faktorlii capraz etkilesim katsayisi oy ikinci dereceden denklem katsayisi ve

¢ deneysel hatadir.
2.2.2 Yesil kahve cekirdeklerinin enzimle muamelesi ve kahve iiretimi

Calismanin iretim kisminda, laboratuvar 6lgeginde iiretilen Tiirk kahvelerinde
asparaginaz enzimi uygulamasinin iriiniin akrilamid konsantrasyonunu nasil
etkiledigi incelenerek en optimum tretim kosulu belirlenmeye calisilmistir. Yesil
kahve cekirdekleri MKT ile belirlenen kosullarda enzimle muamele edilip etiivde
kurutulmus (80°C, 2 saat) ve akabinde ev tipi kavurucuda (180°C, 20 dakika)
kavrulmustur (Sekil 2.3).

P
®

Sekil 2.3 Yesil kahve cekirdeklerinin tartilmasi (180 g) (a), cekirdeklerin
porlarinin acilmasi icin 45 dakika 100°C’lik su buharina tutulmasi (b), farkl
konsantrasyonlardaki (0-4000 ASNU) sulu asparaginaz enzimi soliisyonunun (40
mL, 60°C) cekirdeklerin {izerine spreylenmesi (c), vakum poseti icinde
vakumlanan cekirdeklerin degisen siirelerde (30-120 dakika) 60°Clik su
banyosunda bekletilmesi (d), cekirdeklerin 80°Clik etiivde 2 saat boyunca
kurutulmasi (e), kurutulan cekirdeklerin 180°C'de 20 dakika kavrulmasi (f),
kavrulan cekirdeklerin en ince ayarda ogiitlilmesi (g)

2.2.3 Akrilamid Analizi

2.2.3.1 Akrilamid Standartlarinin Hazirlanmasi

Akrilamid ve akrilamid-d; stok coOzeltileri saf su (%0,1 FA iceren) ile
hazirlanmistir. Bu amacla, 10 mg akrilamid standardi su ile 10 mL’ye
tamamlanarak 993 mg/L’lik akrilamid ana stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Ayrica,

500 mg/L akrilamid-d; standardindan 100 uL alinip su ile 10 mL’ye tamamlanarak
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5 mg/L’lik calisma standardi hazirlanmistir. Stok ve calisma cozeltileri +4°C’de

muhafaza edilmistir.
2.2.3.2 Akrilamid Analizi icin Ornek Hazirlama

Orneklerin akrilamid seviyesini LC-MS/MS cihazinda tespit edebilmek icin Roach
vd. (2003) tarafindan 6nerilen yontemin basamaklari takip edilmistir (Sekil 2.4).
Homojen hale getirilmis érnekten, 50 mL’lik falkon tiipe 1 g tartilmistir. Ornek
tizerine 100 uL. AAd; (5 mg/L) standardi ve 5 mL hekzan eklenip vorteks
yapilmistir. 10 mL saf su eklenip tekrar vortekslendi ve tiip ¢alkalayiciya koyulan
ornek 20 dakika boyunca calkalanmistir. Santrifiij cihazi kullanilarak 9000 rpm’de
15 dakika santrifiij edilmistir. Hekzanh kisim atilip sulu katmandan 5 mL alinip
0,45 um’lik PVDF siringa ucu filtreden siizilmiistiir. 3,5 mL metanol ve 3,5 mL saf
su ile sartlandirilan Oasis HLB kartusa elde edilen siiziintiiden 1,5 mL eklenmistir.
Stizlintii aktiktan sonra 0,5 mL saf su ile kartus yikanmis ve 1,5 mL saf su eklenip
stiziintli bir sisede 2. temizleme (clean-up) icin toplanmistir. 2,5 mL metanol ve
2,5 mL saf su ile sartlandirilan Bond Elut Accucat SPE kartusa elde edilen
stiziintiiniin tamami eklenmis ve 0,5 mL’lik kisitm akitildiktan sonra 1 mL’lik

stiziintdi viale toplanmastir. Vial LC-MS/MS 8040’da analiz edilmistir.

Sekil 2.4 Ogiitiilmiis kahve 6rnegi (a), 1 g kahvenin hassas terazide falkon tiipe
tartilmas1 (b), i¢ standardin 500 ug/kg seviyesinde tartilan kahve iizerine
eklenmesi (c), 5 mL hekzan eklenmesi (d), 10 mL saf su eklenmesi (e), tiipiin
vortekslenmesi (f), tiipiin karistiricida 20 dk calkalanmasi (g), tiipiin santrifiij
edilmesi (h), tiipte ayrilan fazin sulu kismindan 5 ml alinmasi (i), karisimin
filtreden stiziilmesi (j), Oasis HLB kartusla 1. temizleme (clean-up) asamasi (k),
Bond Elut AccuCAT kartusla 2. temizleme asamasi (1), elde edilen ekstraktin
viallenmesi (m)
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2.2.3.3 Kalibrasyon Egrisi

Tablo 2.3’de belirtildigi gibi kalibrasyon egrisini olusturmak icin 1 g 6gitiilmiis
yesil kahve cekirdegine 30, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ug/kg seviyesinde olacak
sekilde akrilamid ve 500 ug/kg seviyesinde olacak sekilde akrilamid-ds;

standartlarindan kirletme yapilmistur.

Tablo 2.3 Kalibrasyon egrisi eldesi icin kullanilan standartlar ve hacimleri

Akrilamid Alinan hacim Akrilamid-d, Alinan hacim
standardinin (uL) standardi (uL)
konsantrasyonu konsantrasyonu
(ug/kg) (ug/kg)
150 200 5000 100
250 200 5000 100
500 200 5000 100
1250 200 5000 100
2500 200 5000 100
5000 200 5000 100

2.2.3.4 Metod Validasyon Parametreleri

LC-MS/MS cihazinin kahve matriksinde akrilamid analizi icin uygun olup
olmadigini anlamak icin asagida verilen parametreler degerlendirilmistir

(Anonim, 2018b).

e Dogrusallik
e Tespit limiti (Limit of Detection, LQD)
e Olciim limiti (Limit of Quantification, LOQ)
e Dogruluk
o Kesinlik (Precision)
Tekrarlanabilirlik (Repeatability)
Tekrar tretilebilirlik (Reproducibility)
o Gerceklik (Trueness)

Geri Kazanim (Recovery)
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Dogrusallik calismasinda, i¢c standart metoduna gore kalibrasyon egrisi
(Akrilamid/Akrilamid-d, konsantrasyon oranina (x-ekseni) karsi
Akrilamid/Akrilamid-d; sinyal orami (y-ekseni)) cizilmistir. Lineer regresyon

analizi uygulanmis ve dogrusal aralik belirlenmistir.

LOD ve LOQ degerleri EURACHEM (1998) rehberine gore belirlenmistir. Denklem
2.2’ye gore standart sapmalar belirlenmis ve standart sapmalarin (s) 3 kat1 LOD,

10 kat1 ise LOQ olarak hesaplanmuistir.

LOD=Cy+3Xs
LOQ= C, +10Xs

Co=Blank 6rnekteki konsantrasyon

5: standart sapma
[
g E(_]_I - 72 x: Oletim sonuglanmn ertalamas (22)
5= N=1 Ki: Her bir Glglm sonuwcu
L N: Yapilan calisma sayisi

Standart sapma degerini belirlemek icin 6giitlilmis yesil kahve cekirdekleri 30
ug/kg seviyesinde akrilamid ve 500 ug/kg seviyesinde akrilamid-ds; ile kirletilerek

toplam 10 adet bagimsiz calisma yapilmistir.

Cihazin ve metodun tekrarlanabilirlik (giin ici) ve tekrar iiretilebilirlik (giinler
arasi) degerleri 6gitiilmiis yesil kahve cekirdeklerine 2 farkli seviyede (30 ve 250
ug/kg) akrilamid ve 500 ug/kg seviyesinde akrilamid-d; spike edilerek 2 analist

tarafindan hesaplanmuistir.

Tekrarlanabilirlik degerini hesaplamak i¢in 2 bagimsiz calisma yapilmistir.
Belirtilen seviyelerde spike yapilan 6rnekler ayni giin icerisinde 6 defa analize

alinmis ve elde edilen sonuclardan tekrarlanabilirlik degeri belirlenmistir.

Tekrar tretilebilirlik degerini belirlemek icin 2 farkli konsantrasyonda akrilamid
ve 500 ug/kg seviyesinde akrilamid-d; ile kirletilen 6rnekler farkli giinler (5 giin)

icinde 6 defa analize alinmistir.

Geri kazanim yiizdesi, 100 ve 250 ug/kg konsantrasyonlarinda olacak sekilde
akrilamid standard: ilave edilerek kirletilen toz yesil kahve cekirdekleri analiz

edilerek belirlenmistir.
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2.2.3.5 Analitik Kosullar

Akrilamid analizi Shimadzu marka LC-MS/MS 8040 cihazinda, elektrospray
iyonizasyon (ESI) ile gerceklestirlmistir. Analitik ayirma icin Inertsil ODS-4V
(150%4,6 mm; 3 um) kolon ve C18 (4x3 mm) koruyucu kolon kullanilmistir. 10
dakikalik bir metod olusturulmus ve izokratik akis (mobil faz A: %0,1 formik asit
iceren (v/v) saf su (%90 oraninda) ve mobil faz B: metanol (%10 oraninda))
kullanilmistir. Akis hizi 0,4 mL/dak. ve enjeksiyon hacmi 20 uL’dir. Kolon firin
sicaklig1 40°C, DL sicakligi ise 250°C’dir. Secilmis iyon goriintiileme modu (SIM)
kullanilmis ve akrilamid i¢in 72,10>55,20>27,20 (m/z) degerleri, i¢ standart icin
75,20>58,15>30,10 (m/z) degerleri taranmistir. Durma siiresi (dwell time)
degeri 151 msec ve Q1 Pre Bias degeri -12,0 V’dir. Carpisma enerjisi (CE)
akrilamid i¢in -15 eV ve akrilamid-d; i¢in -23 eV olarak belirlenmistir. Q3 Pre Bias

(V) voltaj degeri akrilamid i¢in -24, i¢ standart icin -28’dir.

2.2.4 Serbest Amino Asit Analizi

Amino asit analizi Henderson vd. (2000) onerdigi yonteme gore yapilmistir.

2.2.4.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi
Ana Stok Standart Cozeltisi: Toz haldeki asparajin standardindan 100 mg
tartilarak 100 mL’ye kadar 0,1 N HCI (8,28 mL HCI 1000 mL’ye ultra saf su ile

tamamland1) eklendi ve 1000 mg/L (ppm) ana stok hazirlanmustir.

Calisma Cozeltileri: 0,5, 1,25, 2,5 ve 5 mg/L calisma cozeltileri 0,1 N HCI ile

seyreltilerek hazirlanmistir.
2.2.4.2 Serbest Amino Asit Analizi icin Ornek Hazirlama

-Homojen hale getirilmis 6rnekten, 100 mL’lik amber renkli vidali kapakli analiz
sisesi icine 0,5 g tartilmistir.

-Bir miktar ultra saf su eklenerek coziinmesi saglanmis, 1 mL SSA (2,5 g 5-
Stilfosalisilik asit dihidrat tartilip ultra saf su ile 25 mL’ye tamamlanmistir) eklenip
saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

-Ultrasonik su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.

-Numune yiiksek devirde santrifiij (10.900 devir/dak) edildikten sonra berrak
kisimdan alinarak 0,45 um’lik PVDF filtreden siiziilerek HPLC’ye enjekte edilmistir.

52



2.2.4.3 Analitik Kosullar

Mobil Faz A: NaH,PO,H,0 (5,5 gr sodyum dihidrojen fosfat tartilmis, 1 L’ye su ile
tamamlanip, pH 7,8’e 10 N NaOH ile ayarlanmistir)

Mobil Faz B: ACN:MeOH:H,0 (45:45:10, v/v/v)

DAD Dedektor Kosullar::

Dalga boyu | Bant genisligi | Referans dalga boyu Referans bant
(nm) (nm) (nm) genisligi (nm)

338 10 390 20

Kolon Firim1 Sicakligi: 40°C
Akis hizi: 2mlL/dakika

Gradient Program

Zaman (dakika) %B
0 0
1,9 0
18,1 57
18,6 100
22,3 100
23,2 0
26 0

2.2.5 Kafein Analizi

Kafein analizi, Prodolliet ve Bruelhart (1993) tarafindan Onerilen yonteme gore

yapilmuistir.
2.2.5.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi
Tampon Cozelti (0,0125 M KH,PO,)

Potasyum dihidrojen fosfat 1,7 g tartilip, saf su ile ¢oziildiikten sonra 1 Lye
tamamlanmistir. pH 3,5’¢ %5’lik o-fosforik asit ile ayarlanmis, 0,45 pm’lik
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membran filtreden siizme aparati ile siiziildiikten sonra ultrasonik banyoda

degaze edilmistir.
%>5’lik o-fosforik asit

%85’lik o-fosforik asitten 3,4 mL alinip 100 mLlik 6lciilii balonun icine alinarak

¢izgisine tamamlanmuistir.
Carrez Cozeltileri

Carrez I: 7,2 g Cinko siilfat heptahidrat c¢ifte damitik su ile 100 mL’ye

tamamlanmuistir.

Carrez II: 3,4 g Potasyum hexasiyano ferrat (II) trihidrat cifte damitik su ile 100

mlL’ye tamamlanmustir.
Standart Stok Cozeltisi

50 mg standart madde ultrasafsu ile 100 mL’ye tamamlanmis ve bdylece 500

mg/L’lik stok ¢ozelti hazirlanmistir.
Calisma Cozeltileri

500 mg/L’lik stok ¢ozeltiden 0,10 mg/L, 0,25 mg/L, 1 mg/L ve 5 mg/L’lik caligsma

¢ozeltileri ultrasafsu ile seyreltilerek hazirlanmastir.
2.2.5.2 Analitik Kogullar

%90 tampon ve %10 asetonitril iceren karisim mobil faz olarak kullanilmistir.
Dalga boyunu tarayan diyotdizinli (DAD) ile yapilan dalga boyu taramasinda en
yliksek pikin 206 nm'’ye ait oldugu gozlenmistir. Kolon firin1 sicakligi 25°C ve

enjeksiyon hacmi 20 uL’dir.
2.2.5.3 Numunenin Hazirlanmasi

Ornek iyice karistirilarak homojen hale getirilmistir. Ornekten 100 mL’lik élciilii
balon icine 1 g tartilip {izerine 1’er mL Carrez I ve Carrez II ¢ozeltileri, 5 mL
%25’lik amonyak konularak kaynarsu banyosunda 15-20 dakika tutulmustur. Oda
sicakligina sogutulup 100 mL seviyesine saf su ile tamamlanmistir. Ultrasonik
banyoda 10 dakika tutulmustur. 0,45 um’lik enjektor ucu filtresinden stiziilerek

viale alinmustir.
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2.2.6 HMF Analizi

HMF analizi, Prodolliet ve Bruelhart (1993) tarafindan onerilen yonteme gore

yapilmuistir.
2.2.6.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi
Tampon Cozelti (0,0125 M KH,PO.)

