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OZET

Farklh Unlarla Yapilan Yiiksek Proteinli Pankeklere Eklenen Aronyanin
AKkrilamid Olusumuna Etkisi

Bu tez calismasinda, sporcular ve viicut gelistirme topluluklar tarafindan siklikla
kahvaltida veya ara 6giinlerde tiiketilen, tavada pisirme teknigi ile hazirlanan, farkl
un ve antioksidan olarak aronya igeriklerine sahip yiiksek proteinli (whey)
pankeklerde akrilamid miktarinin tayin edilmesi, antioksidan ilavesinin akrilamid
olusumu iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi, akrilamidin sporcu sagligi ve
performansi lizerine etkilerinin tartisilmasi amaglanmistir. Kullanilan unun (tam
bugday ve yulaf), whey proteini tozunun, ve aronyanin akrilamid olusumundaki
etkilerinin anlasilmasi i¢in belirlenen 4 grup igerisindeki 8 pankek 6rnegi pisirildikten
sonra; pankek orneklerinde akrilamid (HPLC) miktar tayini ve 6rneklerde kullanilan
aronyalarda antioksidan aktivite (DPPH), total fenolik bilesik ve klorojenik asit
(HPTLC) analizleri yapilmistir. En yliksek AA miktarlar1 whey proteinli aronyali
orneklerde bulunmus olup en diisiik AA formasyonu YA (yulafli aronyali pankek)
orneginde goriilmiistiir. Beklenilecegi iizere tam bugday unlu standart pankekte yulaf
unlu standart pankeke kiyasla daha diisiik AA olusumu goriilmiistiir. Yalova
aronyasinin gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip, fenolik bilesiklerden ve klorojenik
asitten zengin oldugu tespit edilmis ancak akrilamid olusumunda istatistiksel olarak
anlamli bir etkisi saptanamamistir. Caligmada yiiksek proteinli pankek orneklerinin
AA miktarlari literatiirde ilk defa belirlenmistir. Farkli unlarin, whey protein ve aronya
ilavesinin istatistiksel olarak anlamli bir etkisi saptanamamistir. Ancak bu sonuca
neden olabilecek simirhiliklar agiklanarak gelecek ¢alismalar icin 1s1k tutacak veriler

sunulmustur.

Anahtar Sozciikler: Akrilamid, Aronya, Maillard reaksiyonu, HPLC analiz, Sporcu

beslenmesi.



ABSTRACT

The Effect of Aronia Added to High Protein Pancakes Made with Different Flours
on Acrylamide Formation

In this thesis study, the determination of the amount of acrylamide in high protein
(whey) pancakes with different flour and antioxidant aronia contents, prepared with
the pan cooking technique, which are frequently consumed for breakfast or snacks by
athletes and bodybuilding communities, and the evaluation of the effect of antioxidant
addition on acrylamide formation, It is aimed to discuss the effects of acrylamide on
athlete health and performance. After cooking 8 pancake samples in 4 groups
determined to understand the effects of flour (whole wheat and oats), whey protein
powder, and aronia on acrylamide formation; Acrylamide (HPLC) quantification in
pancake samples, antioxidant activity (DPPH), total phenolic compound and
chlorogenic acid (HPTLC) analyzes in aronias used in the pancake samples were
performed. The highest AA amounts were found in the whey protein aronia pancake
samples, and the lowest AA formation was seen in the oat aronia pancake sample. As
expected, lower AA formation was observed in the standard pancake with whole wheat
flour compared to the standard pancake with oat flour. It was determined that Yalova
aronia has a strong antioxidant activity and is rich in phenolic compounds and
chlorogenic acid, but no statistically significant effect was detected on acrylamide
formation. In the study, AA amounts of high protein pancake samples were determined
for the first time in the literature. No statistically significant effect of the addition of
different flours, whey protein and aronia was detected. However, the limitations that
may cause this result are explained and preliminary data for future studies are
presented.

Keywords: Acrylamide, Aronia, Maillard reaction, HPLC analysis, Sports nutrition.



1 GIRIS VE AMAC

1.1 Akrilamid Olusumu

120°C ve tzeri sicakliklarda, gidalarda yapilan 1s1l islemler sonucunda akrilamid
(AA) olusabilir ve bu durum cesitli mekanizmalarla agiklanmaktadir. Gidalardaki
AA’nin olugumunun, lipidlerin, karbonhidratlarin veya serbest aminoasitlerin
yikimiyla meydana gelen akrolein veya akrilik asit tizerinden, malik, laktik ve sitrik
asit gibi organik asitlerin su veya karboksil gruplarinin kaybiyla, ve aminoasitlerin
dogrudan katilimiyla gergeklesebilecegi belirtilmektedir (1). Genel kani, gidalarda
AA’nin olusumunun, asparajin ad1 verilen bir aminoasit ile fruktoz ve glikoz gibi basit
indirgen sekerlerin karbonil gruplari arasinda meydana gelen 1siyla tetiklenen

reaksiyonlar (Maillard reaksiyonu) sonucunda gergeklestigi yoniindedir. (2).
11.1 Akrilamidin saghk iizerindeki etkileri

Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisi’'ne (IARC) (1994) gore kemirgenler
tizerindeki genotoksik ve karsinojenik etkileri nedeniyle AA’nin insanlarda grup 2A
kanserojen etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir. Gidalardaki AA seviyeleri ve
alimlari ile ilgili mevcut ¢alismalara dayanarak, Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) gida
kaynakli ortalama AA alimimi 0,3-2,0 pg/kg viicut agirligi/giin diizeyinde ve hatta
cocuklarda daha diisiik viicut agirliklar sebebiyle birkag kat daha yiiksek olabilecegini
tahmin etmistir (3). AA ve onun metaboliti olan glisidamit, genotoksik ve kanserojen
etkilere sahip maddelerdir. Genotoksik bir maddenin herhangi bir seviyede alinmasi,
DNA'ya potansiyel zarar verebilir ve kansere neden olabilir. Bu nedenle, gidalarda

kabul edilebilir bir giinliik AA tiiketimi miktar1 (TDI) belirlenememistir (4, 5).
1.1.2 Gidalarda akrilamid diizeyi ve azaltma yontemleri
Arastirmacilar, gidalardaki AA seviyelerinin gidanin tiiriine ve liretim yontemine

gore degisebilecegini belirtmislerdir. Ayni tiir gidalar arasinda bile, igerik bilegenleri,

pisirme siiresi ve sicakligi gibi faktorlere bagli olarak AA konsantrasyonlarinda



belirgin farklar oldugu bildirilmistir. (6). Glinliik diyet ile tiiketilen farkli gidalarin AA
miktarlarina iligkin yeterli veri ve rehberin bulunmadig1 konusunda fikir birligi vardir
(7). Farkli gidalarin AA igeriklerinin tayin edilmesi ve maruz kalinan AA miktarmin
miimkiin oldugunca azaltilmasi koruyucu saglik hizmetleri agisindan Onem

tagimaktadir (7-9).

Gilinlimiizde gida giivenligi otoritelerini, akademisyenleri ve gida treticilerini
temsil eden bir¢ok aragtirmaci, AA olusumunun kineti§ini ve mekanizmalarini,
olusumunu etkileyen faktorleri, biyoyararlanim ve toksisite iligkisini daha iyi
anlamaya ve gidalarda olusumunu en aza indirecek ¢oziimler bulmaya ¢alismaktadir.
Son yillarda gida endiistrisi, kalite parametrelerini korurken, iirlinlerindeki AA
seviyelerini azaltmaya yonelik stratejiler gelistirmis ve uygulamistir. Bunlar, {iriin
formiilasyonlarinin veya isleme kosullarinin degistirilmesini (pH'mn, pisirme
sicakliginin ve stiresinin diisiiriilmesi) ve AA olusumunu engelledigi bildirilen gida
bilesenlerinin (basta sitrik olmak iizere organik asitler, kalsiyum, magnezyum iyonlar1
ve antioksidan Ozelliklere sahip ekstraktlar) eklenmesini icerir. Aragtirmacilar ayni
zamanda gidalardaki AA seviyelerini diisiirmek i¢in baska ¢dzliimler de buldular:
serbest asparajin konsantrasyonu diisiik seviyelerde olan bugday genotiplerini
yetistirmek; drnegin, pisirme veya isleme dncesinde gidanin asparajinini aspartik asit
ve amonyaga hidrolize etmek i¢in asparaginaz enzimini kullanmak gibi (lirlinlerin
organoleptik  Ozelliklerini  etkilemeden AA seviyelerinin = %70-90 oraninda
azaltilmasi). Uygulanan diger yontemler arasinda; radyo frekansi, inert atmosfer,
buharla pisirme, mikrodalga firinla pisirme vb. gibi modern islemlerin pisirme islemi
sirasinda uygulanmasi; fermantasyondan Once hamura glisin ve glutaminin
uygulanmasi; maya ile fermantasyon islemlerinin gerceklestirilmesi i¢in yiiksek
proteolitik aktiviteye sahip laktik asit bakterileri (LAB) iireten bakteriyosin benzeri
inhibitdr maddelerin kullanilmasi; indirgeyici sekerlerin sakkarozla degistirilmesi;
biberiye, amino asitler veya proteinler vb. gibi farkli katki maddelerinin kullanilmasi
bulunmaktadir (9). Gida endiistrisinde uygulanan AA azaltma yontemleri baz
alindiginda ev ortaminda hazirlanan yiyeceklerde AA olusumunun ya da zararh