Potasyum dihidrojen fosfat 1,7 g tartilip saf su ile c¢oziildiikten sonra 1 L'ye
tamamlanmistir. pH 3,5’e %5’lik o-fosforik asit ile ayarlanmistir. 0,45 um’lik
membrane filtreden slizme aparati ile sliziilmiistiir. Ultrasonik banyoda degaze

edilmistir.
%15’1lik o-fosforik asit

%85’lik o-fosforik asitten 3,4 mL alinip 100 mL’lik 6l¢iilii balonun icine alinarak

cizgisine tamamlanmustir.
Carrez Cozeltileri

Carrez I: 7,2 g Cinko siilfat heptahidrat c¢ifte damitik su ile 100 mL’ye

tamamlanmuistir.

Carrez II: 3,4 g Potasyum hexasiyano ferrat (II) trihidrat cifte damitik su ile 100

mL’ye tamamlanmustir.

Standart Stok Cozeltiler

500 mg/L. HMF standart stok cozeltisi, ultra saf su ile hazirlanmstir.
Calisma Cozeltileri

200 mg/Llik stok cozeltilerden 1, 2, 4 ve 8 mg/L’lik calisma cozeltileri %10

asetonitril iceren ultra saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir.
2.2.6.2 Analitik Kosullar

%90 tampon ve %10 asetonitril iceren karisim mobil faz olarak kullanilmistir.
DAD dedektor ile yapilan dalga boyu taramasinda en yiiksek pikin 285 nm’ye ait

oldugu gozlemlenmistir. Kolon firini sicakligi 25°C ve enjeksiyon hacmi 20 pL’dir.
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2.2.6.3 Numunenin Hazirlanmasi

100 mLlik 6lcii balonu icine 2 g 6rnek tartilip {izerine 1’er mL Carrez I ve Carrez
I ¢ozeltileri eklenerek %10 asetonitril iceren ultra saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmistir. Olcii balonu, ultrasonik banyoda 10 dakika tutulmustur. Berrak
kisimdan bir miktar alinip 0,45 um’lik enjektor ucu filtresinden siiziilerek viale

alinmustir.
2.2.7 Seker Analizi (glikoz, fruktoz, maltoz ve siikroz)

Seker analizleri HPLC cihazinda, AOAC (1979) yontemine gore yapilmistir.
Orneklerde hem indirgen seker (glikoz, fruktoz ve maltoz) hem de indirgen
olmayan sekerlerden biri olan siikroz analizi yapilmustir. Ogiitiilmiis 6rneklerden
5 g santrifiij tiipii icine tartilarak, tizerine 50 mL ultra saf su, 10 mL carrez I (7,2
g Cinko siilfat heptahidrat cifte damitik su ile 100 mL’ye tamamlanmis) ve 10 mL
carrez II (3,4 g Potasyum hekzasiyano ferrat(II)trihidrat cifte damitik su ile 100
mL’ye tamamlanmis) soliisyonlar1 eklenmistir. Numuneler magnetik karistiricida
30 dakika karistirllmis ve yiiksek devirde santrifiij edildikten sonra berrak

kisimdan alinarak 0,45 um’lik filtreden siiziilerek HPLC’ye enjekte edilmistir.
2.2.7.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi
Standart Stok Cozeltisi

1 g standart madde ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanmakta ve boylece %1’lik

(10000 mg/L) stok cozelti hazirlanmis olmaktadir.
Calisma Cozeltileri

Stok ¢oOzeltiden artan konsantrasyonlarda (%0,125, %0,25, %0,5 ve %1,0) glikoz,

fruktoz, maltoz ve siikroz standartlar: ultrasafsu ile seyreltilerek hazirlanmistir.
2.2.7.2 HPLC Sartlar

Refractive Index RID-10A-Shimadzu dedektor ve Shodex NH,-P (250mmx4,6mm)
kolonu kullanilmistir. Mobil faz asetonitril (HPLC saflikta) ve ultra saf su (75:25,
v/v) kullanilarak hazirlanmistir. Kolon firini sicakligi 30°C, enjeksiyon hacmi 10

uL ve akis dakikada 1 mL’dir.
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2.2.8 Protein Analizi

Protein analizleri AOAC (2006) yontemine gore yapilmistir. Ogiitiilmiis 6rnekten
0,25 g tartilarak, LECO FP 528 cihazinda okuma yapilmistir. Aliiminyum folyolara
0,25 g ornek tartilmis ve cihazda %azot (N) olarak sonu¢ alinmistir. Elde edilen
deger hububatlara ait deger olan 5,7 ile carpilarak %protein sonucu cihaz

tarafindan otomatik olarak verilmistir.
2.2.9 pH Analizi

Kahvelerin pH analizleri Murthy ve Manonmani (2009) onerdigi yonteme gore
20°C’de dijital pH-metre kullanilarak yapilmistir. Kahvelerden 5 g tartilip 50 mL
sicak saf su ilave edilmis, iyice karistirlldiktan sonra 20°C’ye sogumasi igin
bekletilmistir. Akabinde, pH metre kullanilarak her bir 6rnegin pH’s1 3 paralel

olacak sekilde tespit edilmistir.

2.2.10 Kiil Analizi
Kavrulmus kahvenin kiil miktar1 TS 13423 (2010)’e gore belirlenmistir. 5 g
ogiitiilmiis kahve krozeye tartilmis ve sabit agirliga ulasincaya kadar 550°C’de
yakilmistir. Ardindan, krozeler firindan cikarilip desikator icinde sogumaya
birakilmis ve oda sicakligina gelince agirligi o6lciilmiistiir. Hesaplamalar Denklem
2.3’e gore yapilmistir.

%Kil = ((M,-M;)/M) X100 (2.3)

M,=Yakmadan sonraki kroze+kiil agirli§i, M,=Sabit tartima getirilen krozenin

agirligi, M=Alinan 6rnegin agirligi

2.2.11 Suda Coziinen Madde Tayini

TS 13423 (2010)’e gore belirlenmistir. Numuneden 2 g tartilip, 250 mL’lik bir
balona alinmis, tlizerine 200 mL su ilave edilerek balon geri sogutucuya
baglanmistir. Hafif bir alev iizerinde bir saat stire ile kaynatilmistir. Sonra
sogutulup siizgec kagidindan 250 mL’lik oOlciili balon icerisine stiziilmiistiir. Her
seferinde 10-15 mL su kullanilarak siizgec kagidi ii¢ kez yikanmistir. Balondaki
siizlintd, su ile 250 ml’ye seyreltilip, iyice calkalanip ve darasi alinmis kapsiile
pipetle 50 mL aktarilip, su banyosunda kuruluga kadar buharlastirilmistir. Etiivde

103£2°C’de bir saat kurutulup, desikatorde sogutulup ve tartilmistir. Yeniden
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etlivde ayni sicaklikta 30 dakika kurutulup, desikatorde sogutulup tartilmistir.
Etlivde kurutma, desikatorde sogutma ve tartma islemleri, birbiri ardina yapilan
iki tartim arasindaki fark 1 mg’dan az oluncaya kadar siirdiiriilmiistiir. En diisiik

deger kaydedilmistir. Hesaplamalar Denklem 2.4’e gore yapilmistir.
SM= (50000 X (m,-m;))/(m X (100-R)) (2.4)

m,: Kapsiiliin, icindeki suda ¢o6ziinen kuru madde ile birlikte kiitlesi (g), m;: Bos
kapsiiliin kiitlesi (g), m: Deney icin alinan numunenin kiitlesi (g), R: Numunedeki

rutubet muhtevasi (kiitlece yiizde olarak)
2.2.12 Nem Analizi

Nem analizleri; kahve (6giitiilmiis) icin TS 13423 (2010)’e gore yapilmistir.
Kavrulmamis yesil kahveden ve kavrulmus kahveden (0giitiilmiis formda) 5 g
ornek, sabit tartima getirilmis nem kaplarina tartilmistir. Ornekler 103+2°C’deki
etlivde sabit tartima gelinceye 6 saat kurutulmustur. Agirlik degisimine dayanarak
gravimetrik yontemle orneklerin nem icgerigi %(w/w) olarak hesaplanmistir.

Analizler 3 paralel olarak gerceklestirilmistir.
2.2.13 Renk Analizi

Kahve numunelerinde L* a* b* renk degerleri renk tayin cihazi
(Spectrophotometer CM-5 Konica Minolta, Japonya) kullanilarak belirlenmistir.
Ayni 6rnek i¢in 3 ayr1 noktada 6l¢tim alinmistir. Z*degeri O (siyah) ile 100 (beyaz)
arasinda degisirken a* ve b* degerleri -60 ve 60 arasinda degismektedir

(Mizukami vd., 2014).

2.2.14 Aroma Analizi

Marin vd. (2008)'nin uyguladigi metod takip edilmistir. Ucucu bilesenlerin
tespitinde GC-QTOF-MS cihazi, izolasyon yontemi olarak HS/SPME teknigi
kullanilmistir. Analiz sirasinda, toz halindeki kahveden 20 mL’lik amber viale 0,6
g tartilmig, 10 mg/L konsantrasyonundaki cis-4-karen’den (i¢ standart) 6rnegin
{izerine 120 uL eklenmis ve vialin kapagi hizlica kapatilmistir. Oncelikle, vial
45°C'deki 1siticili manyetik karistiricida 30 dakika boyunca karistirilmis ve
ardindan vialin tepe bosluguna SPME fiberi (50/30 um DVB/CAR/PDMS)
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daldirilarak 350 rpm'de 30 dakika bekletilerek tepe boslugunda biriken ucucu
bilesenlerin fiber iizerine absorbe edilmesi saglanmistir. Siire sonunda, vialden

cikarilan fiber GC-QTOF-MS cihazina 10 dakika boyunca enjekte edilmistir.

Bilesiklerin LRI degerlerinin belirlenmesi icin n-alkan (Cs-C4o) serisi ayni sartlarda

cihaza verilmistir. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda metanol kullanilmistir.

Piklerin tanisi, standardi bulunan bilesikler i¢in standart ¢ozelti enjekte edilerek,
standardi olmayan bilesikler icin kiitle spektrumunun bilgisayar hafizasindaki
kiitle spektrumlariyla (Wiley, Oil-adams ve Nist) karsilastirilarak yapilmistir. Ic

standard yardimiyla miktar hesab1 yapilmistir.

2.2.14.1 GC-QTOF-MS Kosullar

Kahvelerdeki aroma bilesikleri gaz kromotografisi (Agilent 7890B, ABD)
yardimiyla analiz edilmistir. ZB-WAXms (30mXx0,25mmXx0,25um) kolon
kullanilmistir. Inlet sicaklig1 250°C ve akis hizinin degeri 1,6 mL/dak’dir. Helyum
(20 mL/dak) tasiyic1 gazi ve iyonlastirma icin EI teknigi kullanilmistir. Source
sicaklig1 250°C, elektron enerjisi 70,0 eV, MS aralig1 20-260 m/z ve acquisition
rate 2,0 spectra/s’dir. Sicaklik programi; 40°C'de 5 dakika bekleme ve 40°C'den
180°C'ye dakikada 3°C ve 180°C'den 250°C’ye dakikada 10°C artacak ve 250°C'de
5 dakika sabit kalacak sekilde ayarlanmistir. Her bir Ornek icin gaz

kromatografisine 3 enjeksiyon yapilmistir ve toplam analiz siiresi 64 dakikadir.

2.2.14.2 Aroma Bilesiklerinin Miktarlarinin Hesaplanmasi
Dogrudan enjeksiyonla belirlenen aroma maddelerinin konsantrasyonlari
Denklem 2.5 kullanilarak hesaplanmis ve sonucglar ug/kg (6rnek) cinsinden
verilmistir (Kelly vd., 1999).

Ci=(A/As) x C4«x RF (2.5)

C:: Bilesigin Konsantrasyonu (ug/kg), A:: Bilesigin Pik Alani, Ay: I¢ Standardin Pik
Alani, Cy: I¢ Standardin Konsantrasyonu (2000 ug/kg), RF: Cevap Faktorii (1

olarak alinmaistir)
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2.2.14.3 Alikonma indeksi

Gaz kromatografide, Kovats tarafindan olusturulmus alikonma indeksi alikonma
siirelerini (retention time) sistemden bagimsiz bir sabit haline doniistiirmek icin
kullanilmaktadir. Maddeleri belirlerken alikonma siireleri baz alinarak yapilan
yaklasimlarda Kkarsilasilan en biiyiik problem kromotografik kosullarin ayni
sekilde korunmasini saglamaya calismaktir ¢linkii sicakligin ya da tasiyic1 gazin
basincinin degismesi alikonma siirelerinde ciddi sapmalara neden olabilmektedir

(Dr. Hochmuth, 2019).

Bir analitin alikonma indeksi, analit pikini iki veya daha fazla normal alkan piki
ile kiyaslayarak bulunmaktadir. Bir normal alkanin alikonma indeksi, icerdigi
karbon atomlar sayisinin 100 katidir ve kromatografik kosullardan bagimsizdir
(Besergil, 2019). Linear alikonma indeksi Denklem 2.6 kullanilarak

hesaplanmustir.

LRI=100Xn+100X (m-n) X ((Ty-T,)/(Tx-T,)) (2.6)

LRI=Bilinmeyen maddeye ait kovats alikonma indeksi, Ty=Analiz edilen 6rnege
ait allkonma zamani, T,=Numuneden oOnceki alkanin c¢kis zamani,
Ty=Numuneden sonraki alkanin cikis zamani, m=Numuneden sonra ayrilan

alkanin C sayisi, n= Numuneden 6nce ayrilan alkanin C sayis1
2.2.15 Duyusal Analiz

Bressanello vd. (2017)’nin kullandig1 yonteme gore yapilmistir. Bursa Gida ve
Yem Merkez Arastirma Enstitlisii'nden 8 panelist secilmistir. Amerika Nitelikli
Kahve Birligi (SCAA) protokoliine gore pisirilmis Tiirk kahvesinde (5g/65 mL) 2

asamada duyusal analiz (lezzet profili analizi) gerceklestirilmistir:

1)Hazirlandiktan 3 dakika sonra pisirilen kahvenin aromasinin koklayarak
degerlendilmesi
2) Bir fincan kahvenin kalitesinin tad (karamel/tatli, meyvemsi, kavrulmus,

yanik/dumansi), aroma, acilik ve genel izlenim agisindan degerlendirilmesi

Kahve orneklerinin duyusal 6zellikleri 1-10 6lceginde degerlendirilmistir.
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2.2.16 istatiksel Analiz

Sonuclar SPSS 21 paket (IBM SPSS Statistics 21) programi kullanilarak istatiksel
olarak degerlendirilmistir. Gruplar arasinda belirli bir degiskene bagl olarak
anlamli bir farklilik olup olmadigini belirlemek amaciyla tek faktorlii varyans
analizi (One-way-ANOVA) gerceklestirilmistir. Anlamli fark bulundugu zaman bu
farkin hangi gruplar arasindaki farktan kaynaklandigini belirlemek amaciyla
Duncan testi (Post-hoc analizi) uygulanmistir. Bu analizlerde %95 giiven seviyesi
(p<0,05) dikkate alinmistir. Parametreler arasindaki korelasyonun
belirlenebilmesi icin Pearson korelasyon testi uygulanmistir. Korelasyon

analizinde %95 ve %99 giiven seviyeleri (p<0,05; p<0,01) dikkate alinmistir.

Asparaginaz enzimi uygulamasi icin calismanin planlamasi (merkezi karma
tasarim), elde edilen yanitlarin degerlendirilmesi ve optimum noktalarin
belirlenmesinde Design-Expert 7.0.0 (USA) programi yiizey yanit yOntemi
(Response Surface Method, RSM) kullanilmustir.
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 LC-MS/MS’de Akrilamid Analiz Yonteminin Validasyonu

3.1.1 Dogrusallligin Belirlenmesi

Lineer regresyon analizine gore kalibrasyon egrisinin 30-1.000 ug/kg araliginda
yliksek determinasyon katsayisina (R*=0,999) sahip oldugu saptanmustir (Sekil
3.1). I¢c standart hesaba katilmadiginda determinasyon katsayisinin 0,918 oldugu
goriilmiistiir, bu durum ic¢ standart eklemenin miktarsal analizin dogrulugunu

artirdigini gostermektedir.
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Konsantrasyon orani, Cy,/Cpngs

Sekil 3.1 Akrilamid (AA) ve Akrilamid-d; (AAds) ile kirletilen yesil kahve
cekirdeklerine ait kalibrasyon grafigi

Akrilamid ile kirletilmis (100 ug/kg seviyesinde) yesil kahve cekirdegine (a) ve

Tiirk kahvesine (b) ait kromatogram Sekil 3.2’de gortilmektedir.
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Sekil 3.2 100 ug/kg seviyesinde akrilamid ile kirletilmis 6giitiilmiis yesil kahve
cekirdeginde (a) ve Tiirk kahvesi 6rneginde (b) akrilamid yavru iyonlarina (m/z:
55,20 ve 27,20) ait kromatogramlar

Akrilamid-d; ile kirletilmis (100 ug/kg seviyesinde) yesil kahve cekirdegine (a) ve

Tiirk kahvesine (b) ait kromatogram Sekil 3.3’te goriilmektedir.

(a) (b)
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Sekil 3.3 100 ng/kg seviyesinde akrilamid-d; ile kirletilmis 6giitiilmiis yesil
kahve cekirdeginde (a) ve Tiirk kahvesi 6rneginde (b) akrilamid yavru iyonlarina
(m/z: 58,15 ve 30,10) ait kromatogramlar
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Sekil 3. 2 ve 3. 3’te goriildiigii lizere a ve b sekmesinde yer alan kromatogramlarin
alikonma zamanlar1 arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Bu durumun nedeni,
kahvenin yiliksek miktarda matriks girisimi yapan maddeler icermesidir (Rood,
1998). Dolayisiyla, ekstraksiyon asamasinda her ne kadar temizleme (clean-up)
islemi uygulansa da kahvrulmus kahvenin matriksinde bulunan yag ve pigment

molekiilleri tamemen uzaklastirilamamuistir.
3.1.2 Yoéntemin Saptama Simr ve Olgme Sinirinin Belirlenmesi

Akrilamid analizi icin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 4,6 ve 15,5 ug/kg olarak

tespit edilmistir.
3.1.3 Kesinligin Belirlenmesi

Akrilamid analiti icin tekrarlanabilirlik ve tekrar fiiretilebilirlik degerlerinin
(%RSD) 3,7 ve 7,6 oldugu bulunmustur. Bu sonuclar, %20’nin altinda oldugu i¢in
kabul edilebilir degerlerdir (Lee vd., 2015).

3.1.4 Geri Kazanim Yiizdesinin Belirlenmesi

Yontemin geri kazanim yiizdesinin %99,7 oldugu bulunmustur.
3.2 Piyasadan Toplanan Kahve Ornekleri icin Analiz Bulgulan

3.2.1 Kahve Orneklerinin Akrilamid Miktarlari

Bu calisma ile dibek ve menengic kahvelerinin akrilamid seviyeleri ilk defa
belirlenmistir. Tiirk kahvesi 6rneklerinin akrilamid seviyesi ise ilk defa bu kadar
kapsamli olarak incelenmistir. Toplam 36 kahve 6rneginde (20 Tirk kahvesi, 8
dibek, 8 menengic) akrilamid analizi gerceklestirilmistir. Orneklere ait akrilamid
analizi sonuglar1 Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3’de verilmistir. Analiz edilen kahve
orneklerinin akrilamid miktarinin 31,1+0,6 ile 323,4+54 pg/kg arasinda
degistigi saptanmistir. En yiiksek ortalama akrilamid seviyesi menengic
kahvesinde (240,3 ug/kg) bulunurken bunu Tiirk kahvesi (204,3 pg/kg) ve dibek

kahvesi (78,6 pg/kg) izlemistir. Kahvelerin akrilamid seviyeleri arasindaki

farkliliklarin istatiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Tirk kahvesi oOrneginde benzer sonuclari sunan bagka calismalarda
gerceklestirilmistir. Olmez vd. (2008) tarafindan piyasada satilan 4 Tiirk kahvesi
orneginde akrilamid taramasi yapilmis ve akrilamid seviyesinin 200 ile 336 ug/kg
arasinda degistigini tespit etmislerdir. Tawfik ve El-Ziney (2008) markette satilan
kavrulmus Tiirk kahvelerinin ortalama akrilamid seviyesinin 282 pg/kg oldugunu
belirlemislerdir. Baska bir ¢calismada bu degerin 170-351 pg/kg araliginda oldugu
tespit edilmistir (Friedman, 2003).

Dibek ve menengi¢c kahvelerinin akrilamid seviyeleri ilk defa bu calismayla
belirlenmis olsa da kahve ikame maddelerinin akrilamid seviyelerini belirlemek
amaciyla yapilmais cesitli calismalar literatiirde yer almaktadir (EFSA 2012; Mojska
ve Gielecinska 2013). Yapilan bu calismalarda, kahve ikamelerinin akrilamid

seviyelerinin diger kahve iiriinlerine gore daha yiiksek oldugu saptanmustir.
3.2.2 Kahve Orneklerinin HMF Miktarlar

Tiirk kahvesi 6rneklerinin HMF miktarinin 168,9 mg/kg ile 353,5 mg/kg arasinda
degistigi ve ortalama 260,5 mg/kg seviyesinde HMF icerdigi belirlenmistir (Tablo
3.1). Bu degerler, daha once yapilan baska calismalarin sonuclariyla parelellik
gostermektedir (Murkovic ve Bornik, 2007; Arribas-Lorenzo ve Morales, 2010;
Capuano ve Fogliano, 2011). Tablo 3.2’de belirtildigi iizere dibek kahvelerinin
ortalama HMF seviyesi Tiirk kahvesinden daha diisiiktiir. Menengi¢ kahvesinin,
kahveler arasinda en diisitk HMF konsantrasyonuna (23,82-37,66 mg/kg) sahip

olan kahve oldugu saptanmistir (Tablo 3.3). Kahvelerinin HMF seviyeleri arasinda

istatiksel olarak onemli farkliliklar oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 3.4 Tiirk kahvesi 6rnegine (9 kod numarali) ait HMF kromatogrami
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3.2.3 Kahve Orneklerinin Protein Oranlari

Tiirk kahvesi Orneklerinin protein degerlerinin %9,60-17,06 arasinda degistigi
(Tablo 3.1) ve ortalama protein degerinin %15,23 oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde, Barter (2004) kavrulmus kahvenin protein degerini %13 olarak
bulmustur. Dibek kahvesinin protein seviyesinin Tiirk kahvesine gore daha diisiik
oldugu ve %4,18-11,90 araliginda (ortalama %7,3) degistigi goriilmiistiir (Tablo
3.2). Menengic kahvelerinin ise ortalama %9,27 seviyesinde protein icerdigi
belirlenmistir (Tablo 3.3). Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda kahve

orneklerinin protein degerleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir

(p<0,05).
3.2.4 Kahve Orneklerinin Seker Oranlar

Tiirk kahvesi 6rneklerinin diisiik seviyede glikoz (%TE-0,32) ve fruktoz (%0,03-
0,16) nispeten daha yiiksek miktarda ise siikroz (%0,17-1,06) icerdigi
saptanmistir. Tiirk kahvesindeki toplam indirgen seker miktarinin %0,03-0,39
arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 3.1). Benzer sekilde, Knopp vd. (2006)
tarafindan yapilan bir calismada kuru sekilde islenen (dry processed) yesil kahve
cekirdeklerinin glikoz miktarinin %0,23 oldugu bulunmustur. Tiirk kahvesinde
bulunan fruktoz degeri ise Kroeplien (1974)’nin bulgulariyla uyumluluk

gostermektedir. Stikrozun yesil kahvedeki temel karbonhidrat oldugu

bilinmektedir (Prodolliet vd., 1995; Murkovic ve Derler, 2006).

Dibek kahvesinin glikoz miktarinin Tiirk kahvesine oranla daha yiiksek oldugu
(%0,52-1,67) saptanmustir (Tablo 3.2). Bu durumun, dibek kahvesi iiretiminde tat
vermesi icin eklenen ekstra maddelerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Dibek
kahvesinin fruktoz seviyesinin ise %TE-0,54 araliginda degistigi belirlenmistir.
Dibek kahvesindeki toplam indirgen seker miktarinin %0,52-1,77 degerleri

arasinda; siikroz konsantrasyonunun ise %0,32-1,67 degerleri arasinda degistigi

goriilmiistiir.

Menengic kahvesinde glikoz, fruktoz ve maltoz tespit edilmemistir. Menengic
kahvesinin siikroz sekeri miktarinin %0,11-0,28 degerleri araliginda degistigi

saptanmustir (Tablo 3.3).
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3.2.5 Kahve Orneklerinin Kafein Oranlar

Tirk kahvesinin kuru maddesinde bulunan kafein miktarinin %1,00-1,93
araliginda degistigi saptanmistir (Tablo 3.4). Bulunan bu degerler, Tiirk Gida
Kodeksi Kahve ve Kahve Ekstraktlari Tebliginde kafein icin belirlenen yasal kriterle
(kuru madde esasi tizerinden agirlikca en az %1) uygunluk gostermektedir. Dibek
kahvesinde bulunan kafein miktarinin (%0,14-0,81) Tiirk kahvesine oranla daha
diisiik oldugu gorilmiistiir (Tablo 3.5). Tablo 3.6’da belirtildigi iizere, menengic
kahvesinde kafein saptanmamuistir. Benzer sekilde, Secilmis vd. (2015) menengic
kahvesini kafein icermeyen bitkisel bir kahve alternatifi olarak tanimlamislardir.

Kahve oOrneklerinin kafein degerleri arasindaki farklilik anlamli bulunmustur

(p<0,05).

DAD1 A, Sig=206,16 Ref=off (2018_KAFEIN\KAF_12082018 2018-09-12 15-01-31\K4_2.D)

mAU @
P

%%‘

4 - Kafein

%

500

=%

400

300 ‘ |
|

200 (&
1 b »
. v a
100 Hm |
: || 23 N

o
o J @ o @0 3 ol o~
8 o[ {pee =8 & S o 8 5
- f + .1{‘3;1 o © © e T ) ©
04 — r.k-,) S e — T T —
T T T T T T T T T T T
10 15 20 mi

Sekil 3.5 Tiirk kahvesi 6rnegine (4 kod numarali) ait kafein kromatogrami
3.2.6 Kahvelerin Nem Oranlan

Tiirk kahvesi 6rneklerinin nem oranlar1 %1,30-3,87 araliginda bulunmus (Tablo
3.4), ortalama nem degeri %1,89 olarak hesaplanmistir. Bulunan nem oranlari,
Teblig’de belirtilen agirlikca en cok %5 olmali kriterine uymaktadir. Dibek
kahvesinin nem oranlarinin %2,16-3,75 araliginda, menengic kahvesinin ise

%0,84-1,66 araliginda degistigi belirlenmistir (Tablo 3.5 ve 3.6).
3.2.7 Kahve Orneklerinin pH Degerleri

Tiirk kahvesinin pH degerinin 4,93 ile 6,41 arasinda; Dibek kahvesinin ise 5,55-
7,04 arasinda degistigi goriilmiistiir (Tablo 3.4 ve 3.5). Menengic kahvesinin pH
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degerinin (5,23-5,46) ise diger kahve gruplarina goére daha diisiik oldugu
saptanmistir (Tablo 3.6).

3.2.8 Kahve Orneklerinin Kiil Oranlari

Kuru madde tizerinden yapilan hesaplamada Tiirk kahvesinin kiil oran1 %3,10 ile
4,94 arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 3.4). Bulunan bu degerler, yasal
limitlerle (%3,0-6,0) uygunluk gostermektedir. Tablo 3.5’de gosterildigi lizere
dibek kahvesinin kiil miktar1 kuru maddede %2,59 ile 4,09 degerleri arasinda
degismistir. Menengic kahvesinin ise kuru maddede kiil miktarinin %2,50 ile 3,87

arasinda oldugu bulunmustur (Tablo 3.6).
3.2.9 Kahve Orneklerinin Suda C6ziinen Madde Oranlari

Tiirk kahvesi oOrneklerinin kuru maddede suda coziinen madde oranlarinin
%21,91 ile 47,33 arasinda, dibek kahvesinde ise %57,95-94,50 arasinda degistigi
saptanmistir (Tablo 3.4 ve 3.5). Menengic kahvesinde ise suda c¢oziinen madde

oraninin kuru maddede %9,91-11,01 oldugu bulunmustur (Tablo 3.6).
3.2.10 Kahve Orneklerinin Kuru Madde Oranlari

Tirk kahvesi 6rneklerinin kuru madde oranlar1 %96,13-98,80 araliginda, dibek
kahvesinin %96,23-97,83 araliginda oldugu saptanmistir (Tablo 3.4 ve 3.5).
Menengic kahvesinin kuru madde oraninin ise %98,41-99,45 araliginda degistigi

belirlenmistir (Tablo 3.6).
3.2.11 Kahve Orneklerinin Renk Degerleri (L*, a*, b*

Tablo 3.3 gorildiigi lizere Tiirk kahvelerinin L% a* ve b* degerlerinin sirasiyla
40,73-46,72; 5,91-8,38 ve 6,05-12,01 araliginda degistigi bulunmustur. L*
degerine gore Tirk kahvelerinin orta kavrulmus oldugu belirlenmistir. Dibek
kahvesinin L *degerinin 49,52-65,75 araliginda, a *degerinin 5,61-7,70 araliginda
ve b* degerinin 9,61-13,85 araliginda degistigi saptanmistir (Tablo 3.4). Koyu
renkte ve pilire formunda olan Menengic kahvesinin Z* a* ve b* degerlerinin
sirasiyla 28,96-29,49; 2,14-2,39 ve 1,86-2,27 araliginda oldugu hesaplanmistir

(Tablo 3.5). Kahve 6rneginin rengi koyulastikca L% a*ve b*degerlerinin azaldig1
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saptanmistir. Benzer sekilde, Jokanovié¢ vd. (2012) kahveler kavruldukca Z* a*ve

b*degerinin distiigiini belirlemislerdir.
3.2.12 Akrilamid Seviyesi ile Diger Parametreler Arasindaki Korelasyonlar

Simdiye degin Tiirk kahvesinin akrilamid konsantrasyonu ile bazi fiziko-kimyasal
ozellikleri arasindaki korelasyonlari inceleyen bir calisma yapilmamistir. Bu
calismada, orneklerin akrilamid konsantrasyonu ile protein, seker, HMF, nem, pH,
suda ¢oOziinen madde, kiil, kafein, kuru madde ve renk degerleri arasindaki

korelasyonlar Pearson korelasyon testi ile arastirilmistir.