etkilerinin azaltilmasi ile ilgili uygulanabilecekler arasinda; pisirme yd&nteminin,



sicakligiin, siiresinin dogru tercihi ve kontrolii, antioksidan 06zelliklere sahip

gidalardan ya da ekstraksiyonlardan faydalanilmasi diisiiniilebilir.

1.2 Sporcularda Besin Takviyeleri ve Whey Protein Kullanimi

Besin takviyeleri, 6zellikle peynir alti suyundan iiretilen whey protein tozlari,
sporcular tarafindan antrenman ve miisabaka donemlerindeki artan taleplerini
karsilamak i¢in uzun siirelerdir kullanilmaktadir (10). Ozellikle son donemlerde peynir
alt1 suyu proteininin (whey protein) toparlanma ve fiziksel performansla ilgili rolleri
lizerine arastirmalarin sayis1 artmis, sporcular ve viicut gelistirmeciler arasindaki
poptilerligi énemli Sl¢lide yayginlagmistir. Sporcularin whey protein tozunu farklh
bicimlerde tiiketebildikleri goriilmiistiir. Sosyal medyanin etkileri, siirdiiriilebilirlik ve
cesitlilik arayislart sebebiyle whey protein tozu iceren yiiksek proteinli birgok yeni

yemek ya da atistirmalik tarifinin gelistirildigi ve popiilerlik kazandig1 sdylenebilir.

121 Yiiksek proteinli pankek ve akrilamid iliskisi

Kolay hazirlanmasi, lezzetli ve besin dgeleri acisindan zengin bir icerige sahip
olmasi sebebiyle whey protein igerikli yiiksek proteinli pankek (PK) tarifleri sporcular
ve viicut gelistirme topluluklari arasinda oldukga {inliidiir. Piyasaya hazir protein PK
harci igeren iirlinler dahi sunulmus ve bu hazir triinler kisa siirede ¢okga satilmustir.
Protein PK’larin igeriginde bulunan peynir altt suyu kaynakli yiiksek miktarda
asparajin ve karbonhidrat kaynaklar1 sebebiyle tavada yiiksek sicaklikta pisirilmesi

sonucu toksik miktarda AA olusabilecegi 6ngoriilebilir (11).

1.3 Calismanin Amaci

Biitiin bu veriler 1518inda bu tez calismasinda, sporcular ve viicut gelistirme
topluluklar1 tarafindan siklikla kahvaltida veya ara 6glinlerde tiiketilen, tavada pisirme
teknigi kullanilarak farkli un ve antioksidan olarak aronya igeriklerine sahip yiiksek

proteinli PK’larin AA igeriklerinin tayin edilmesi, antioksidan ilavesinin AA olusumu



tizerindeki etkisinin degerlendirilmesi ve sporcu sagligi lizerine etkilerinin tartigilmasi

amagclanmaktadir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Akrilamid

2.1.1 Akrilamidin molekiil yapisi

Kimyasal olarak 2-propenamid (C3H5NO) olarak adlandirilan AA, 71,08 gmol-1
molekiil agirligina sahip, renksiz, kokusuz, suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip kristalimsi
bir katidir (12). Erime noktas1 84,5°C, kaynama noktasi (25 mmHg) 125°C'dir
(atmosfer basmncinda 192,6°C) (13). AA’nin molekiil yapist Sekil 2.1°de

goriilmektedir.

Sekil 2.1. Akrilamid’in molekiiler yapis1 (14)

2.1.2 Gidalarda akrilamid

AA, gidalarda oncelikle glikoz ve fruktoz gibi indirgen sekerlerin, 120°C'nin
tizerindeki yiiksek sicakliklarda ve diisiik nemde asparajin gibi amino asitlerle
reaksiyona girmesiyle ortaya ¢ikan Maillard reaksiyonu yoluyla olusur. Kimyager
John Hodge tarafindan 1953'te detaylandirilan bu enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonu, bir Schiff bazinin olusumuyla baglar ve daha sonra a-dikarboniller
tiretmek {izere reaksiyona giren Amadori ve Heyns-Carlson bilesikleri gibi ¢esitli ara
maddelere yol acar. Bu a-dikarboniller, serbest asparajin ile etkilesimler yoluyla

aldehitler, Strecker a-aminoketonlar ve sonunda AA ile sonuglanan oksidatif



reaksiyonlara girer. Ek olarak AA, lipid ag¢isindan zengin gidalarda gliseroliin
akroleine dehidrasyonundan ve bugday gluteninin pirolizi sirasinda alanin igeren
peptidlerden de olusabilmektedir. Bu mekanizmalarin anlagilmasima ragmen, gida
matrislerinin karmasikligi nedeniyle AA olusumunun yollar1 heniiz tam olarak

tanimlanamamistir (1, 11).

AA, oldukca reaktif dogasi, karbonhidrat acisindan zengin, termal olarak islenmis
gidalarda bulunmasi ve potansiyel saglik riskleri nedeniyle 6nemli dlgiide endise
yaratmigtir. 1994 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan
insanlar i¢in potansiyel kanserojen, norotoksik ve genotoksik olarak siniflandirilan bu
maddenin, yliksek sicakliklara maruz birakilan gidalarda bulundugunu ilk kez bildiren
kurum Isve¢ Ulusal Gida Idaresi (SNFA) olmustur (15). Birlesik Krallik, Amerika
Birlesik Devletleri, Norveg, Almanya ve Isvigre dahil olmak iizere cesitli iilkelerde
yapilan daha sonraki arastirmalar, yiiksek sicakliklarda pisirilen firinlanmig ve
kizartilmis yiyeceklerde AA’nin yayginligini dogruladi (16). Gida Katki Maddeleri
Ortak Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan, 6zellikle 120°C'yi asan sicakliklarda
pisirilen karbonhidrat acisindan zengin gidalarin; patates kizartmasi, cips, unlu
mamiiller, tath biskiivilerin ve kahvenin AA maruziyetine 6nemli katkida bulunan

diyetsel kaynaklar oldugu belirtilmektedir (17).

2.2 Akrilamid ve Saghk iliskisi

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC) tarafindan "muhtemel insan
kanserojeni" olarak siiflandirilan AA, DNA hasarina yol agabilir ve boylece kanser
riskini artirabilir (3). Hogervorst ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptigi ¢alisma,
AA’nin DNA ile reaksiyona girebilecegini ve genetik mutasyonlara neden
olabilecegini ortaya koymustur, bu da cesitli kanser tiirlerinin gelisimine katkida
bulunabilecegini gostermektedir (18). Ayrica, AA’nin norotoksik etkileri de vardir
(19). Schettgen ve arkadaslarinin 2003 yilindaki ¢alismalari, AA maruziyetinin sinir
sistemi tlizerindeki potansiyel zararlarina dikkat ¢ekmistir; uzun siireli veya yiiksek
dozda AA maruziyeti, sinir hiicrelerinde hasara ve islev bozukluklarina yol agabilir

(20). Bu durum, ozellikle islenmis ve kizartilmis gidalarin tiikketiminin yiiksek oldugu



popiilasyonlarda endise verici olabilir. Ek olarak, AA’nin iireme saglig iizerindeki
etkilerini arastiran baz1 ¢alismalar AA’nin hem erkeklerde hem de kadinlarda iireme
fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz etkilere sahip olabilecegini One siirmistiir (21).
Ozellikle, AA’nin sperm Kkalitesi iizerine etkileri ve kadinlarda hormonal

dengesizliklere yol agma potansiyeli, gida giivenligi ve halk saglig1 a¢isindan 6nemli
konulardir (21, 22).