Tiirk kahvesi 6rneklerinin akrilamid konsantrasyonu ile HMF degerleri arasinda,
pozitif yonde anlamli bir korelasyon (r=0,698, p<0,01) bulunmustur. Yani
orneklerden akrilamid degeri fazla olanin, HMF konsantrasyonu da yiiksek
bulunmustur. Bu durumun altinda yatan nedenin, her iki bilesiginde Maillard
reaksiyonunun {iriinii olmasi oldugu disiiniilmektedir (Akillioglu ve Gokmen
2014). Miao vd. (2014) yaptig: bir calismada patates cipsinde akrilamid ve HMF
olusumu arasinda pozitif iliski oldugunu saptamislardir. Benzer sekilde, dibek ve
menengic kahvelerinin akrilamid ve HMF konsantrasyonlari arasinda giiclii pozitif

korelasyonlar (r=0,932, p<0,01 ver=0,957, p<0,01) oldugu tespit edilmistir.

Tirk kahvesi 6rneklerinin akrilamid konsantrasyonu ile glikoz, fruktoz ve toplam
indirgen seker konsantrasyonlari arasinda anlamli bir korelasyon bulunamamustir.
Tiirk kahvelerinin akrilamid ile siikroz miktarlar1 arasinda, pozitif yonde anlamli
bir korelasyon (r=0,503, p<0,01) bulunmustur. Bulunan bu sonuclar, kahvede
akrilamid olusumunda sinirlayic faktoriin indirgen sekerler olmadigi bulgusunu
desteklemektedir (Bagdonaite vd., 2008). Ayrica, Kocadagh vd. (2012) tarafindan
yapilan bir calismada siikroz dekompozisyonu ile olusan neo-karbonillerin
kahvede akrilamid olusumunda 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Dibek kahvesi
orneklerinin akrilamid konsantrasyonu ile glikoz ve fruktoz konsantrasyonlari
arasinda 6nemli bir korelasyon bulunamamuistir. Dibek kahvesinin toplam indirgen
seker ve akrilamid miktar1 arasinda zayif pozitif korelasyon (r=0,496, p<0,05)
oldugu saptanmistir. Dibek kahvesinin akrilamid ve siikroz konsantrasyonu

arasinda pozitif korelasyon (r=0,707, p<0,01) oldugu bulunmustur. Yine benzer
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sekilde, menengic kahvesinin akrilamid ve siikroz konsantrasyonu arasinda

anlamli pozitif korelasyon (r=0,604, p<0,01) oldugu belirlenmistir.

Kahve orneklerinin akrilamid konsantrasyonu ile protein degerleri arasinda ve
yine akrilamid konsantrasyonu ile pH degerleri arasinda anlamli bir korelasyon

bulunamamaistir (p>0,05; p>0,01).

Tiirk kahvesi 6rneklerinin akrilamid konsantrasyonu ve kafein degerleri arasinda
anlamli bir korelasyon bulunmamisken, dibek kahvesinin akrilamid
konsantrasyonu ile kafein degerleri arasinda anlamli pozitif bir korelasyon
(r=0,473, p<0,05) bulunmustur. Bu pozitif iliski beklenen bir sonuctur ¢iinkii
kafein ve akrilamid seviyesi kavurma isleminden benzer sekilde etkilenmekte ve
kavurma siiresi arttikca kafein miktar1 azalmaya baslamaktadir (Wanyika vd.,

2010).

Kahvelerin akrilamid miktari ile kiil, suda ¢6ziinen madde, nem ve kuru madde

miktarlar1 arasinda anlamli bir iliski saptanmamustir (p>0,05; p>0,01).

Renk analizleri sonuclarina gore Tiirk kahvesinin akrilamid seviyesi ile L*
degerleri arasinda diisiik pozitif korelasyon (r=0,292, p<0,05) saptanmistir.
Benzer sekilde, Summa vd. (2007) fazla kavrulan yani L* degeri diisiik olan
kahvelerin akrilamid miktarinin daha diisiik oldugunu bulmuslardir. Ote yandan,
dibek kahvesi orneklerinin akrilamid konsantrasyonu ile L* degerleri arasinda,
negatif yonde anlamli bir korelasyon (r=-0,504, p<0,05) bulunmustur. Bu negatif
korelasyonun nedeninin dibek kahvesinin icine katilan acik renkli maddeler
oldugu diistiniilmektedir. Z*degeri en diisiik olan menengic¢ kahvesinin akrilamid
seviyesinin en diisiik olmadig1 goriilmiistiir. Bu durumun menengi¢ kahvesi ve
Tilrk kahvesi iiretiminde farkli hammaddelerin (cekirdeklerin) kullanilmasi ve
liretim proseslerinin farkli olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Tiirk ve
menengi¢ kahvelerinin akrilamid konsantrasyonu ile a* ve b* degerleri arasinda
anlaml bir korelasyon belirlenmemisken dibek kahvesinin a*degeri ile akrilamid
konsantrasyonu arasinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon (r=0,588, p<0,01)
saptanmistir. Benzer sekilde, Pedreschi vd. (2005) patates cipslerinin a* degerleri

ve akrilamid konsantrasyonlari arasinda pozitif iliski bulmustur.
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Tablo 3.1 Tiirk kahvelerinde belirlenen akrilamid, HMF, protein, glikoz, fruktoz,

Ornek = Akrilamid

no (ug/kg)

1 154,431+
7,67

2 131,121+
3,42

3 158,95'+
5,12

4 218,37%+
5,11

5 193,07+
7,45

6 155,381+
3,06

7 182,768+
4,10

8 215,57°+
1,55

9 276,35%+
7,10

10 218,73%x
5,91

11 252,07+
2,82

12 270,10+
1,99

13 160,021
0,17

14 190,63+
4,02

15  225,13¢+
1,02

16 | 216,30°+
4,49

HMF
(mg/kg)

210,18+
8,40
185,251+
3,88
222,45+
6,27
273,094+
4,10
260,52+
0,92
220,398+
2,08
222,57+
2,34
272,104+
5,52
330,40+
4,12
353,47+
8,57
318,59+
3,26
270,55%+
7,80
245,678+
6,43
275,004+
2,00
246,408+
6,41
272,374+
4,99

Protein

Glikoz

(%,w/wW) (g/

16,42+
0,07
17,06+
0,38
16,46+
0,08
16,07+
0,07
16,62+
0,05
16,30+
0,05
16,70+
0,03
9,600+
0,07
16,218+
0,03
15,891+
0,05
14,71'+
0,07
16,61+
0,06
15,471+
0,07
11,52+
0,06
14,52m+
0,05
16,584+
0,04

100g)

T.E.

T.E.

T.E.

T.E.

T.E.

T.E.

T.E.

0,20°=+

0,01

T.E.

T.E.

0,32+

0,01

T.E.

T.E.

0,144+

0,01

0,10°=%

0,01
T.E.
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toplam indirgen seker ve siikroz degerleri®

Fruktoz

(g/
100g)

0,10%f+
0,01
0,09+
0,01
0,104+
0,01
0,120+
0,02
0,12bc+
0,01
0,10%f+
0,01
0,115+
0,01
0,05'+
0,01
0,09+
0,01
0,031+
0,01
0,078+
0,01
0,10%f+
0,01
0,11%de+
0,01
0,120+
0,01
0,15+
0,01
0,12bc+
0,01

Toplam
indirgen
seker
(g/100g)

0,10bcde+
0,01
0,09+
0,01
0,10bcde+
0,01
0,12f¢+
0,01
0,12+
0,02
0,104+
0,01
0,11¢%f+
0,01
0,250+
0,02
0,09°+
0,01
0,032+
0,01
0,39%+
0,02
0,10Pde+
0,01
0,171bedel +
0,01
0,271+
0,01
0,251+
0,01
0,12¢fe+
0,01

Siikroz

(g/
100g)

0,378x
0,01
0,231+
0,01
0,368+
0,01
0,21+
0,01
0,28+
0,01
0,388+
0,01
0,17%+
0,01
1,01°+
0,01
0,98+
0,03
0,56+
0,01
1,052=
0,01
0,32+
0,01
0,56+
0,02
1,062+
0,01
0,84+
0,01
0,22+
0,01



17 197,10+ | 267,31%f+ 16,76+ T.E. 0,13+ 0,138 0,281+

5,56 5,73 0,05 0,01 0,01 0,01
18 174,73"+  262,47¢+  16,14%= T.E. 0,11¢+ 0,11+ 0,18
4,41 6,36 0,04 0,01 0,01 0,01
19 212,47°+ 168,93+  9,74°+ 0,17+  0,07'+ 0,24+ 1,02+
5,85 2,90 0,06 0,02 0,01 0,01 0,01
20 283,000+ 33127+ 1525k T.E. 0,162+ 0,16+ 0,949+
3,21 3,86 0,06 0,02 0,02 0,02

Ayn1 siitundaki farkli harfler Duncan testine gore farkli gruplar1 ifade etmektedir
(Ortalama=Standart sapma (SD), n=3).

PTespit Edilemedi.

Tablo 3.2 Dibek kahvelerinde belirlenen akrilamid, HMF, protein, glikoz,
fruktoz, toplam indirgen seker ve siikroz degerleri®

Ornek = Akrilamid HMF Protein Glikoz Fruktoz Toplam Stikroz
no (ng/kg)  (mg/kg)  (%,w/w)  (g/100g)  (g/100g) indirgen  (g/100g)
seker
(g/100g)
1 106,83+  146,37°+= 6,224+ 1,13+ 0,54+ 1,67°+ 1,672+
3,12 1,28 0,13 0,10 0,02 0,11 0,03
2 134,44°+ 162,91’ 9,52+ 0,734= 0,034+ 0,534+ 1,20+
4,30 3,53 0,37 0,05 0,01 0,04 0,05
3 169,46°+ | 242.25°+ 6,10+ 1,672+ 0,11°+ 1,772+ 0,62°+
3,68 3,76 0,11 0,05 0,01 0,04 0,01
4 31,120+ 47,16+ = 4,18+ 1,275+ 0,06¢+ 1,29¢+ 0,328+
0,57 4,24 0,05 0,10 0,01 0,04 0,01
5 42.41¢+ 106,479+ 5,39+ 1,220+ 0,10°=+ 1,32¢+ 0,45+
1,27 2,78 0,07 0,03 0,01 0,03 0,01
6 77,574+ 162,85+ 6,219+ 0,694+ 0,034+ 0,724+ 0,96+
2,87 4,91 0,13 0,02 0,01 0,02 0,06
7 33,55+ 46,82+ 8,94+ 0,57¢+ T.E. 0,57¢+ 0,659+
1,17 2,38 0,37 0,03 0,03 0,07
8 33,69'+  53,43°+  11,90°+ 0,52¢+ T.E. 0,52¢=+ 0,724+
1,77 0,80 0,10 0,03 0,03 0,09

aAyni siitundaki farkli harfler Duncan testine gore farkli gruplari ifade etmektedir (Ort+SD, n=3).
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Tablo 3.3 Menengic¢ kahvelerinde belirlenen akrilamid, HMF, protein, glikoz,
fruktoz, toplam indirgen seker ve siikroz degerleri®

Ornek = Akrilamid HMF Protein Glikoz Fruktoz Toplam Siikroz
no (ug/kg)  (mg/kg) (%, w/w) — (g/100g)  (g/100g)  indirgen  (g/100g)
seker
(g/100g)

1 154,678+  23,82f+ 9,15+ T.E. T.E. T.E. 0,11+
3,91 0,13 0,41 0,01

2 165,00+ = 24,48+ 9,31°+ T.E. T.E. T.E. 0,27+
2,57 0,15 0,05 0,02

3 323,403+ 36,36+ 9,250+ T.E. T.E. T.E. 0,282+
5,40 0,13 0,24 0,01

4 307,17°+ 34,13+ 8,45+ T.E. T.E. T.E. 0,267+
4,26 0,10 0,07 0,01

5 320,00°+ @ 37,66’ 10,322=*0, T.E. T.E. T.E. 0,23+
2,88 0,16 14 0,01

6 197,27¢+ 26,224+ 9,06°+ T.E. T.E. T.E. 0,12¢+
2,79 0,11 0,15 0,01

7 209,374+ 26,08¢+ 9,38+ T.E. T.E. T.E. 0,154+
1,76 0,25 0,09 0,02

8 245,20°+ = 34,03+ 9,220+ T.E. T.E. T.E. 0,22°+
6,21 0,06 0,11 0,02

aAyni siitundaki farkli harfler Duncan testine gore farkli gruplari ifade etmektedir (Ort+SD, n=3).

Tablo 3.4 Tiirk kahvelerinde belirlenen kafein, kuru madde, nem, pH, kiil, suda
coziinen madde, renk degerleri®

Orn.  Kafein Kuru Nem pH Kil Suda Renk Parametreleri
no (%) madde = (%,w/w) (%) ¢Oziinen : ’
(%) madde L a’ b*
(%)

1 1,37°+  97,1f+ 1,65+ 5,02¢f+ = 472+ | 24,0349+  41,56"+ @ 6,87f+ @ 7,668+
0,10 0,01 0,04 0,02 0,06 0,08 0,69 0,07 0,14
2 1,39+ 98 2be+ 1,760+ 5,12de+ 4,932+ 21,912+ 41,768+ | 6,31'+  6,72"+
0,06 0,01 0,03 0,01 0,03 0,66 0,12 0,06 0,17
3 1,35+ 98,3+ 1,671+ 5,149+ | 4,59°x | 22 95%c+ 42 42¢t+ 7 14+ 8,16+
0,10 0,01 0,02 0,02 0,07 0,95 0,07 0,08 0,17
4 1,30+ 984®+ 145"+  500M+ 4,47%+ 2489+ 41 17Mx 6,12+ 6,27+
0,05 0,01 0,04 0,02 0,05 0,59 0,06 0,05 0,07
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

1,33+
0,10
1,36+
0,04
1,29b¢+
0,05
1,014+
0,04
1,22¢+
0,03
1,35+
0,05
1,109+
0,01
1,93+
0,03
1,34bc+
0,01
1,024+
0,05
1,22¢+
0,03
1,30P+
0,10
1,33be+
0,02
1,320+
0,10
1,004+
0,01
1,220+
0,08

97,8%+
0,01
98,1+
0,01
98,0bcd+
0,01
97,1'x
0,01
98,3+
0,01
98,20+
0,01
97,6%+
0,01
98,0Pd+
0,00
98,72+
0,01
97,5¢+
0,01
96,18+
0,01
98,8+
0,01
98,0+
0,01
98,20+
0,01
97,6'+
0,01
98,5+
0,01

1,52!+
0,02
1,650+
0,02
1,35"+=
0,04
2,24¢+
0,04
1,661+
0,03
1,76M+
0,05
2,07¢x
0,02
1,888+
0,04
1,307+
0,02
2,164+
0,03
3,87=
0,03
1,60%k+
0,04
2,21+
0,04
1,95+
0,05
2,545+
0,03
1,558+
0,05

5,05+
0,01
5,04fehi+
0,01
5,220+
0,02
6,39+
0,01
4,99'+
0,03
4,93+
0,03
6,412+
0,02
5,038hi+
0,03
5,07¢f%8+
0,03
5,40°+
0,04
5,41b+
0,03
5,00M +
0,02
5,05+
0,02
5,220+
0,01
6,392+
0,01
4,991+
0,01

4,42¢+
0,04
4,56+
0,05
4,720+
0,04
4,198+
0,05
4,35+
0,07
4,198+
0,07
4.94°+
0,18
4,28+
0,07
4,218+
0,03
3,101+
0,08
4,08+
0,04
4,484+
0,07
4,41°+=
0,03
4,72+
0,04
4,198+
0,05
4,35+
0,07

22,51+
0,12
22,64+
0,97
30,698+
1,02
36,910+
0,66
23,50+
0,38
23,95%4+
0,68
27,65+
0,75
25,41+
0,31
23,714+
0,65
47,33i+
0,36
26,01¢=
0,86
24,894+
0,59
22,51%+
0,12
30,698+
1,02
36,910+
0,66
23,500+
0,38

42,34f%8+
0,03
42,41+
0,05
40,731+
0,19
44,45+
0,48
41,58+
0,29
43,324+
0,24
46,53+
0,46
44,17+
0,97
43,08%+
0,07
46,67+
0,01
46,722+
0,05
41,21hi+
0,02
42,34f+
0,23
40,731+
0,18
45,15+
0,88
42,58+
0,29

6,708+
0,08
6,897+
0,04
5,91+
0,13
7,504+
0,10
6,36+
0,13
7,68+
0,15
7,85+
0,06
7,434+
0,10
6,95+
0,32
8,272+
0,11
8,382+
0,03
6.12!+
0,02
6,708+
0,02
5,92+
0,05
7,509+
0,10
6,36+
0,13

7,778
0,07
7,96%+
0,05
6,041+
0,08
9,92¢+
0,22
6,90"+
0,26

9,304+
0,13
11,01°+
0,11
9,75+
0,39
8,79+
0,27
11,97+
0,09
12,012=
0,10
6.271+
0,15
7,778=%
0,15
6,05+
0,13
9,79+
0,21
6,88"+
0,22

aAyni siitundaki farkli harfler Duncan testine gore farkli gruplari ifade etmektedir (Ort+SD, n=3).
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Tablo 3.5 Dibek kahvelerinde belirlenen kafein, kuru madde, nem, pH, kiil, suda
coziinen madde, renk degerleri®

Orn.  Kafein
no (%)

1 0,32¢+
0,01

2 0,812+
0,01

3 0,384+
0,02

4 0,14+
0,01

5 0,374+
0,01

6 0,47°+
0,02

7 0,369=
0,01

8 0,41+
0,02

Kuru
madde
(%)
97,069+
0,01
97,56+
0,01
97,04+
0,01
97,19+
0,01
97,17+
0,01
97,832+
0,01
97,04°=
0,01
96,23+
0,01

Nem

(%,w/w)

2,93+
0,01
2,44¢+
0,01
2,96+
0,01
2,834+
0,01
2,844+
0,01
2,16+
0,01
2,96+
0,01
3,75+
0,01

pH

6,48+
0,03
5,55+
0,02
6,40°=
0,03
7,042+
0,01
6,78+
0,01
7,03+
0,01
6,920+
0,02
6,81+
0,01

Kiil
(%)

3,85+
0,05
3,114+
0,01
3,87°%=
0,02
2,59+
0,02
3,88+
0,03
3,98+
0,06
2,88+
0,02
4,09°+
0,03

SCM
(%)

72,02+
0,60
57,95+
0,10
71,018x
0,16
94,50+
0,06
75,08+
0,11
78,794+
0,48
87,97°=
0,17
82,03+
0,32

Renk Parametreleri

L

51,82f+
0,02
49,528+
0,02
63,44+
0,05
63,920+
0,07
61,149+
0,01
53,81°+
0,19
65,74°+
0,10
65,75+
0,02

o

a*

6,274+
0,02
6,94°+
0,02
6,55+
0,03
5,61+
0,02
5,81¢+
0,02
7,70+
0,06
5,65+
0,03
5,63+
0,05

b*

9,610+
0,03

10,798+

0,01
13,26+
0,02
11,69+
0,01
11,89+
0,02
13,85+
0,02
12,90+
0,02
12,864+
0,01

aAyni siitundaki farkli harfler Duncan testine gore farkli gruplari ifade etmektedir (Ort+SD, n=3).

Tablo 3.6 Menengic kahvelerinde belirlenen kafein, kuru madde, nem, pH, kiil,

Orn. | Kafein

no (%)
1 T.E.
2 T.E.
3 T.E.
4 T.E
5 T.E.

Kuru
madde
(%)

98,41+
0,04
98,46+
0,03
98,43+
0,05
98,344+
0,01

98,49+
0,08

Nem

(%,w/w)

1,54+
0,02
1,56+
0,02
1,65+
0,03
1,662+
0,01

1,48+
0,02

pH

5,46+
0,03
5,23+
0,01
5,24+
0,01
5,23+
0,01
5,29+
0,01

75

Kiil
(%)
2,504+
0,02
3,872x
0,02
2,73+
0,16
3,14v+
0,19

3,728+
0,12

suda ¢6ziinen madde, renk degerleri®

SCM
(%)

10,43+
0,06
10,15+
0,07
10,56+
0,06
9,917+
0,08

11,012+
0,05

Renk Parametreleri

29,27+
0,06
28,964+
0,01
29,292+
0,10
29,462+
0,04

29,49+
0,02

a*
2,32bc+
0,03
2,18%+
0,02
2,24%+
0,03
2,32+
0,05

2,32+
0,10

b
1,969+
0,01
1,924+
0,02
1,86%+
0,06
1,93+
0,03

2,270+
0,07



6 T.E. 99,45+ 0,84°+ 5,37°+  2,65¢+ 10,319+ | 29,15+ 222+ 208+

0,03 0,02 0,02 0,04 0,04 0,02 0,02 0,03

7 | T.E. 9856+  1,17¢+ 527%+ 305+ 10,44+ 28,99+ 214°+ 1,94

0,05 0,04 0,02 0,04 0,06 0,02 0,01 0,04
8 TE. 9843+ 1,18« 530+ 313b+ 10,09+ 29,16°+ 239%+ 217+
0,03 0,05 0,02 0,04 0,07 0,04 0,01 0,06

aAyni siitundaki farkli harfler Duncan testine gore farkli gruplari ifade etmektedir (Ort+SD, n=3).

3.3 Uretilen Kahvelere iligkin Bulgular

3.3.1 Asparaginaz Enzimi Uygulamasi

Bu calismada, Novozymes firmasinin oOnerdigi enzim uygulama kosullarina
uyulmaya Ozen gosterilmistir. Yesil kahve cekirdekleri 45 dakika 100°Clik su
buharina maruz birakilmis ve 180 g yesil kahve cekirdegi tizerine 40 mL enzim
iceren su (0-4000 ASNU/kg yesil kahve cekirdegi olacak sekilde) spreylenmistir.
Vakum posetinde vakum pompasi yardimiyla vakumlanan cekirdekler, 60°C’lik su
banyosunda 30-120 dakika arasinda degisen siirelerde bekletilmistir. Son olarak,

etlivde 80°C’de 2 saat kurutulup akabinde ev tipi kavurucuda kavrulmustur.
3.3.2 Kahve Kavurmasi Sirasinda Akrilamid Olusumunun Engellenmesi

Akrilamid azaltimi yapmak amaciyla asparaginaz enzimi uygulamasi
gerceklestirebilmek icin MKT’ye gore bagimsiz degiskenler ve deger araliklari
girilerek calisilacak deney kosullar1 tablosu elde edilmistir (Tablo 2.2). Bu
kosullarda deney yapilarak elde edilen bagimli degisken olan akrilamid verileri
ug/kg cinsinden tespit edilmistir. Laboratuvar sartlarinda kavrulan ve 6giitiilen
kahvelerde akrilamid analizi yapilmustir. Uretilen kahvelerin akrilamid seviyesinin

210,0%4,0 ile 331,0+2,0 ug/kg araliginda degistigi saptanmistir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7 Akrilamid Analizi Sonuglari

Deney no Akrilamid (ug/kg)
1 290,0+2,0
2 227,0+3,0
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3 300,0+3,0
4 331,0%2,0
5 232,0+4,0
6 227,0+2,0
7 285,0+5,0
8 217,0+3,0
9 210,0+4,0
10 250,0+4,0
11 225,0+3,0
12 220,0+5,0
13 229,0+3,0

Matematiksel optimizasyona gore farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde
asparaginaz enzimi ile muamele edilen yesil kahve cekirdeklerini laboratuvar
kosullarinda ev tipi kavurucuda 180°C’de kavurarak toplam 13 adet kahve

tiretilmistir (Sekil 3.6).

Firmadan temin edilen yesil kahve cekirdegi toz haline getirildikten sonra serbest
asparajin amino asidi analizi yapilmistir. Yesil kahve cekirdeklerinin serbest
asparajin miktar1 710,0=5,0 mg/kg olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde, yesil
kahvede akrilamid olusumuna katkida bulunan asparajin miktarinin 200-1000
mg/kg araliginda degistigi yapilan onceki calismalarda saptanmistir (Guenther
vd., 2007). Yine Murkovic ve Derler (2006), yesil kahve cekirdeklerinin asparajin

konsantrasyonunun 280 ile 960 mg/kg araliginda degistigini saptamislardir.

Kurutma asamasindan sonra Ogiitlilen yesil kahve cekirdeklerinin asparajin
konsantrasyonunun 566,3+7,8 ile 673,3*4,2 mg/kg araliginda oldugu
belirlenmistir (Tablo 3.8). Bu degerleri belirleyebilmek icin degisen
konsantrasyonlarda asparajin standartlar1t HPLC cihazinda okutulmustur (Sekil

3.7)

Ayrica, lretilen kahve orneklerinin akrilamid konsantrasyonlar ile yesil kahve

cekirdeklerinin asparajin miktarlar1 arasinda, orta diizeyde pozitif iliski (r=0,669,
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p<0,01) oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, Lantz vd. (2006) yesil kahve
cekirdeklerinin asparajin konsantrasyonu ile bu c¢ekirdeklerin kavrulmasiyla elde

edilen kahvelerin akrilamid konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon

saptamislardir.
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Deney 13 Yesil Kahve Cekirdekleri

Sekil 3.6 Uretilen kahveler

Tablo 3.8 Kurutma asamasindan sonra yesil kahve cekirdeklerinin asparajin

konsantrasyonlari
Deney no Asparajin (mg/kg)

1 673,3+4,2
2 579,7+2,5
3 604,7+4,7
4 671,7+3,5
5 626,0+4,0
6 621,7+5,0
7 656,0=6,6
8 617,7+2,5
9 566,3+7,8
10 647,0+6,3
11 616,0=5,6
12 623,7+3,8
13 582,0+7,2

81



mAl

0.8+

06+

044

0.2+

0.2+

DAD1 A, Sig=338,10 Ref=330,20 (AMINOASIT2019\AA 14062019 2019-06-14 17-20-10\ASP_S5PPM.D)

Sekil 3.7 Asparajin standardina (5 mg/kg) ait kromatogram

MKT kullanilarak belirlenen deneysel parametreler icin elde edilen akrilamid

cevaplar1 Tablo 3.7’de verilmistir. Olusturulan modellerin deneysel verileri ne

Olclide karsiladig1 varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir (Tablo 3.9). Bu

yontemle her bir faktériin kuadratik etkilerinin yanitlar iizerindeki istatistiksel

onemlilikleri %95 giivenlik seviyesinde Fischer (F-testi) testi uygulanarak

belirlenmistir. Onerilen modelin sistemin gercek yamitina uygun bir yaklasim olup

olmadigina, “lack of fit” den kaynaklanan hatanin 6nemsiz ve regresyondan

kaynaklanan varyasyonun %95 giivenlik seviyesinde 6nemli olmasi1 kosuluyla

karar verilmistir. Ayrica, modelin uygunlugu regresyon Kkatsayis1 (R?*) ve

diizeltilmis regresyon katsayisi (Adj-R?) kullanilarak test edilmistir.

Tablo 3.9 Akrilamid Yanit1 icin ANOVA sonuglar1

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamanin | F degeri | pdegeri
toplamu derecesi | karesi (mean Prop>F
(sum of (DF) square)
squares)
Model 16230.93 5 3246.19 13.46 0.0018 Onemli
A-Doz 7350.00 1 7350.00 30.47 0.0009
B-Siire 1350.00 1 1350.00 5.60 0.00499
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AB 1122.25 1 1122.25 4.65 0.0679

A? 2440.21 1 2440.21 10.12 0.0155

B? 1554.50 1554.50 6.45 0.0387

Arta Kalan 1688.30 7 241.19

(Residual)

Uyum Eksikligi 1393.50 3 464.50 6.30 0.0537 Onemli
(Lack of Fit) degil
Hata (Pure 294.80 4 73.70

Error)

Diizeltmis 17919.23 12

Toplam

Elde edilen sonuclarin anlamli olabilmesi icin modelde p degerinin 0,05’in altinda
olmasi1 gerekmektedir. Elde edilen 0,0018 degeri ve yiiksek F-degeri (13,46)
modelin anlamli oldugunu gostermektedir (Tablo 3.9). Bagimsiz degisken olan
konsantrasyon ve muamele siiresine ait p degerlerinin 0,05’in altinda olmasi
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde akrilamid olusumunu etkiledigini
gostermektedir. Paremetreler icinde en yiiksek p degerine sahip olan muamele
siiresi akrilamid olusumunda en az etkiye sahiptir. Ayrica, modelin basarili olmasi
icin uyum eksikliginin anlamli olmamasi1 (p>0,05) gerekmektedir. 0,0537 olan
uyum eksikligi degeri, oOngoriilen esitligin  degiskenlerin herhangi bir
kombinasyonunda akrilamid konsantrasyonunu onermek icin yeterli oldugunu

gostermektedir.

0,9058 olan R* degeri toplam degisimin %90,58’inin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yalmizca %9,42’unun modelle ifade
edilemeyecegini gostermektedir. Tablo 3.10’da belirtildigi {izere R* ve Adj-R?
degerlerinin 1’e ve birbirine yakin olmasi modelin basarisinin bir gostergesidir
(Ersan ve Acikel, 2014; Sagcan, 2016). %C.V. (coefficient of variation) degeri
6,23’diir.