Diinya capinda yapilan maruziyet aragtirmalarina gore, bebeklerin, kiiciik
cocuklarin ve diger cocuklarin AA maruziyeti tipik olarak yetiskinlerden daha
yiiksektir (4, 23). Yenidogan bebeklerin yiiksek diizeyde AA maruziyetinin, gelisimsel
ve biligsel fonksiyonlar lizerinde olumsuz etkilere sahip olabilecegi gosterilmistir (24,
25). Bu bulgular, 6zellikle anne, yenidogan ve ¢ocuklarin beslenmesinde giivenli gida

tiiketiminin 6nemini vurgulamaktadir.

2.2.1 Dokular ve kanser iizerindeki etkileri

AA, hiicresel diizeyde DNA, proteinler ve diger makromolekiillerle reaksiyona
girebilir, bu da genetik mutasyonlara ve hiicre 6liimiine neden olabilir. Arastirmalar,
AA’nin metabolitlerinden biri olan glikosidamidin, DNA iizerindeki dogrudan etkileri
araciligiyla mutajenik ve kanserojenik potansiyele sahip oldugunu goéstermistir (26).
DNA ile kovalent baglar olusturarak, DNA diziliminde mutasyonlara ve dolayisiyla
hiicre dongiisii diizenlemesinde bozulmalara yol acabilir. Bu mutasyonlar, 6zellikle
DNA tamir mekanizmalar1 yetersiz oldugunda, hiicresel anormallikler ve kanser
gelisimine zemin hazirlayabilir (27). Ayrica, AA’nin sinir hiicrelerinde oksidatif stresi
artirdig1 ve apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu gozlemlenmistir (28). Oksidatif
stres, serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimiyle karakterize edilir
ve bu durum, hiicre i¢i lipitlerin, proteinlerin ve DNA'nin oksidatif hasarina yol acar.
Bu oksidatif hasar, 6zellikle uzun siireli maruziyetlerde, hiicre yapilarinin bozulmasi
ve cesitli kanser tiirlerinin gelisimine katkida bulunabilir. AA’nin toksik etkileri,
genetik hasar ve hiicre 6liimii yoluyla cesitli dokular1 etkileyebilir ve kanser dahil

cesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilir (29-32).



2.2.2 Maternal akrilamid ve yenidogan iizerindeki etkileri

Gebelik sirasinda annelerin AA maruziyeti, yenidogan sagligi iizerinde potansiyel
olarak ciddi etkilere sahip olabilir. AA’nin teratojenik (dogum kusurlarma neden
olabilen) ve fetotoksik (fetiise zarar verebilen) 6zellikleri lizerine yapilan aragtirmalar,
bu kimyasalin plasenta yoluyla fetiise gegebilecegini ve gelisim siirecini olumsuz
etkileyebilecegini gostermektedir (33). Ornegin, Pedersen ve arkadaslariin yaptig1 bir
calismada, yiiksek diizeyde diyetle alinan AA’nin fetal biiyliime parametrelerini,
ozellikle bas cevresi ve dogum agirligini olumsuz etkiledigi bulunmustur (24). Bu
bulgular, AA’nin nérolojik gelisimi etkileyebilecegine dair endiseleri artirmaktadir.
Ayrica, AA’nin epigenetik degisiklikler iizerindeki potansiyel etkileri de
incelenmistir. Duarte-Salles ve arkadaslarinin ¢alismasi, anne karnindaki bebeklerde
DNA metilasyonunda degisikliklere yol agabilecegini gostermistir (34). DNA
metilasyonu, gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve bu degisiklikler,
cocukluk ¢ag1 hastaliklar1 ve uzun vadeli saglik sorunlarinin gelisimi ile baglantili
olabilir. Annenin AA maruziyetinin, fetal gelisim {izerinde olumsuz etkiler
yaratabilecegini ve yenidoganin sagligini uzun vadeli olarak etkileyebilecegini

gosteren kanitlar mevcuttur (24, 34-37).

2.2.3 Norotoksik etkileri

AA’nin norotoksik etkileri, sinir sistemi tizerindeki zararli etkileri nedeniyle
onemli bir saghik endisesi olusturmaktadir. AA, merkezi ve periferik sinir
sistemlerinde ndrolojik bozukluklara yol agabilir. LoPachin ve arkadaslariin yaptig
arastirmalar, AA’nin noronlarda siilfidril gruplarma kovalent olarak baglanarak
noronal proteinlerin yap1 ve islevlerini bozdugunu gostermistir (38). Bu protein
modifikasyonlari, sinir iletiminde kritik roller oynayan ve norotransmitter salinimi gibi
siireglerde Oonemli olan proteinlerin islev bozukluklarmma neden olabilir. Ayrica,
AA’nin glutamat ve GABA gibi norotransmitter sistemler tizerindeki etkileri, sinir
hiicrelerinin asir1 uyarilmasina ve sonug olarak noérotoksisiteye yol agabilir (39-41).

AA’nin sinaptik plastisiteyi bozdugu ve bodylece 6grenme ve hafiza gibi bilissel
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islevleri olumsuz etkileyebilecegi belirtilmistir (42). Bu tiir etkiler, 6zellikle kronik

maruziyet durumlarinda, nérodejeneratif hastaliklarin gelisim riskini artirabilir (43).

Serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin agir1 iiretimi, noronal lipitlerin,
proteinlerin ve DNA'nin oksidatif hasarina yol agar (44). Bu oksidatif hasar, hiicre
Olimiine ve norodejenerasyonun ilerlemesine katkida bulunabilir. Sonug olarak,
AA’nin norotoksik etkileri, sinir sistemi saglig1 iizerinde ciddi ve potansiyel olarak
uzun vadeli etkilere sahiptir (7, 19, 45-47). Bu etkilerin anlagilmasi, AA maruziyeti ve
norolojik hastaliklar arasindaki baglantilar1 ortaya koymak ve miimkiin olan en etkili

koruyucu ve tedavi edici stratejileri gelistirmek i¢in 6nemlidir.

2.2.4 Sporcu saghgi

AA’nin antioksidan savunma sistemlerini zayiflatabilecegi ve oksidatif stresi
artirabilecegi bilinmektedir (48, 49). Bu durum sporcular i¢in 6nemlidir ¢ilinkii yogun
fiziksel aktivite sirasinda artan oksidatif stres zaten mevcuttur (50, 51). Bu artmus
oksidatif yiik, sporcu saglig1 ve performansi i¢in olumsuz sonuglar dogurabilir, ¢linkii
serbest radikallerin asir1 liretiminin, kas hasarina, yorgunluga ve iyilesme siireglerinin
yavaglamasina yol agtig1 gosterilmistir (52-54). AA’nin saglik iizerindeki potansiyel
negatif etkileri goz oniine alindiginda; kronik AA maruziyeti sporcularin sagligini ve

performansini olumsuz yonde etkileyebilir.

Toplumda ve sporcularda AA maruziyetinin azaltilmasi yoniinde politikalarin
gelistirilebilmesi i¢in gidalarin AA igeriklerine dair bilgiler yetersizdir. Sporcularin
siklikla tiikettigi gidalarin AA igeriklerinin belirlenmesi bu anlamda yol gosterici

olacaktir.

2.3 Gidalarda Akrilamid Olusum Mekanizmasi ve Yollar:

Gidalarda AA olusumu, 6zellikle yiiksek sicaklikta pisirme islemleri sirasinda
gerceklesen karmasik kimyasal reaksiyonlar zinciri sonucunda meydana gelir (55, 56).