Deneysel tasarimlara uygun olarak yapilan deneylerde elde edilen akrilamid

degerleri regresyon analizine tabi tutularak asagidaki esitlik elde edilmistir.
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Akrilamid icin elde edilen esitlikteki pozitif ve negatif isaretler sirasiyla sinerjik ve

antagonistik etkileri gostermektedir (Garba vd., 2014).

Alailamid (ppb) (Y1) =+224.79-35.00%A-15.00*B+16.75*A*B+  (3.1)
20.72*A* 4+ 23.72*B? (coded factors)

Y1, akrilamid olusumu i¢in tahmin edilen yanittir (predicted response). A ve B

kodlarn sirasiyla enzim dozu ve siire yerine kullanilmistir. Akrilamid icin elde

edilen Denklem 3.1 incelendiginde A ve B katsayisinin negatif deger almasi1 doz

ve siirenin artirilmasiyla akrilamid olusumunun azaldigini gostermektedir.

Gergeklik (authenticity), 11,893 olan adeg-precision (ses/giiriiltii) degerine
bakilarak degerlendirilmistir (Tablo 3.10). Bu degerin 4’iin iistiinde olmasi model

icin uygundur.

Tablo 3.10 Kuadratik model icin istatistiksel verilerin 6zeti

Response R? Adj-R? Pred-R?> | Adeq-Pre | Std.Dev Mean | %C.V.

Akrilamid 0.9058 0.8385 0.2721 11.893 15.53 249.46 | 6.23

Sekil 3.8’da beklenen ve gozlenen degerler arasindaki iliski verilmistir. Goriildiigii
lizere beklenen ve gozlenen akrilamid degerleri arasinda cok fazla farklilik
gozlenmemektedir. Akrilamid olusumuna deneysel parametrelerin etkisi yiizey

yanit grafigi cizilerek gosterilmistir (Sekil 3.9).

350.00 —

315.00 —

Beklenen 23000 —

24500 —

210.00 —

210.00 24375 277.50 31124 34499

Giozlenen

Sekil 3.8 Akrilamid icin beklenen ve gozlenen deger arasindaki iligki
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Design-Expert® Software

Akrilamid

I331
210 350

X1=A: konsantrasyon 315
X2 =B:sire

Akrilamid

B: stre

4000.00
—500 3000.00
1000.00 2000.00

30.00 0.00

A: konsantrasyon
Sekil 3.9 Akrilamide ait yiizey grafigi (3D goriintimii)

Akrilamid olusumu acisindan optimum nokta; 3110,2 ASNU ve 80,4 dakika olarak

bulunmustur. Bu noktada elde edilen minimum akrilamid konsantrasyonu 214

ug/kg’dir (istenebilirlik degeri (desirability value): 0,965).
3.3.3 Uretilen Kahvelerin Renk Degerleri

Kavrulan kahvelerde renk analizi gerceklestirilmistir. Orneklere ait L% a*ve b*
degerleri Tablo 3.11’da verilmektedir. Kahvelerin L* degerinin 40,89-41,98

arasinda degistigi yani kahvelerin orta kavrulmus oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.11 Uretilen kahvelerin renk degerleri

Deney no L* a* b*
1 41,98+0,01 7,75+0,02 9,82+0,03
2 41,69+0,03 7,71x0,01 9,72+0,02
3 41,64+0,01 7,70+0,02 9,68+0,02
4 41,02+0,03 7,62+0,04 9,61+0,03
S 41,55+0,04 7,80=0,03 9,59+0,01
6 41,61+0,05 7,62+0,06 9,30+0,06
7 40,99+0,04 7,49+0,05 9,10+0,05
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8 41,95+0,02 7,70+0,03 9,75%0,01
9 40,95+0,01 7,30+0,05 9,05%+0,02
10 40,89+0,03 7,15+0,04 9,01+0,04
11 41,45+0,01 7,56+0,03 9,17+0,02
12 41,96+0,02 7,95+0,03 9,89+0,01
13 41,74+0,04 7,82+0,03 9,31+0,02

3.3.4 Uretim Asamasinda Kahve Orneklerinin Nem Oranlan

Firmadan temin edilen yesil kahve cekirdeklerinin nem degerinin %9,08 oldugu
tespit edilmistir. Benzer sekilde, Caporaso vd. (2018) mikrobiyel gelismeyi
onlemek ve duyusal kaliteyi korumak icin %8,0-12,5 araliinda nem iceriginin

yesil kahve cekirdekleri icin kabul edilebilir oldugunu belirtmislerdir.

Sulu enzim soliisyonu ile muamele edilen ve etiivde kurutulan yesil kahve
cekirdeklerinin nem miktarinin %7,40-8,29 arasinda degistigi saptanmistir (Tablo
3.12). Bu degerler, enzim uygulamasindan sonra yesil kahve cekirdekleri nem
icerigi %7-12 araliginda olacak bicimde kurutulmali Onerisiyle uygunluk

gostermektedir (Lynglev ve Schoesler, 2016).

Tablo 3.12 Kahve Orneklerinin Nem Oranlar1

Nem (%)
1 7,67
7,40
7,93
7,80
7,94
7,93
8,07
8,29

Deney no

0 | O il | W] DN
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9 8,18
10 8,21
11 8,15
12 8,26
13 8,28

3.3.5 Uretim Asamasinda Kahve Orneklerinin Seker Oranlar

Firmadan temin edilen yesil kahve cekirdeklerinin glikoz, fruktoz ve siikroz
konsantrasyonlarinin sirastyla %0,22, %0,37 ve %7,00 oldugu belirlenmistir.
Benzer sekilde, Clarke ve Vitzthum (2008) yesil arabika tiirti kahve ¢ekirdeklerinin
%6,25-8,45 araliginda degisen bir siikroz icerigine sahip oldugunu saptamaislardir.
Bu sonuclar, Knopp vd. (2006) tarafindan bulunan glikoz (%0,23), fruktoz
(%0,39) ve siikroz (%7,07) verileriyle de parelellik gostermektedir.

Enzim iceren su ile muamele edilen ve etiivde kurutulan yesil kahve cekirdeklerine
ait seker konsantrasyonlari1 Tablo 3.13’de verilmistir. Bu degerlerden anlasilacagi
lizere; enzim uygulamasi islemi yesil kahve cekirdeklerinin indirgen seker ve

siikroz konsantrasyonunda bir miktar azalmaya neden olmustur.

Tablo 3.13 Kurutma asamasindan sonra yesil kahve cekirdeklerinin glikoz,
fruktoz ve siikroz seviyeleri

Deney no Glikoz (%) Fruktoz (%) Siikroz (%)
1 T.E. 0,10+0,02 6,17+0,03
2 0,04=+0,01 0,10+0,01 6,70+0,05
3 0,04+0,01 0,11+0,01 6,64+0,02
4 0,09+0,01 0,12+0,01 6,69+0,04
S 0,09+0,01 0,22+0,02 6,78+0,05
6 T.E. 0,11+0,01 6,39+0,03
7 0,04+0,01 0,25+0,01 6,71+0,03
8 T.E. 0,11+0,01 5,84+0,05
9 T.E. 0,20x0,01 6,91+0,05
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10 T.E. 0,21x0,01 6,92+0,04
11 T.E. 0,25+0,01 6,52+0,04
12 T.E. 0,10x0,01 5,94+0,02
13 T.E. 0,11x0,01 6,53+0,02

3.3.6 Uretilen Kahvelerin Ucucu Bilesen Profili

Optimum kosullarda enzim uygulanarak ve enzim uygulanmadan iiretilen Tiirk
kahvesinde belirlenen aroma maddeleri (ugucu bilesenler) Tablo 3.14’te
verilmistir. Aroma maddelerinin tanimlanmasinda kiitle spektroskopisinin
kiitiiphanesi (MS), aroma maddeleri standartlar1 (Std) ve linear alikonma indisi
(LRI) degerlerinden faydalanilmistir. Bu bilesiklerin gaz kromatografisinden elde

edilen kromatogramlari ise Sekil 3.10’da verilmistir.

Uretilen kahvelerde toplam 61 adet aroma maddesi tespit edilmistir. Aromalarin
cesitli kimyasal molekiil gruplarindan (furanlar, esterler, pirazinler, piridinler,
laktonlar, fenoller, asitler, aldehitler, alkoller, piroller, terpenler ve diger
bilesikler) olustugu goriilmiistiir. Aroma maddelerinin toplam miktarinin
belirlenen optimum kosullara gére enzim uygulanan kahvede 73386 ng/kg, enzim
uygulanmadan {iretilen Tiirk kahvesinde ise 75960 pg/kg oldugu saptanmustir.
Enzim uygulama islemi, Tiirk kahvesinde tespit edilen toplam aroma miktarini
%3,4 disirmiistir. Benzer sekilde, Xu (2018) yaptig1 doktora calismasinda
kavrulan kahvenin %10’luk ucucu aroma bileseninin (aldehit, keton, furan, fenol
ve pirazin gruplarini iceren) asparaginaz enzimi uygulamasindan onemli bir

sekilde etkilendigini tespit etmistir.

Uretilen kahvelerde toplam 61 adet aroma maddesi tespit edilmistir. Optimum
kosullarda enzim uygulanarak {iiretilen Tiirk kahvesinde tespit edilen aroma
maddelerinin %30,46’sim1 pirazinler, %28,59’unu furanlar, %7,55’ini fenoller,
%6,88’ini esterler, %4,38’lini piroller, %4,12’sini aldehitler, %3,27’sini asitler,
%3,27’sini alkoller, %2,52’sini terpenler ve terpenoitler, %2,09’unu piridinler,
%0,48’ini laktonlar ve %6,89’'unu diger bilesiklerin olusturdugu saptanmustir.
Enzim uygulanmadan iretilen Tiirk kahvesinde ise toplam aroma maddelerinin
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%29,94’inti pirazinler, %27,22’sini furanlar, %7,57’sini fenoller, %6,65ini
esterler, %4,96’s1n1 aldehitler, %4,36’s1n1 piroller, %3,20’sini alkoller, %3,12’sini
terpenler ve terpenoitler, %2,93’ini asitler, %2,64’inii piridinler, %0,71’ini

laktonlar ve %6,69’unu diger bilesiklerin olusturdugu belirlenmistir.

Nitrojen iceren heterosiklik bilesik siniflar1 olan pirazinler, piridinler ve piroller
kahvenin kendine has aromasinin olusmasinda 6énemli bir yere sahiptirler (Ayseli,
2015). Kavurma sirasinda, yesil kahvede dogal olarak bulunan indirgen sekerlerin
ve proteinlerin arasinda olusan Maillard reaksiyonu pirazinler, piridinler ve
piroller dahil olmak iizere bircok heterosiklik bilesigin olusmasindan sorumludur
(Lopez-Galilea vd., 2006). Enzim uygulanan kahvede 14 pirazin (Pirazin, 2-
Metilpirazin, = 2,5-Dimetilpirazin, 2,6-Dimetilpirazin, 2-Etilpirazin, 2,3-
Dimetilpirazin, 2-Etil-5-metilpirazin, 2,3,5-Trimetilpirazin, 2-Etil-3-metilpirazin,
2,6-Dietilpirazin, 2,3-Dietilpirazin, 2-Metoksi-3-(2-metilpropil) pirazin, 2-Asetil-3-
metilpirazin ve 2-(2-furil)-pirazin), 2 piridin (Piridin, Triazol piridin) ve 2 pirol
(2-Asetil pirol, 2-Formil-4,5-dimetil pirol) saptanmistir (Tablo 3.14). Bu
bilesiklerin bircogu Tiirk kahvesinde yapilan diger calismalarda da tespit edilmistir
(Ayseli, 2015; Amanpour ve Selli, 2016). Pirazinler icinde miktar olarak en fazla
2,5-Dimetilpirazin ve 2-Metilpirazin tespit edilmis, bunu 2-Asetil-3-metilpirazin ve
2-Etil-5-metilpirazin izlemistir. Onceki calismalarda, 2-Metilpirazin bilesiginin
kahveye findikst ve kavrulmus kokular verdigi belirlenmistir (Hashim ve
Chaveron, 1995). Enzim uygulamasiyla pirazin, piridin ve pirol bilesiklerinin

toplam miktarinin azaldig1 goriilmiistiir.

Kahvenin 6nemli bilesen gruplarindan biri de furanlardir. Ucuculugu yiiksek olan
furan bilesikleri kahveye verdigi meyvemsi, kavrulmus, yanik, acimsi ve tath
kokular nedeniyle 6nemli bir aroma grubudur. Furanlar, kahvede bulunan cesitli
maddelerin (heksoz ve pentoz gibi polisakkaritler, lipit, terpen, protein, tiyamin,
niikleotit) parcalanmasi ve Maillard reaksiyonu ile olusmaktadir (Ludwing vd.,
2014). Kahvelerde 8 adet furan bilesigi belirlenmis olup, 5-Metil furfural, 2-
Asetilfuran, Furfural, 2,2-Bis furan ve 5-Hidroksimetil furfural (HMF) en yiiksek

konsantrasyonda tespit edilen furan bilesikleridir. Benzer sonuclar, Arabica ¢esidi
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kahvelerde Petisca vd. (2013), Moon ve Shibamoto (2009) ve Budryn vd. (2011)

tarafindan da elde edilmistir.

Ucucu fenoller kahve aromasinin karakteristik aromasinin olusumunda etkili
bilesiklerdir. Bu calismada, p-vinil guaiakol, fenol, vanilin ve orto-guaiakol en
yliksek konsantrasyonda tespit edilen fenol bilesikleridir. Benzer sekilde, Tressl
(1989) kahvede olusan guaiakol ve vanillin gibi bilesiklerin onctil bilesikler

oldugunu saptamislardir.

Tablo 3.14 Enzim Uygulanarak ve Enzim Uygulanmadan Uretilen Kahvelerde
Belirlenen Ucucu Aroma Bilesikleri

No | LRI* Bilesigin Ad1 Konsantrasyon (ug/kg)™* Tanimlama*
Enzim Enzim
uygulanmayan uygulanan
Furanlar
1 <1170 | 3-Metil furan 141 120 LRI, MS, tent
9 1230 | 2-Pentil furan 562 1310 LRI, MS, tent
3 1462 | Furfural 1560 7080 LRI, MS, tent
4 1571 | 5-Metil furfural 10263 7822 LRI, MS, Std
5 1592 | 2,2-Bis furan 962 598 LRI, MS, tent
6 1774 | 2-Asetilfuran 6073 3279 LRI, MS, tent
7 1942 | 2,3-Dimetil 309 249 LRI, MS, tent
benzofuran
8 2512 | 5-Hidroksimetil 812 573 LRI, MS, Std
furfural (HMF)
Toplam 20682 21031
Pirazinler
9 1207 | Pirazin 728 410 LRI, MS, Std
10 1258 | 2-Metilpirazin 4261 3584 LRI, MS, Std
11 1311 | 2,5- 4536 3934 LRI, MS, Std
Dimetilpirazin
12 1319 | 2,6- 1115 1691 LRI, MS, Std
Dimetilpirazin
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13 1328 | 2-FEtilpirazin 842 2045 LRI, MS, tent
14 1334 | 2,3- 1444 805 LRI, MS, Std
Dimetilpirazin
15 1380 2-FEtil-5- 1909 1571 LRI, MS, tent
metilpirazin
16 | 1391 |2,3,5- 755 112 LRI, MS, tent
Trimetilpirazin
17 1394 | 2-Ftil-3- 1262 3154 LRI, MS, tent
metilpirazin
18 1423 | 2,6-Dietilpirazin 846 771 LRI, MS, tent
19 1445 | 2,3-Dietilpirazin 210 305 LRI, MS, tent
20 1519 | 2-Metoksi-3-(2- 1317 1124 LRI, MS, tent
metilpropil)
pirazin
21 1679 | 2-Asetil-3- 2990 1788 LRI, MS, tent
metilpirazin
22 1975 | 2-(2-furil)- 528 1112 LRI, MS, tent
pirazin
Toplam 22743 22406
Piridinler
23 | 1171 Piridin 1166 750 LRI, MS, Std
24 | 1584 Triazol piridin 837 790 LRI, MS, tent
Toplam 2003 1540
Laktonlar
25 2059 | Hekzalakton, 537 354 LRI, MS, tent
gama
Toplam 537 354
Fenoller
26 1663 | Vanilin 849 917 LRI, MS, Std
27 1860 | Orto-guaiakol 994 1077 LRI, MS, tent
28 1878 | Guaiakol 518 447 LRI, MS, Std
(2-Methoksi
fenol)
29 2018 | Fenol 1213 1296 LRI, MS, Std
30 2196 | p-vinil guaiakol 2177 1821 LRI, MS, Std
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Toplam 5751 5558
Asitler
31 1474 | Piruvik asit 685 517 LRI, MS, tent
32 1491 | Asetik asit 620 1130 LRI, MS, Std
33 | 1702 | izovalerik asit 918 760 LRI, MS, tent
Toplam 2223 2407
Aldehit
34 1513 | Benzaldehit 1382 1048 LRI, MS, tent
35 1624 | p-Tolualdehit 1099 925 LRI, MS, tent
36 1817 | 2,3,6-Trimetil 707 603 LRI, MS, tent
benzaldehit
37 2010 | p-Anisaldehit 427 306 LRI, MS, tent
38 2406 | m-Tolualdehit 156 151 LRI, MS, tent
Toplam 3771 3033
Alkoller
39 1199 | 2-Hekzanol 380 365 LRI, MS, Std
40 1599 | 3-Metil katekol 1196 946 LRI, MS, tent
41 1909 | Feniletil alkol 856 708 LRI, MS, tent
Toplam 2432 2019
Piroller
42 1391 | 2-Formil-4,5- 1816 1945 LRI, MS, tent
dimetil pirol
43 1973 | 2-Asetil pirol 1499 1280 LRI, MS, tent
Toplam 3315 3225
Terpenler ve
terpenoitler
44 | <1170 | p-simen 1527 946 LRI, MS, tent
45 1527 | Foeniculin 422 497 LRI, MS, tent
46 1554 | Linalol 418 409 LRI, MS, tent
Toplam 2367 1852
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Esterler
47 1542 | Furfuril asetat 1630 1862 LRI, MS, tent
48 1601 | Furfuril 413 352 LRI, MS, tent
propanoat
49 1629 | Hidrosinnamil 187 311 LRI, MS, tent
asetat
50 1639 | 2-Fenil etil 824 703 LRI, MS, tent
asetat
51 1701 | Metil heksanoat 914 781 LRI, MS, tent
52 1760 | Metil salisilat 772 693 LRI, MS, tent
53 1999 | Metil 2-furoat 315 365 LRI, MS, tent
Toplam 5055 5067
Diger bilesikler
54 1251 1-Nitro-2- 517 441 LRI, MS, tent
feniletan
55 1640 | 2-Asetil tiyazol 596 582 LRI, MS, tent
56 1727 | 3-Metil-2- 426 364 LRI, MS, tent
siklopenten-1-on
57 1730 | 4-Hidroksi 671 654 LRI, MS, tent
cryptone
58 1766 | 2-Asetil tiyofen 729 623 LRI, MS, tent
59 1827 | 3-Metoksi- 1008 914 LRI, MS, tent
benzen
asetonitril
60 1961 | Maltol 734 943 LRI, MS, Std
61 2441 | Indol 400 545 LRI, MS, Std
Toplam 5081 5066
Genel Toplam 75960 73558

*LRI: Linear alikonma indeksi ZB-WAXms kapilar kolon tizerinde hesaplanmistir.
*Konsantrasyon: pug/kg olarak 3 farkli injeksiyon sonuglari ortalamasidir.

#Tanimlama: LRI, Linear alikonma indeksi, MS tent; gecici olarak MS ile tanimlanan, Std;
Standart Kimyasal.
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Sekil 3.10 (A) Enzim uygulanarak iiretilen kahveye ait aroma profili (B) Enzim
uygulanmadan iiretilen kahveye ait aroma profili

3.3.7 Uretilen Tiirk Kahvelerinin Duyusal Ozellikleri

Panelistler belirlenen optimum kosullarda (3110,2 ASNU; 80,4 dakika) enzim
uygulanan ve enzim uygulanmadan standart kosullarda tiretilen Tiirk kahvelerini,
7 farkli parametreye gore degerlendirmiglerdir. Degerlendirme sonuclar1 Tablo
3.15’te verilmis ve bu sonuclar gorsel olarak daha iyi yansitilmasi i¢in 6rtiimcek ag1
diyagramu iizerinde Sekil 3.11’da gosterilmistir. Iki grubun ortalamlar1 arasinda

farklilik olup olmadigini test etmek i¢in T-testi kullanilmistur.

Tablo 3.15 Pisirilen kahve 6rneklerinin lezzet profili analizi sonuglari

Duyusal 6zellikler uygEuIIIzLI:rak uyguEl:;lrzliLnadan F
iiretilen kahve tiretilen kahve
Kahve aromasi 5,70+0,16 6,10+0,10 0.d.
Yanik/Dumansi 3,44+0,15 3,10+0,09 0.d.
Kavrulmus 5,55+0,09 5,35+0,15 0.d.
Meyvemsi 0,78+0,12 1,10+0,11 0.d.
Acilik 4,60+0,16 4,20+0,29 0.d.
Karamel/Tatl 1,30+0,08 1,50+0,11 0.d.
Genel izlenim/Begeni 7,10+0,11 7,51+0,17 0.d.

*: ortalama degerler: p<0.05 6nem diizeyinde 6nemlidir, 6.d: 6nemli degil
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Enzim uygulanmayan Enzim uygulanan

Kahve Aromasi
8

6

Meyvemsi Yanik/Dumansi
4
2
0
Genel izlenim/begeni Kavrulmus
Acilik Karamel/Tatli

Sekil 3.11 Kahve Orneklerinin lezzet profil analiz sonug¢larinin 6riimcek ag1
diyagrami

Incelenen ozellikler her iki kahve oérneginde yakin puanlar almistir. Enzim
uygulanmadan tiretilen kahve aroma ve genel izlenim/begeni acisindan enzim
uygulanan kahveye gore daha yiiksek puanlar almissa da bu farkliliklar istatiksel

olarak 6nemli bulunmamastir.

3.3.8 Kahvedeki Bazi Ugucu Pirazin Bilegenleri ve Akrilamid Konsantrasyonu Baz

Alarak Yapilan Optimizasyonlar

Kavurma sartlarinin kahvenin aroma profiline olan etkisiyle ilgili literatiirde
bircok calisma bulunmaktadir (Schenker vd., 2002; Baggenstoss vd. 2008; Moon
ve Shibamoto, 2009; Ayseli, 2015). Ote yandan, kahvenin aroma bilesiklerini ve
akrilamid konsantrasyonunu baz alarak yapilmis kavurma sartlar1 optimizasyonu

calismasi oldukca sinirhidir.

Madihah vd. (2012) pirazin konsantrasyonu (2-metilpirazin, 2,3-dimetilpirazin,
2,5-dimetilpirazin ve 2,3,5-trimetilpirazin) yiiksek, akrilamid konsantrasyonu
diisiik kahve eldesi icin MKT kullanarak kavurma kosullarini optimize etmislerdir.
180°C’de 26 dakika kavrulan kahve c¢ekirdeklerinin yiiksek seviyede pirazin grubu
aroma bilesiklerini ve diisiik seviyede akrilamid (0,23 mg/100g) icerdigini

saptamislardir.
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Farah ve Zaibunnisa (2012), kakao cekirdeklerinde MKT kullanarak diisiik
seviyede akrilamid ve yiiksek konsantrasyonda pirazin grubu (2-metilpirazin, 2,5-
dimetilpirazin, 2,3,5-trimetilpirazin ve 2,3,5,6-tetra-pirazin) eldesi kosullarini
belirlemeye calismislardir. Yiiksek kalitede kakao cekirdekleri elde etmek icin

optimum kavurma kosulunun 116°C ve 23 dakika oldugunu belirlemislerdir.

Kahvedeki ucucu aroma bilesikleri kavurma asamasinda meydana gelen farkl
reaksiyonlar (Maillard reaksiyonu, Strecker degradasyonu, seker ve amino
asitlerin degradasyonu) sonucunda olusmaktadir. Ancak, akrilamid gibi
istenmeyen bilesiklerin olusumu da bu reaksiyonlara baghdir (Madihah vd.,
2012). Dolayisiyla, bu calismada oldugu gibi asparaginaz enzimi kullanarak
kahvede akrilamid azaltimi yapilmaya calisilirken aroma bilesiklerinin olusumunu
da goéz oniinde bulundurmak gerekmektedir. Pirazin, furan ve pirol grubu

kahvenin 6nemli ucucu bilesen gruplarindandir (Kivancli ve Elmaci, 2014).

Bu tez calismasinda, MKT’da onerilen kosullara gore iiretilen 13 kahve 6rneginin

bagimli degiskenlerine ait elde edilen veriler Tablo 3.16’da sunulmustur.

Tablo 3.16 Bagimli degiskenlere ait merkezi karma tasarim sonucu elde edilen

veriler
Deney 2- 2,3- 2,5- 2-Asetil-3- Akrilamid

no Metilpirazin Dimetilpirazin Dimetilpirazin Metilpirazin

1 4261 1444 4536 2990 290
2 13395 1826 7064 4610 227
3 22547 1081 8497 3949 300
4 4584 805 3934 1788 331
) 14349 2205 7513 4562 232
6 19315 2232 5454 3323 227
7 23470 1006 6813 2696 285
8 17770 2490 7658 4052 217
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9 13035 2684 6586 4248 210
10 11309 1206 5036 2440 250
11 21770 2007 4484 3023 225
12 20528 2503 8851 4141 220
13 9731 1110 4529 4068 229

2-Metilpirazin i¢in elde edilen ANOVA sonuglar1 Tablo 3.17°de gosterilmistir.
Modelin 0,0116 olan p degeri 0,05’in altindadir ve bu deger modelin anlaml
oldugunu gostermektedir. Bagimsiz degisken olan muamele siiresinin p degerinin
0,05’in altinda olmasi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde akrilamid olusumunu
etkiledigini gostermektedir. 0,3847 olan uyum eksikligi degeri, 6ngoriilen esitligin
degiskenlerin herhangi bir kombinasyonunda 2-Metilpirazin degeri 6nermek icin

yeterli oldugunu gostermektedir.

0,8349 olan R* degeri toplam degisimin %83,49unun bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yalnizca %16,51’'unun modelle ifade
edilemeyecegini gostermektedir. Tablo 3.18’de gosterildigi tizere R* (0,8349) ve
Adj-R? (0,7170) degerlerinin 1’e ve birbirine yakin olmasi modelin basarisinin bir

gostergesidir.

Deneysel tasarimlara uygun olarak yapilan deneylerde elde edilen 2-Metilpirazin

degerleri regresyon analizine tabi tutularak Denklem 3.2 elde edilmistir.

2-Metilpirazin (ug/kg) (Y2) =+16623.34-1707.67*A+6328.83*B- (3.2)
4327.00*A*B +2287.79*A%5627.71+B*

Y2, 2-Metilpirazin olusumu i¢in tahmin edilen yanittir (predicted response). A ve
B kodlar1 sirasiyla enzim dozu ve siire yerine kullamilmistir. Gerceklik
(authenticity), 9,104 olan adeq-precision degerine bakilarak degerlendirilmistir.

Bu degerin 4’iin tistiinde olmasi model i¢in uygundur.
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2-Metilpirazin icin elde edilen esitlik incelendiginde A katsayisinin negatif ve B

katsayisinin pozitif deger almasi enzim dozunun artirilmasiyla 2-Metilpirazin

olusumunun azaldigini

olusumunun arttigini gostermektedir.

uygulama

stiresinin

artirilmasiyla 2-Metilpirazin

Tablo 3.17 2-Metilpirazin Yaniti icin ANOVA sonuclar1

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalamanin F pdegeri

toplami (sum | derecesi karesi (mean degeri | Prop>F

of squares) (DF) square)

Model 4.203E+008 5 8.405E+007 7.08 0.0116 Onemli
A-Doz 1.750E+007 1 1.750E+007 1.47 0.2641
B-Siire 2.403E+008 1 2.403E+008 20.24 | 0.0028
AB 7.489E+007 1 7.489E+007 6.31 0.0403
A2 1.446E+007 1 1.446E+007 1.22 0.3063
B2 8.747E+007 1 8.747E+007 7.37 0.0300
Arta Kalan 8.311E+007 7 1.187E+007
(Residual)
Uyum 4.134E+007 3 1.378E+007 1.32 0.3847 Onemli
Eksikligi degil
(Lack of Fit)
Hata (Pure | 4.177E+007 4 1.044E+007
Error)
Diizeltmis 5.034E+4008 12
Toplam

Tablo 3.18 2-Metilpirazin icin kuadratik modelin istatistiksel verileri

Response R? Adj-R? Pred-R> | Adeq-Pre | Std.Dev Mean | %C.V.
2- 0.8349 0.7170 0.2009 9.104 3445.66 | 15081.85 | 22.85
Metilpirazin
2,3-Dimetilpirazin icin elde edilen ANOVA sonuclari Tablo 3.19°de

gosterilmektedir. Modelin p degeri (0,0083) 0,05’in altindadir ve bu deger
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modelin anlamli oldugunu gostermektedir. 0,4943 olan uyum eksikligi degeri,
ongoriilen esitligin degiskenlerin herhangi bir kombinasyonunda 2-Metilpirazin

degeri onermek icin yeterli oldugunu gostermektedir.

0,8504 olan R?® degeri toplam degisimin %85,04’linlin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yalnizca %14,96’unun modelle ifade
edilemeyecegini gostermektedir. Tablo 3.20’de gosterildigi tizere R* (0,8504) ve
Adj-R? (0,7436) degerlerinin 1’e ve birbirine yakin olmasi modelin basarisinin bir

gostergesidir.

Deneysel tasarimlara uygun olarak yapilan deneylerde elde edilen 2,3-
Dimetilpirazin degerleri regresyon analizine tabi tutularak Denklem 3.3 elde

edilmistir.