Bu siire¢, Maillard reaksiyonu olarak bilinen, glikoz ve fruktoz gibi indirgen sekerlerin
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amino asitler ile (6zellikle asparajin) girdigi reaksiyonlarindan kaynaklanir. Maillard
reaksiyonu, ylksek sicakliklarda (genellikle 120°C iizerinde) ve diisik nem
kosullarinda gidalarin pisirilmesi sirasinda gergeklesir. Maillard reaksiyonu AA gibi
istenmeyen bilesiklerin yan1 sira lezzet, renk ve aroma gibi istenen duyusal 6zellikleri
de olusturur (57). Maillard reaksiyonunun ilk asamasinda, indirgen sekerler ve
asparajin, Schiff bazi ile denge halinde olan N-glukozilasparajin kompleksini
olusturarak tepkimeye girer. Bu kompleks, 1sitildiginda ytiksek miktarda AA firetir.
Ayrica, dekarboksile olan asparajin (3-aminopropionamid) isitildiginda, indirgen
seker olmaksizin da AA firetebilir. Asparajin ve indirgen seker arasindaki baslangi¢
reaksiyonundan sonra Schiff bazi olusur ve bu molekiil, dekarboksilasyon yoluyla
dekarboksile Amadori {iriinline doniisiir. Bu asamada, Amadori iirlinii Strecker
bozulmasi ile AA olusturur (57-59). Ayrica, lipidlerin termal bozunmasi sirasinda
olugan asetil koenzim A'min amino asitlerle reaksiyona girmesi sonucu da AA
olusabilir. Bu mekanizma, ozellikle yagl gidalarin yiiksek sicaklikta pisirilmesi
sirasinda onem kazanir ve asetil koenzim A, asparajin ile reaksiyona girerek AA’nin

olusumuna katkida bulunur (55).

2.3.1 Maillard reaksiyonu ile akrilamid olusumu

Maillard reaksiyonu, bir¢ok yiyecegin goriiniimiinii ve lezzetini gelistirmede
kritik bir rol oynamaktadir. 1953 yilinda Hodge, bu reaksiyonun genel siirecini
aciklayan ilk tutarli semay1 ortaya koymustur. Bu semaya gore, reaksiyonun erken
asamalarinda glikoz gibi bir indirgeyici seker, serbest amino gruplarina sahip bir
bilesikle (6rnegin, proteinlerde bulunan lizin amino asidinin €-amino grubu veya
terminal amino asitlerin a-amino gruplar1) yogunlasir (60). Bu tepkime sonucunda N-
degistirilmis glikozilamin isimli yogunlagma iirlinii olusur ve ardindan Amadori
yeniden diizenleme {iriiniine (ARP) doniisiir. ARP'nin parcalanmasi, ortamin pH
degerine baghdir. pH 7 veya daha diisiik seviyelerde, 6zellikle pentozlar s6z konusu
oldugunda furfural, heksozlar varken hidroksimetilfurfural (HMF) tiretimi ile 1,2-
enolizasyon gergeklesir. pH 7'nin {izerinde ise, ARP'nin ¢6ziilmesi genellikle 2,3-
enolizasyon ile olur ve bu siirecte 4-hidroksi-5-metil-2,3-dihidrofuran-3-on (HMFon)

gibi rediiktonler ve asetol, piruvaldehit ve diasetil gibi gesitli boliinme {irtinleri
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meydana gelir. Bu bilesikler oldukca reaktiftir ve karbonil gruplari amino gruplarla
yogunlasarak iirlinlere nitrojen katilimini saglar. Dikarbonil bilesikler, amino asitlerle
reaksiyona girerek aldehit ve a-aminoketonlar olusturur, bu siire¢ Strecker bozulmasi
olarak adlandirlir. Ileri asamalarda ise, gesitli reaksiyonlar gerceklesir; bunlar
arasinda siklizasyonlar, dehidrasyonlar, retroaldolizasyonlar ve 13C etiketli sekerler
kullanilarak yapilan deneyler bulunur. Bu siireclerde 1-, 3- ve 4-deoksiheksosulosoz
gibi anahtar ara iriinler rol alir. Amadori {irlini ve yeniden diizenlemeler,
izomerizasyonlar ve daha fazla yogunlagsma siiregleri sonucunda, nihai asamada
melanoidinler olarak bilinen kahverengi azotlu polimerler ve ko-polimerler
olusur.(61).

2.3.2 Akrilamid olusumu icin alternatif yollar

Gidalarda AA agirlikli olarak Maillard reaksiyonu yoluyla olusmasina ragmen,
baska bircok olusum mekanizmast da rapor edilmistir. Akrolein ve akrilik asit,
ozellikle yaglar uygunsuz derecede yliksek sicaklikta 1sitildiginda, gliseroliin
dehidrasyonuyla AA olusabilir. Amino asitlerin par¢alanmasi sonucu amonyakla
birlikte AA olusabilmektedir (62). Ancak amonyum tuzlari, yaglar ve akrolein ile
yapilan deneyler, bu mekanizmanin gida maddelerinde AA olusumuyla alakasiz

olabilecegini gostermektedir (58, 63).

3-aminopropionamid ilk olarak asparajinden AA olusumunda gegici bir ara iiriin
olarak tanimlanmis olsa da, aym zamanda gidalarda asparajinin enzimatik
dekarboksilasyonu yoluyla da {iretilebilir ve bir belirli reaksiyon kosullar1 altinda AA
olusumu i¢in ¢ok giiclii bir onciidiir. Bu yolun gida isleme sirasinda olusan toplam

AA’ya katkisi tam olarak hala agikliga kavusturulamamustir (59, 64, 65).

Isitilmig etteki dipeptit karnosinden AA olusumunu bildirilmistir (66). Bu peptid,
amino asitlerin Strecker bozunmasindan kaynaklanan amonyum ile reaksiyona giren
b-alanin'e hidrolize olur. Et iriinlerinde AA’nin hi¢ bulunmamasi veya ¢ok az
bulunmasinin nedeni, AA’nin toksikolojik etkileri heniiz bilinmeyen metil tiirevlerini

kolayca olusturmasidir.
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Benzer bir olusum mekanizmasi, peptitler kullanilarak yapilan bir model
calismasinda onerilmis ve bugday gliiteni ve gliiten takviyeli bugday ekmegi rulolari
igin dogrulanmuistir (67, 68). Anahtar amino asit, b-H atomlu bir amino asitin
bitisigindeki proteine bagli alanindir. Bu tiir proteinler isitilirsa, elektrosiklik bir
domino reaksiyonu, AA ve diger asit amidlerin olusumuna yol acar; fenilalanin'den
sinamik amid gibi. Bu mekanizma, Maillard reaksiyonuyla olusan olusumdan biraz
daha ytiksek sicakliklar gerektirir ve bu yolun unlu mamullerdeki toplam AA’ya

katkisi hala tam olarak bilinmemektedir (69).

2.4 Gida Kaynakh Akrilamid Maruziyeti

AA, karbonhidrat agisindan zengin gidalarin, 6zellikle de patates ve tahil gibi bitki
bilesenlerinden elde edilenlerin pisirilmesi ile olusan bir kimyasaldir (70). Cig patates
gibi dogal (ham) igeriklerde AA mevcut degildir. Karbonhidrat bakimindan zengin
gidalarin, kizartma, firinlama, kavurma, 1zgara yontemleri ile 120°C (248¢F) veya iistii
olarak kabul edilen yiiksek sicakliklarda pisirilmesi (1s1l islem) sirasinda olusur.
Patates ve tahillar gibi bitki iceriklerinden elde edilen gida iirtinleri en yiiksek miktarda
AA igerme egilimindedir. Bu 6ncelikle AA olusumunda rol oynayan reaktanlarin
(glikoz/fruktoz ve asparajin) dogal varligindan kaynaklanmaktadir. Et {irlinleri, bu

gerekli reaktanlarin eksikligi nedeniyle ¢ok az AA igerir veya hig icermez (71, 72).

Diyet yoluyla AA’ya maruz kalmak, gida {irlinlerinin icerdigi AA miktar ve
tiikketilen gida miktarna baglidir. Bu yiizden, diisiik AA igerikli bir iiriin bile, kahve
gibi, sik tiiketildiginde veya biiyiik miktarlarda alindiginda, diyetle AA’ya maruz
kalma agisindan 6nemli bir faktor olabilir. AA kaynaklar1 arasinda, evde pisirilen,
restoranlarda, ticari igletmelerde veya catering servislerinde sunulan gidalar

bulunmaktadir (73).

AA, diinya genelinde giinliik diyetlerde sikca tiiketilen birgok farkli gida
maddesinde yer almaktadir. Diyet yoluyla AA’ya maruz kalmak yalmizca birkag
spesifik gida ile sinirli degildir; bu, daha genis bir gida meselesidir. Amerika Birlesik

Devletleri'nde yapilan tahminlere gore, AA igeren gidalar toplam kalori aliminin
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%38'in1, alinan lifin %36'sin1, karbonhidratlarin %33"inli ve bazi mikro besinlerin
%?25'inden fazlasini olusturur (74). Cesitli gidalarin ve gida gruplarinin AA igerigi
mikrogram kilogram basina ol¢timleriyle Sekil 2.2.'de sunulmustur. Bu veriler, Mills
ve digerleri (2009) ile Petersen ve Tran (2005) tarafindan yapilan g¢aligmalardan
alinmistir (75).