2,3 Dimetilpirazin (ug/kg) (Y3) =+2342.79+276.00*A+143.33*B- (3.3)
26.25*A%B-689.28%A%-620.28*B2

Y3, 2,3-Dimetilpirazin olusumu i¢in tahmin edilen yanittir (predicted response).
A ve B kodlan sirasiyla enzim dozu ve siire yerine kullanilmustir. Gercgeklik
(authenticity), 7,758 olan adeq-precision degerine bakilarak degerlendirilmistir.

Bu degerin 4’iin tistiinde olmasi model i¢in uygundur.

2,3-Dimetilpirazin icin elde edilen esitlik incelendiginde A ve B katsayisinin pozitif
deger almasi enzim dozu ve uygulama siiresinin artirilmasiyla 2,3-Dimetilpirazin

olusumunun arttigini gostermektedir.

Tablo 3.19 2,3-Dimetilpirazin Yanit1 icin ANOVA sonuclari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalamanin F pdegeri
toplami1 (sum | derecesi karesi (mean degeri | Prop>F
of squares) (DF) square)
Model 4.413E4+006 5 8.827E+005 7.96 0.0083 Onemli
A-Doz 4.571E+005 1 4.571E+007 4.12 0.0819
B-Siire 1.233E+005 1 1.233E+005 1.11 0.3268
AB 2756.25 1 2756.25 0.025 0.0403
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A? 1.312E4+006 1 1.312E+006 11.83 0.0108

B? 1.063E+006 1 1.063E+006 9.58 0.0174

Arta Kalan 7.762E+005 7 1.109E+005

(Residual)

Uyum 3.264E+005 3 1.088E+005 0.97 0.4903 Onemli
Eksikligi degil
(Lack of Fit)

Hata (Pure 4.498E+005 4 1.125E+005

Error)

Diizeltmis 5.190E+006 12

Toplam

Tablo 3.20 2,3-Dimetilpirazin i¢in kuadratik modelin istatistiksel verileri

Response R? Adj-R? Pred-R> | Adeq-Pre | Std.Dev Mean | %C.V.
2,3- 0.8504 0.7436 0.2331 7.758 333.00 1738.38 | 19.16
Dimetilpirazin

2,5-Dimetilpirazin icin elde edilen ANOVA sonuglar1 Tablo 3.21°de
gosterilmektedir. Modelin p degeri (0,0234) 0,05’in altindadir ve bu deger
modelin anlamli oldugunu gostermektedir. 0,2851 olan uyum eksikligi degeri,
ongoriilen esitligin  degiskenlerin herhangi bir kombinasyonunda 2,5-

Dimetilpirazin degeri 6nermek icin yeterli oldugunu gostermektedir.

0,7948 olan R* degeri toplam degisimin %79,48’linlin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yalnizca %20,52’'unun modelle ifade
edilemeyecegini gostermektedir. Tablo 3.22’de gosterildigi iizere R? (0,7948) ve
Adj-R? (0,6482) degerlerinin 1’e ve birbirine yakin olmas1 modelin basarisinin bir

gostergesidir.

Deneysel tasarimlara uygun olarak yapilan deneylerde elde edilen 2,5-
Dimetilpirazin degerleri regresyon analizine tabi tutularak Denklem 3.4 elde

edilmistir.
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2,5-Dimetilpirazin (ug/kg) (Y4) =+7378.97-704.17*A+555.67*B (3.4
-593.00*A*B-14.88*A%-2480.38*B*

Y4, 2,5-Dimetilpirazin olusumu icin tahmin edilen yanittir (predicted response).

A ve B kodlan sirasiyla enzim dozu ve siire yerine kullanilmistir. Gercgeklik

(authenticity), 5,879 olan adeq-precision degerine bakilarak degerlendirilmistir.

Bu degerin 4’lin tstiinde olmasi model i¢in uygundur.

2,5-Dimetilpirazin icin elde edilen esitlik incelendiginde A katsayisinin negatif, B
katsayisinin pozitif deger almasi enzim dozunun artirilmasiyla 2,5-Dimetilpirazin
olusumunun azaldigim1 uygulama siiresinin artirilmasi ile 2,5-Dimetilpirazin

olusumunun arttigini gostermektedir.

Tablo 3.21 2,5-Dimetilpirazin Yanit1 icin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalamanin F p degeri

toplami (sum | derecesi karesi (mean degeri | Prop>F

of squares) (DF) square)
Model 2.620E+007 5 5.240E+006 5.42 0.0234 Onemli
A-Doz 2.975E+006 1 2.975E+006 3.08 0.1228
B-Siire 1.853E+006 1 1.853E+006 1.92 0.2087
AB 1.407E+006 1 1.407E+006 1.46 0.2668
A? 611.47 1 611.47 6.327E | 0.9806
-004

B2 1.699E+007 1 1.699E+007 17.58 0.0041
Arta Kalan 6.765E+006 7 9,664E+005
(Residual)
Uyum 3.895E+006 3 1.298E+006 1.81 0.2851 Onemli
Eksikligi degil
(Lack of Fit)
Hata (Pure 2.870E+006 4 7.175E+005
Error)
Diizeltmis 3.297E+007 12
Toplam
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Tablo 3.22 2,5-Dimetilpirazin i¢in kuadratik modelin istatistiksel verileri

Response R? Adj-R? Pred-R> | Adeq-Pre | Std.Dev Mean | %C.V.
2,5- 0.7948 0.6482 -0.2406 5.879 983.06 | 6227.31 | 15.79
Dimetilpirazin

2-Asetil-3-Metilpirazin icin elde edilen ANOVA sonuclar1 Tablo 3.23’de
gosterilmektedir. Modelin p degeri (0,0069) 0,05’in altindadir ve bu deger
modelin anlamli oldugunu gostermektedir. 0,0633 olan uyum eksikligi degeri,
ongoriilen esitligin degiskenlerin herhangi bir kombinasyonunda 2-Asetil-3-

Metilpirazin degeri 6nermek icin yeterli oldugunu gostermektedir.

0,8587 olan R* degeri toplam degisimin %85,87’tinlin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yalnizca %14,13’'unun modelle ifade
edilemeyecegini gostermektedir. Tablo 3.24’de gosterildigi iizere R? (0,8587) ve
Adj-R? (0,7577) degerlerinin 1’e ve birbirine yakin olmasi modelin basarisinin bir

gostergesidir.

Deneysel tasarimlara uygun olarak yapilan deneylerde elde edilen 2-Asetil-3-
Metilpirazin degerleri regresyon analizine tabi tutularak Denklem 3.5 elde

edilmistir.

2-Asetil-3-Metilpirazin (ug/kg) (Y5) =+4263.55+233.00*A  (3.5)
-114.50*B-634.00*A*B-479.93*A%-1109.43*B*
Y5, 2-Asetil-3-Metilpirazin olusumu icin tahmin edilen yanittir (predicted
response). A ve B kodlan sirasiyla enzim dozu ve siire yerine kullanilmistir.
Gerceklik (authenticity), 7,926 olan adeq-precision degerine bakilarak

degerlendirilmistir. Bu degerin 4’iin iistiinde olmas1 model i¢in uygundur.

2-Asetil-3-Metilpirazin icin elde edilen esitlik incelendiginde A katsayisinin pozitif,
B katsayisinin negatif deger almasi enzim dozunun artirilmasiyla 2-Asetil-3-
Metilpirazin olusumunun arttigini uygulama siiresinin artirilmasi ile 2-Asetil-3-

Metilpirazin olusumunun azaldigini gostermektedir.
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Tablo 3.23 2-Asetil-3-Metilpirazin Yaniti icin ANOVA sonuclari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalamanin F p degeri

toplami1 (sum | derecesi karesi (mean degeri | Prop>F

of squares) (DF) square)

Model 8.044E+006 5 5.240E+006 8.51 0.0069 Onemli
A-Doz 3.257E+005 1 3.257E+005 1.72 0.2308
B-Siire 78661.50 1 78661.50 0.42 0.5395
AB 1.608E+006 1 1.608E+006 8.50 0.0225
A? 6.362+005 1 6.362E+005 3.36 0.1093
B2 3.399E+006 1 3.399E+006 17.97 0.0038
Arta Kalan 1.324E+006 7 1.891E+005
(Residual)
Uyum 1.072E+006 3 3.574E+005 5.68 0.0633 Onemli
Eksikligi degil
(Lack of Fit)
Hata (Pure 2.517E+005 4 62919.80
Error)
Diizeltmis 9.367E+006 12
Toplam

Tablo 3.24 2-Asetil-3-Metilpirazin icin kuadratik modelin istatistiksel verileri

Response R? Adj-R? Pred-R?> | Adeq-Pre | Std.Dev Mean | %C.V.
2-Asetil-3- 0.8587 0.7577 -0.1592 7.926 434.89 3530.00 | 12.32
Metilpirazin

Secilen pirazin aroma bilesenlerinin konsantrasyonunun maksimum, akrilamid

seviyesinin minimum oldugu enzim uygulama sartlar1 MKT kullanilarak tespit

edilmistir. Maksimum konsantrasyonda pirazin bilesenleri (2-Metilpirazin, 2,3-

Dimetilpirazin,

2,5-Dimetilpirazin ve 2-Asetil-3-Metilpirazin) ve minimum

seviyede akrilamid eldesi i¢in en optimum enzim uygulama sartlarinin (doz ve

muamele siiresi) 2126,4 ASNU ve 82,73 dakika oldugu bulunmustur (istenebilirlik
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degeri: 0,79). Incelenen ucucu aroma bilesenleri icin 3D Yiizey Pilotlar1 Sekil

3.12’de verilmistir.
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)
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A

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda 6ncelikle LC-MS/MS cihazinda akrilamid analizi validasyonu
yapilmistir. Yontemin geri kazanim degeri %99,7, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
4,6 ve 15,5 olarak bulunmustur. Validasyonu yapilan yontem ile piyasada yaygin
olarak satilan markalara ait Tiirk, dibek ve menengi¢ kahveleri 6rneklerinin
akrilamid diizeyleri tespit edilmistir. Menengic ve dibek kahvelerinin akrilamid
seviyesi ilk defa Olciilmiis ve analiz edilen kahve o6rneklerinin akrilamid
seviyelerinin 31,1+0,6 ile 323,4%+5,4 pg/kg araliginda degistigi gorulmiistiir.
Tim kahvelerde tespit edilen akrilamid konsantrasyonunun Avrupa
Komisyonu'nun kavrulmus kahveler icin 6nerdigi 450 ug/kg gosterge degerinin

altinda oldugu belirlenmistir. Bu veriler, Tirk halkinin akrilamid maruziyetinin

hesaplanmasi ile ilgili calismalarda kullanilabilecektir.

Akrilamid analizinin yani sira 6rneklerde kuru madde, kiil, suda ¢oziinen madde,
HMF, protein, seker, nem, pH, renk (L% a* b*) ve kafein analizleri yapilmis ve
akrilamid konsantrasyonu ile bu parametreler arasindaki korelasyonlar Pearson
korelasyon testi ile arastirllmistir. Tim kahve cesitlerinin akrilamid
konsantrasyonu ile HMF degerleri arasinda, pozitif yonde anlamli bir korelasyon
(r=0,698, p<0,0I) bulunmustur. Kahvelerin indirgen seker (glikoz, fruktoz)
seviyesinin oldukca diisiik oldugu, kahvelerin siikroz konsantrasyonu ile akrilamid

miktar1 arasinda ise pozitif korelasyonlar saptanmustir.

Galismada minimum akrilamid seviyesine sahip olan Tiirk kahvesi iiretimi
kosullarin1 belirlemek igin yanit yiizey yontemiyle optimizasyon yapilmistir.
Merkezi karma tasarimin yesil kahve cekirdeklerine asparaginaz enzimi uygulama
kosullarinin belirlenmesi icin uygun bir teknik oldugu belirlenmistir. Asparaginaz
enziminin uygulama dozunun ve siiresinin kahvenin akrilamid seviyesinde énemli
etkileri oldugu goriilmiistiir. En uygun akrilamid azaltma kosulunun 3.110,2

ASNU dozunda asparaginaz enzimiyle 80,4 dakika muamele oldugu
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belirlenmistir. Bu kosullarda iiretilen kahvenin aroma profili ve duyusal 6zellikleri
standart islemlerle tretilen kahve ile karsilastirildiginda; aroma maddelerinin
toplam miktarinin enzim uygulanan kahvede %3,4 daha diistik oldugu ve duyusal
ozellikler (kahve aromasi, yanik/dumansi, kavrulmus, meyvemsi, acilik,
karamel/tatli, genel izlenim/begeni) acisindan 6énemli bir farklilik olmadig tespit

edilmistir.

Uretilen kahvelerde toplam 61 adet aroma maddesi tespit edilmistir. Optimum
kosullarda enzim uygulanarak iiretilen Tiirk kahvesinde tespit edilen aroma
maddelerinin %30,46’sim1 pirazinler, %28,59’unu furanlar, %7,55’ini fenoller,
%6,88’ini esterler, %4,38inii piroller, %4,12’sini aldehitler, %3,27’sini asitler,
%3,27’sini alkoller, %2,52’sini terpenler ve terpenoitler, %2,09’unu piridinler,
%0,48’ini laktonlar ve %6,89’'unu diger bilesiklerin olusturdugu saptanmustir.
Enzim uygulanmadan iiretilen Tiirk kahvesinde ise toplam aroma maddelerinin
%29,94’tinli pirazinler, %27,22’sini furanlar, %?7,57’sini fenoller, %6,65’ini
esterler, %4,96’s1n1 aldehitler, %4,36’s1n1 piroller, %3,20’sini alkoller, %3,12’sini
terpenler ve terpenoitler, %2,93’tinl asitler, %2,64’tinti piridinler, %0,71’ini

laktonlar ve %6,69’unu diger bilesiklerin olusturdugu belirlenmistir.

Bazi ucucu pirazin bilesenlerinin (2-Metilpirazin, 2,3-Dimetilpirazin, 2,5-
Dimetilpirazin ve 2-Asetil-3-Metilpirazin) konsantrasyonunun en yiiksek ve
akrilamid konsantrasyonun en diisiik Tiirk kahvesi {iretimi icin asparaginaz
enziminin yesil kahve cekirdeklerine 2126,4 ASNU dozunda ve 82,73 dakika

uygulamasi gerektigi belirlenmistir (istenebilirlik degeri:0,79).

Bu calisma kahvede akrilamid olusum mekamizmasini ve belirlenen paremetreler
ile akrilamid olusumu arasindaki korelasyonlarin anlasilmasi acisindan anlaml
veriler sunmustur. Ayrica akrilamid icerigi daha diisiik duyusal 6zellikleri korunan
bir Tiirk kahvesi {iretmek i¢in optimum asparaginaz enzimi uygulama kosullar1

Onerilmistir.

Tarim Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliiglintin (TAGEM) sagladig1 proje
biitcesi ile yiiriitiilen bu tez calismasindan elde edilen sonuclar, Tarim ve Orman

Bakanlig1 Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii icinde veri teskil etmektedir.
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