Gida triinlerindeki AA igeriginin raporlanmasini zorlastiran en 6nemli sorun, bir
iriiniin kendi icinde (Ornegin patates kizartmasi/cipsi) gozlemlenen degerler
arasindaki farkliliklardir. Bu farkliliklar, ayni treticinin farkli iiretim siireclerinde,
farkl1 Uireticiler arasinda veya farkli hasat yillarina ait aym tiriinlerde goriilebilir. Bu
degiskenlik, diyet yoluyla AA’ya maruziyet miktarinin belirlenmesini zorlastirir, bu
da insan saghg: lizerindeki olas1 olumsuz etkilerin daha detayli degerlendirilmesi ve

risk degerlendirmeleri igin 6nemli bir faktordiir (6, 76).

Gidalardaki AA’nin kesfedilmesinden kisa bir siire sonra, bu maddeye iliskin
verilerin izlenmesinin ve toplanmasinin &nemi anlasildi. Izleme ve raporlandirma,
gidalardaki AA diizeylerini azaltma cabalarinin etkinligini degerlendirmek agisindan
onem arz etmektedir. Gida endiistrisinde {iretilen, islenen ve evlerde hazirlanan
yiyeceklerde AA olusumunun, ve azaltmak amaciyla uygulanan yontemlerin
etkinliginin degerlendirilmesi, AA maruziyetinin azaltilmasinda uzun siireli

regiilasyonlarin ve ¢oziimlerin gelistirilebilmesi agisindan degerlidir (13, 55, 77-80).

Tablo 2.1. Farkli iirtinlerde ve iiriin gruplarinda bildirilen AA miktarlarinin 6zeti

Uriin/iiriin grubu Akrilamid aralig (ng/kg)
Patates (¢ig) <10-<50

Patates cipsi/cips 117-4,215

Patates kizartmasi 59-5,200

Unlu mamuller ve biskiiviler 18-3,324

Ekmek <10-3.200

Ekmek (tost) 25-1,430
Kahvaltilik tahillar <10-1.649

Diger meyve ve sebze iirlinleri <10-70

15



Tablo 2.1. Farkl iiriinlerde ve iiriin gruplarinda bildirilen AA miktarlarinin 6zeti
(devam)

Uriin/iiriin grubu Akrilamid arahg (ng/kg)
Cikolata {iriinleri <2-826
Kavrulmus kahve 45-935

Kahve yerine gecen liriinler 80-5,399

Kahve 6zii/tozu 87-1,188

Et ve Et iirtinleri <10-116

Siit Giriinleri <10-100

Bebek mamast <10-130

Kaynak: Mills ve arkadaslari. (2009) ve Petersen & Tran (2005).

2.4.1 Kahve ve ikame iiriinleri

Kahve, duyusal 6zellikleri, kafeinin uyarici etkisi ve biyoaktif bilesenlerin varligi,
insan sagligina faydalar1 nedeniyle tercih edilen diinyanin en popiiler iceceklerinden
biridir (80-82). Etiyopya'da kesfedilmesinden bu yana kahve, hem yeni isleme
sistemleri hem de yeni tiikketim bi¢imlerinin de gelistirilmesiyle insanlik tarihinde

6nemli bir rol oynamistir (83).

Ozellikle kavurma, nihai kahve iiriiniiniin ana kimyasal, fiziksel ve organoleptik
Ozelliklerin yam sira biyoaktif ve antioksidan bilesiklerin gelistirilmesinden sorumlu
olan en onemli islemdir (84-86). Bununla birlikte, bu termal siire¢, esas olarak
asparajin ile glikoz ve fruktoz gibi indirgeyici sekerler arasindaki Maillard
reaksiyonunun bir sonucu olarak, yiiksek sicakliklarda AA dahil olmak {iizere

istenmeyen toksik bilesenlerin olusumuna neden olur (84, 87, 88).

Kahvenin hazirlanmasindaki tiim asamalarin (hammadde sec¢imi, kavurma,
depolama ve demleme kosullar1) iirtindeki nihai AA seviyeleri iizerinde énemli rol

oynayabildigi bilinmektedir (89).

Kahveden AA’ya maruz kalmanin, toplam diyetle AA maruziyetine 6nemli

olgiide katkida bulundugu bulunmustur. Isveg'te, kahveden alman ortalama AA
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alimmin 12 pg/glin oldugu tahmin edilmektedir; bu, 31 pg/giin'liik toplam diyet
alimimin ~%39'udur (90). Svensson'un sonuglari, 25 pg/L AA igeren iki igime hazir
kahve 6rnegine dayaniyordu ve diinya capindaki diger sonugclarla karsilastirildiginda
bunlarin st aralikta oldugu sonucuna vardi. Dybing ve Sanner, Norveg'teki AA
konsantrasyonlarin filtre kahvede 25 pg/L ve hazir kahvede 10 pg/L olarak bildirdi
(91). Kahveden alinan ortalama AA aliminin, erkeklerde toplam 38 pg/glin miktarinin
%28'ine, kadinlarda ise toplam 29 pg/glin miktarinin %29'una katkida bulundugu
tahmin edilmektedir. Isvigre'de 14 erkek ve 13 kadmn diyetindeki AA’nin toplam
diyet calismast, kahvenin toplam AA aliminin %36'sina katkida bulundugunu gésterdi
(92). Son zamanlarda ABD Gida ve ilag idaresi (FDA), demlenmis kahvede AA
seviyelerinin 6 ila 16 pg/L arasinda oldugunu bildirdi (93).

2.4.2 Patates uirunleri

AA ¢ig patates yumrularinda ve haglanmis veya buharda pisirilmis patateslerde
mevcut degildir (94). AA, kizartma, firinlama, kavurma ve bazi durumlarda
mikrodalgada pisirme gibi yiiksek sicakliklarda olusur (95). AA olusumunun Maillard
reaksiyonunun bir yan {irlinii olarak bagladigi konusunda genel bir fikir birligi vardir
(2, 57). Maillard reaksiyonu, patates endiistrisinde kabul edilemeyecek kadar koyu
renkli cips ve patates kizartmasma yol agan melanoidin pigmentlerinin varlig

nedeniyle patates endiistrisinde iyi bilinmektedir (96, 97).

Derin yagda kizartma, bir gida iiriiniiniin, suyun kaynama noktasinin iizerinde
1sitilan yenilebilir sivi veya kat1 yaga batirilmasi olarak tanimlanir ve bu nedenle bir
dehidrasyon islemi olarak kabul edilebilir (98). Bu kosullar yiiksek 1s1 transfer
hizlarina, hizli pisirmeye, esmerlesmeye, doku ve lezzet gelisimine yol agar.
Kizartilmis patateslerde arzu edilen duyusal 6zelliklerin gelismesinden biiyiik 6l¢iide

yiiksek 1s1 transfer oranlar1 sorumludur (99).

Patates dogal olarak biiylik miktarlarda serbest asparajin ve indirgeyici sekerler
icerdiginden, patates kizartmasi, patates cipsi, firinlanmis patates ve kumpir gibi

kizartilmis ve firinda pisirilmis patates iiriinleri, gidalardaki en yiiksek AA icerigini
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gosterir, bazen 3000 ug/kg miktarini asabilir (100-104). Bu iriinlerin AA igerigini
azaltmak icin c¢esitli yaklasimlar kullanilmistir: kizartma islemi optimize edilmis ve
sik1 bir sekilde kontrol edilmistir; sitrik asit eklenmistir; ve asparaginaz enzimi
uygulanmistir (105-107). Ancak pratikte, 1sitilan patates tiriinlerinde AA olusumunu
sinirlamaya yonelik her tiirlii teknolojik ¢aba, eger ham madde uygun degilse bosa
c¢ikar. Glikoz ve fruktoz konsantrasyonu, patateslerde AA olusumunu biiylik 6l¢iide
belirler ve seker icerigini azaltacak sekilde hammaddenin uygun se¢imi, AA igerigini
azaltmak i¢in ¢ok 6nemlidir (62, 100, 105, 108). Bu nedenle, ham maddenin bilesimi

ile hasat ve depolamanin etkisine iligkin ayrintil1 bilgi temel 6nemdedir.

2.4.3 Tahil iiriinleri

AA miktar tahil bazli gidalarda; serbest asparajin, glikoz, fruktoz ve maltoz gibi
Onciilerin seviyelerine, gidanin yapisina ve uygulanan 1s1 isleminin tirii ile
yogunluguna gore degisiklik gdstermektedir. Tahil iirlinlerinde AA olusumunda
indirgeyici sekerlere kiyasla asparajinin daha belirleyici bir faktdr oldugu bulunmustur
(109). Tahil tanelerindeki asparajin konsantrasyonu, tahilin tiiriine, tarimsal
uygulamalara ve ¢evre kosullarina bagli olarak biiyiik olclide degisir. Bugdaydaki
asparajin miktarinin 61,6 ile 480,6 mg/kg arasinda degistigi; misirda (189,7-470,5
mg/kg) ve arpada (297,0 mg/kg) benzer diizeylerde oldugu, ¢avdarda (603,2 mg/kg)
ve yulafta (859,8 mg/kg) ise daha yiiksek miktarlarda oldugu bildirilmistir (110). Besin
matrisi su dagilimmi ve dolayisiyla meydana gelen reaksiyonlarin boyutunu etkiler.
Matristeki diisitk nem, reaktanlarin c¢oziiniirliiglinii azaltir ve hareketliliklerini
sinirlandirarak AA olusumunun reaksiyon hizin1 azaltir. Tariflerin veya igleme
kosullarinin degistirilmesinin, nihai tirlinlin AA seviyelerinde énemli degisikliklere
yol agtig1 gosterilmistir. Bu molekiillerin bagil konsantrasyonu ve standart recetedeki
sicaklik, uygulanan 1s1 yogunlugu, su aktivitesi gibi faktorler, tirlindeki nihai AA

konsantrasyonunu etkilemektedir (9, 110).

Tahil bazl1 gida {irtinleri, tarife ve uygulanan 1s1l islemin kapsamina gére bitmis
gidanin tipolojisinde Onemli farkliliklar gosteren genis bir gida kategorisini

icermektedir. Glinlimiizde beslenmenin aglik gidermekten ziyade keyif amagh
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yapilmasi ve saglik trendleri gibi beslenme tercihlerini etkileyen gelismeler, alternatif
igerikli, yenilik¢i formiilasyonlarin tiiketici tarafindan daha fazla tercih edilmesine
neden olmustur. Bu duruma bir 6rnek; seker ve yaglardan yapilan geleneksel bugday
unu biskiivisinin, farkli tahillarla karistirilmis veya yeni ortaya ¢ikan tahillar, pseudo
tahillar veya yaglh tohumlar gibi diger bilesenleri iceren yeni tariflere evrildigi,
tiiketicilere diisiik maliyetli, daha az seker iceren, gliitensiz, yiiksek lifli veya mineral
bakimindan zenginlestirilmis iirlinler sunan biskiivi sektoriinde agikca goriilmektedir
(111-114).

Tarif optimizasyonu, AA seviyelerinin kontrolii i¢in 6nemli bir faktordiir, ¢linkii
pisirme Oncesinde AA olusturan bilesiklerin varligini modiile edecektir. Bununla
birlikte, beslenme profilini gelistirmeyi amaglayan yeni bilesenlerin eklenmesiyle
geleneksel tahil bazli tariflerin yeniden formiile edilmesine yonelik stratejilerde, AA
olusumu iizerindeki etkinin dikkate alinmas1 gerekmektedir. Ornegin, tam tahillarin
eklenmesi, rafine tahillarla formiile edilenlerle karsilagtirildiginda tahil bazh
gidalardaki AA igerigini Onemli Olgiide artirir ¢iinkii tam tahilli un, firincilik
formiilasyonuna daha fazla asparajin katar (115). Bununla birlikte, diyet lifleri,
mineraller, vitaminler ve fenolik bilesikler gibi saghga faydali bilesikler, rafine
edilmis tahillarin aksine tam tahilin kepeginde ve aléronunda yogunlagsmistir. Azaltma
stratejisi olarak tam tahil kullanimimin sinirlandirilmasi, diyet lifi alimim artirma ve
daha saglikli beslenme profillerinin desteklenmesi ihtiyaciyla baglantili olarak tam
tahil tiiketimini tesvik eden beslenme kilavuzlariyla ¢elismektedir. Bu nedenle proses

kirleticileri agisindan bir risk/fayda degerlendirmesine ihtiya¢ vardir (116, 117).

2.5 Akrilamid Olusumunu Etkileyen Faktorler

Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalar gidalarda AA olusumunu etkileyen bir ¢ok
faktore deginmistir. Etkisi arastirilan bu faktorler arasinda siklikla; gidanin bilesimi,
indirgen seker, asparajin konsantrasyonu, protein, amino asit igerigi ve ilavesi, pisirme
siiresi ve sicakligi, receteye karbonhidrat ilavesi, antioksidanlarin katilmasi, pH ve

nem etkileri vardir (13, 79).
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2.5.1 Indirgen seker bilesiminin etkileri

Nisasta ve sekerler, 100°C iizeri sicakliklarda ve hafif asidik ortamda pargalanir.
Bu durum, 1sil islemler sirasinda genellikle kompleks karbonhidratlarin
monosakkaritlere doniismesine neden olur. Pisme islemi sirasinda bu sekilde olusan
monosakkaritler, asparajin ile reaksiyona girer ve AA iretir (2, 58, 70, 97). Bazi
calismalarda, gidalarda bulunan AA miktari, glikoz ve friikktoz seviyeleriyle dogru
orantilt olup, glikozun AA olusumunda 6zellikle etkili oldugu, fruktozun ise glikoza
kiyasla daha az etkili oldugu rapor edilmistir (118, 119). Ayrica gidalardaki fruktoz ve
glikoz miktarinin azaltilmasimin veya sakkaroz ile degistirilmesinin AA seviyelerini
diistirdiigti gosterilmistir (63, 120). Claeys ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklar
arastirma, 140°C ve 200°C sicakliklarda, asparajin ve cesitli sekerlerden (glikoz,
friikktoz, sakkaroz) olusan model sistemlerde AA olusumunu incelemistir. Bu
calismada, asparajin ve glikoz iceren sistemde AA en hizli, asparajin ve sakkaroz

iceren sistemde ise en az olugsmustur (121).

Biederman ve Grob'un 2003'teki caligsmasi, 1sitilan patatese %3'e kadar seker
(glikoz veya friiktoz) eklenmesinin AA olusumunu artirdigini, %3'li asan eklemelerin
ise AA olusumunu azalttigint ya da olusum hizin1 diisiirdiigiinii belirtmistir. Ayni
zamanda, unda ya da kurutulmus patateste fritktozun, glikoza gére AA olusumunu
daha fazla artirdig tespit edilmistir (100, 108). Knol ve arkadaslarinin 2010 yilindaki
calismalar1 da, asparagin ve friikktoz igeren model sistemde friiktoz orani arttikga AA

olusumunun arttigini géstermistir (122).

2.5.2 Sicaklik ve 1isitma siiresinin etkileri

Bugiine kadar ¢ok sayida calisma, sicakligin AA olusumu iizerindeki etkisini
belgelemistir (2, 57, 79, 103, 119). Ornegin, Rydberg ve digerleri (2003) tarafindan
yapilan ¢alismalarda, patates seritlerindeki AA miktarmin belirli bir firin sicakliginda
(200°C gibi) zamanla hizla arttigi, daha sonra ise uzun siireli 1sitma sonucu AA
diizeylerinin diistigii gézlenmistir (79). Bu azalmanin nedeni, AA’nin bozunmasinin

(basit model sistemlerde de goriilen bir siire¢) 6ne ¢ikmasidir (57, 123).
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Patates piiresinin AA olusumu mikrodalga firinda analiz edilmistir ve 1sitma
siiresinin 100 saniyeden 150 saniyeye ¢ikarilmasiyla AA miktarindaki artisin 140
katina ¢iktig1 tespit edilmistir, bu durum numunenin pirolizinin AA olusumunu tesvik
ettigini gostermektedir. Patates kizartmasiin farkli sicakliklarda (220°C'ye kadar) ve
15 dakikalik bir siire i¢inde firinda 1sitilmasi sirasinda agirlik kaybinin diizeltilmis ve

diizeltilmemis olarak AA igerigine etkilerini gostermektedir (79, 102).

2.5.3 Protein acisindan zengin bilesenlerin ilavesinin etkileri

Balik etinin yagsiz patates oOrneklerine eklenmesi, 1sitilmis sigir ve balik
iiriinlerinde gozlemlenen diisiik AA seviyelerinin, proteinlerle iligkili reaksiyonlarin
sonucu olabilecegini degerlendirmek i¢in yapilmistir. Bu baglamda, rendelenmis
patates morina etiyle cesitli oranlarda (%0 - 100) karistirilarak kofteler hazirlanmis ve
bu kofteler tavada ya da firinda pisirilmistir. Yapilan deneyler, patates ve balik esit
oranlarda kullanildiginda AA seviyesinde %70 gibi 6nemli bir diislis oldugunu
gostermis, bu azalma saf patates ve saf balikta 6l¢iilen AA miktarlarinin dogrusal bir
iliskisinden daha fazla olmustur. Bu bulgular, proteinlerin, 6rnegin amino asit yan
zincirlerindeki niikleofilik gruplar (-SH, -NH?2) ile reaksiyona girerek AA’y1 notralize

etme yoluyla koruyucu bir rol oynayabilecegini 6ne stirmiistiir (79, 124).

Literatiirde yapilan c¢alismalara bakildiginda; gidanin protein igeriginin
artirilmasinin AA olusumunu azaltic etkisi olabilece§ine dair sonuglar vardir. Bu
etkilerin anlagilmasinda amino asit profilinin ve asparajin iceriginin daha belirleyici

oldugu belirtilmektedir (56, 118).
254 Amino asit ilavesinin etkileri
Gidalardaki serbest asparajin miktarmin yiiksek olmasi AA firetimini artirir.

Cesitli caligmalar, asparajinin AA olusumunda indirgen sekerlere kiyasla daha belirgin

bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur (59, 78, 125, 126).
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Farkli amino asitlerin dahil edilmesinden etkilenen AA ve pirazin olusumunun
arastirildigr bir caligmanin verilerine gore; glisin ve sistein haricindeki asparajine
esmolar konsantrasyonda eklenen amino asitler, AA olusum hizin1 artirmistir. Artan
amino asit konsantrasyonlarinda g¢esitli etkiler gozlenmistir. AA olusumunun
baslangi¢ oranlari valin, alanin, fenilalanin, triptofan, glutamin ve 16sin i¢in yiiksek
kalirken, prolin, triptofan, glisin ve sistein 160°C'de 60 dakika isitmanin ardindan AA
olusumu agisindan énemli bir hafifletici etki gdstermistir. Ikincil amin iceren amino
asitler; prolin ve triptofan, 60 dakikalik 1sitmanin ardindan AA {izerinde en derin

hafifletici etkiye sahipti (127).

Baska bir calismaya gore; diisiik nem ortaminda, esit molar oranlarda asparajin ve
glukoz iceren model sistemlerde, 120 ve 200°C sicakliklarinda AA’nin olusumu ve
yok edilmesi iizerine glutamin ve sistein etkileri incelenmistir. Arastirmada, glutamin
eklenmesinin AA olusumunu hafif¢e artirdigi, ancak AA olusum ve yok olma
reaksiyonlarmin hiz sabitlerini dnemli derecede yiikselttigi bulunmustur. Ote yandan,

sisteinin AA olusumunu azalttigi gozlemlenmistir (128, 129).

255 Karbonhidrat ilavesinin etkileri

Dondurulmus homojenize patates sistemine 35 mM glikozun eklenmesi, model
sistemlerdeki bulgularla uyumlu olarak net AA igerigini (%160 oraninda) artirmustir.
Sasirtici bir sekilde, bu artis 140 mM glukozda oldukca diisiiktii (+%41). 35 mM'de
fruktoz eklenmesi daha da biiyiik bir yiikselmeye (+%460) neden oldu, bu etki daha
yiiksek konsantrasyonda (+%420) yine zayifladi. Bu patates numunesindeki endojen
serbest glikoz ve fruktoz igerikleri sirasiyla 21 ve 2,8 mM bulunmustur. Boylece
burada yapilan eklemeler glikoz seviyesinde 3 ve 8 kat, fruktoz seviyesinde ise 14 ve
50 kat artiglara karsilik gelmektedir. 15 ve 45 mM konsantrasyonlarda gliseraldehit
ilavesi de AA iceriginde orta derecede bir artisa (yaklasik %60) yol agmistir. Ayrica
35 mM glikoz 6-fosfat, bu igerigi yaklasik 35 mM glikoz ile aymi diizeye kadar
artirmistir (2, 57, 59, 62).
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2.5.6 pH ve gida neminin etkileri

Isitma sonrasinda homojenlestirilmis patatesin  AA igerigi iizerindeki pH
degisikliklerinin etkileri de arastirilmistir. HCI, askorbik asit veya sitrik asit ilavesiyle
daha diisiik pH degerleri elde edildi; NaOH eklenerek pH yiikseltildi. AA iceriginin
pH'in bir fonksiyonu olarak grafiginin ¢izilmesi, yaklasik pH 8'de bir maksimum deger
ortaya cikardi (79). Isitmadan once bu numunelere eklenen AA’nin geri kazanimu,
daha diisiik pH'larda azaldi, bu bilesigin asitlestirilmis matrislerde daha hizl
bozundugunu gosterir. Bu etkiye muhtemelen olusum oranindaki bir azalma eglik
etmektedir. Bu numunelerin pH'inin 1sitmadan 6nce ortam sicakliginda 6lgiildiigiine
dikkat edilmelidir. Gidalarin pH'mn1 degistiren katki maddelerinin AA igerigi
tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla homojenize edilmis patatese, firinda
1sitmadan Once sitrik asit eklenmistir. Bu eklemenin etkileri, HCI ile asitlestirme
sonrasinda gozlemlenenlere benziyordu (veriler gosterilmemistir). Bu deneylerin
sonuglari, bireysel yumrular ve patates partileri arasinda farklilik gosterebilen numune
pH'nin  kontrol edilmesinin 6nemini vurgulamaktadir. Bu, o6zellikle pH"
degistirebilecek eklemeler yapildiginda 6nemlidir. Bu nedenle burada incelenen katki

maddeleri (6rnegin amino asitler) miimkiin oldugunca nétr formda kullanildi (130).

2.5.7 Antioksidanlarin, oksidanlarin ve radikallerin etkisi

Askorbik asidin, bozunma iirlinlerinin amino asitler ve peptitlerle reaksiyona
girdigi ve esmerlesmeyi Onledigi maillard reaksiyonunda indirgeyici bir seker gibi
davrandigi gosterilmistir (131-133). Firinda 1sitilan patates 6rneklerinin AA igerigine
antioksidanlarin etkisini incelemek amaciyla bu 6rneklere gida katki maddesi olarak
kabul edilen iki antioksidan eklenmistir. Molekiillerin polaritesinin olas1 etkisi,
lipofilik askorbil palmitatin ve hidrofilik sodyum askorbatin etkileri karsilastirilarak
aydmlatilmistir. Test edilen en diisiik konsantrasyonda (1,51 mM), bu antioksidanlarin
her ikisi de AA igeriginde tahmin edilen hatay1 asan hafif bir artisa neden oldu.
Hidrojen peroksitin (hem oksidan hem de radikal baslatici olan) ve benzoil peroksitin
(radikal baslatici) etkileri de incelenmistir. 1 mmol/g benzoil peroksit ('=1) varliginda

AA igeriginde olas1 bir gercek artig (+%46) elde edilirken, 4 mmol/kg ilavesinin etkisi
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tahmin edilen hata araligindaydi. Ayrica, artan konsantrasyonlarda hidrojen peroksit
eklenmesi, 1sitmanin ardindan gézlemlenen AA igerigini degistirmedi. Bu bulgular,
peroksidasyonun veya serbest radikal olusumunun (kizartma yaglarinin yoklugunda)

1isitmayla iliskili AA olusumunda 6nemli bir rol oynamadigini gostermektedir (134).

Unlu mamullerdeki oksidatif siireclerle olasi bir baglanti, antioksidanlarin unlu
mamullerdeki AA olusumu iizerindeki etkilerine iliskin ¢esitli calismalara yol agmistir
(135). Askorbil palmitat, sodyum askorbat, biitillenmis hidroksitoluen (BHT), E
vitamini, sesamol gibi antioksidanlarin, kekik, kizilcik, biberiye, kimyon, anason, yesil
cay, zerdecal, zencefil gibi ¢esitli baharat ve bitki Ozlerinden elde edilen
antioksidanlarin etkileri lizerine farkl ¢aligmalarla gida maddelerinde AA’y1 azaltici
etkiler rapor edilmistir (135-140). Giiniimiizde tiiketicilerin koruyucu madde
icermeyen dogal gidalar talep etmesi nedeniyle, unlu mamuller de dahil olmak tizere
gida triinlerinde baharat ve bitki ekstraktlarindan elde edilen dogal antioksidanlarin,
bu gidalardaki AA olusumunu azaltmak amaciyla kullanilmasina yonelik artan bir

egilim vardir.

2.6 Gidalarda AKkrilamid Olusumunu Azaltma Yontemleri

AA miktarmi sinirlamak amaciyla dnerilen ve test edilen bir¢ok azaltma stratejisi
bulunmaktadir. Bu stratejiler bazi1 adimlar1 igermektedir. Gida iiretim stirecindeki
prosediir degisiklikleri, AA olusumunu azaltmada etkili olabilir. Ornegin, pisirme
siiresini veya sicakligini azaltmak veya kullanilan 6ncli maddeleri degistirmek gibi

prosediirel degisiklikler AA miktarini azaltabilir (141).

AA olugumunun azaltilmasi i¢in bir diger yontem ise gidalarin kizartma veya
pisirme siireglerindeki sicaklik-zaman profillerinin degistirilmesidir. Daha diisiik

sicaklikta daha kisa siire pigsirme veya kizartma gibi yontemler kullanilabilir.

Baz1 gidalarin fermantasyon siireleri uzatilarak AA olusumu azaltilabilir. Uzun
fermantasyon siireleri, bazi reaksiyonlarin tamamlanmasini saglayarak AA olusumunu

engelleyebilir. Bu azaltma stratejileri, AA miktarini sinirlamak amaciyla gesitli gida
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endiistrilerinde kullanilmaktadir (142). Bununla birlikte, her gida maddesi igin etkili
olan stratejiler farklilik gosterebilir ve spesifik gida ve proses kosullar1 dikkate

alinmasi1 gerekmektedir.

2.6.1 Asparaginaz kullanimi

Asparaginaz kullanimi AA olusumunu azaltmaya yonelik diger bir stratejidir.
Asparaginaz enzimi, gidalardaki asparajin amino asidini aspartik asite doniistlirerek
AA olusumunu engelleyebilir (143). Asparajinaz enzimi genellikle unlu mamuller,
patates ve kahve gibi AA olusumu yiiksek olan gidalarda kullanilmaktadir.
Asparajinaz enzimi, islenmis gida liretiminin erken asamalarinda (6rnegin hamuru

hazirlama veya patates isleme) kullanilabilir (90).

Asparajinaz kullanimi, AA olusumunu onlemekte etkili bir yontem olmasina
ragmen, her gida maddesi ve liretim siireci i¢in etkinligi farklilik gdsterebilir. Bu
nedenle, AA olusumu yliksek olan gidalarm tiretimi sirasinda asparajinaz kullanimi
izerine yapilan caligmalara ve rehberliklere uygun olarak dogru dozaj ve siirelerin

belirlenmesi 6nemlidir (57, 90).

2.6.2 Cok degerlikli katyonlarin kullanim

Kalsiyum (Ca2+) ve magnezyum (Mg2+) gibi iki degerlikli katyonlarin, sodyum
(Na+) ve potasyum (K+) gibi tek degerlikli katyonlara gére AA olusumunu daha etkili
bir sekilde azalttigmi gostermistir. Iki degerlikli katyonlarin varhig, maillard
reaksiyonuna katilan reaktif maddelerin aktivitesini diisiirerek AA olusumunu
engelleyebilir (143, 144).

2.6.3 Amonyum bikarbonatin degistirilmesi

Amonyum bikarbonatin kullanildig1 endiistriyel pisirme denemelerinde AA
olusumunun artt1g1 bulunmustur. Ozellikle tam bugday unu igeren iiriinlerde amonyum

bikarbonat kullanimiyla AA miktarinda bir artis gozlenmistir. Bu tespitler, amin
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bilesikleri (amino asitler, proteinler) ile karbonhidratlar arasindaki reaksiyonlarin AA
olusumunda ©6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir. Amonyum bikarbonatin
igerdigi amonyak, amin bilesikleri ile reaksiyona girerek AA’nin olusumunu tesvik
edebilir. Gidalardaki amonyum bikarbonat bilesenin yapisinin degistirilmesi AA

olusumunu azaltacak yontemler arasindadir (145).

2.6.4 Antioksidanlarin kullanim

Antioksidanlar, serbest radikallerin olumsuz etkilerini noétralize ederek veya
azaltarak ¢alisir. Bu bilesikler, serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 stabilize
eder veya oksijen molekiilleri arasinda elektron transferini engeller. Antioksidanlar,
hiicre hasarini azaltmaya, bagisiklik sistemini desteklemeye, yaslanma siirecini
yavaglatmaya ve c¢esitli hastaliklarin riskini azaltmaya yardimeci olabilir.
Antioksidanlar, AA olusumunu engellemedeki etkilerini ¢esitli mekanizmalar

araciligiyla gerceklestirir (146).

Antioksidanlar, serbest radikalleri yakalayarak ve stabilizasyonunu saglayarak

oksidatif stresi azaltir. AA olusumu, oksidatif kosullar altinda gerceklesir.

Antioksidanlar, birgok karbonil bilesigi (>C=0) ile reaksiyona girerek stabil
kompleksler olusturabilir. Bu kompleksler, karbonil bilesiklerin AA ile reaksiyona
girmesini onleyerek AA olusumunu engelleyebilir (144, 146). Maillard reaksiyonunda
rol alan reaktif 6n maddelerin (6rnegin sekerler ve amino asitler) yapisini ve
reaktivitesini degistirerek AA olusumunu azaltabilirler. Bu, AA’nin olusumuna
katkida bulunan reaksiyon yollarini etkileyerek 6n maddeleri AA olusumundan

koruyabilir.

Farkli kimyasal reaksiyonlarin etkisini degistirme de antioksidanlarin AA iizerine
etkilerinden biridir. Maillard reaksiyonunda AA olusumuna yol agabilen baz1 ara
{iriinlerin olusumunu ya da etkisini degistirebilir. Ornegin, antioksidanlar, AA’nin ana
kaynag olan glisidimilimidin ve metilglioksalin olusumunu azaltabilir. Genel olarak,

antioksidanlar, serbest radikalleri nétralize ederek oksidatif stresi azaltir, reaktif
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karbonil bilesiklerin olugmasini engeller, Maillard reaksiyonundaki 6n maddelerin
reaktifligini degistirir veya reaksiyon kosullarmi etkileyerek AA olusumunu engeller.
Bu mekanizmalarin kombinasyonu, antioksidanlarin AA olusumunu engellemedeki

etkisini agiklamaktadir (146).

2.6.4.1 Aronya

Aronya, bilimsel adiyla Aronia melanocarpa veya Aronia mitschurinii olan bir
bitki tiirtidiir. Aronya, Rosaceae (Giil ailesi) familyasindan gelir ve ormanlarda dogal
olarak yetisebilen bir meyve bitkisidir. Aronya meyveleri antioksidan agisindan zengin
bir icerige sahiptir. Bu meyveler, antosiyaninler, flavonoidler, polifenoller ve C
vitamini gibi bir¢cok farkli antioksidan bilesigi igerir. Aronya meyvelerinin 6zellikle
antosiyanin bakimindan zengin olmasi dikkat ¢ekicidir. Antosiyaninler, bitkilerde renk
pigmenti olarak gorev yaparlar ve giiclii antioksidan ozelliklere sahiptirler. Ayni
zamanda flavonoidler ve polifenoller de antioksidan aktiviteye sahiptir ve hiicresel

oksidatif stresi azaltmaya yardimci olabilirler (147).

Yiiksek antioksidan igerigi nedeniyle, aronya meyvesinin saglik agisindan
yararlar1 oldukga fazladir. Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu hiicresel
hasar1 6nleyebilir ve viicudun bagisiklik sisteminin desteklenmesine yardimer olabilir.
Bu nedenle, aronya, anti-aging, kardiyovaskiiler saglik, bagisiklik sistemi
giiclendirme, kanser riskini azaltma gibi bir¢ok potansiyel saglik faydalariyla
iliskilendirilmistir. Ancak, aronya meyvelerinin antioksidan igerigi, meyvenin taze,
dondurulmus veya kurutulmus olmasina, yetisme kosullarina ve bitkinin genotipine
bagl olarak degisebilir (148). Dolayisiyla, antioksidan etkilerinden en yiiksek sekilde

faydalanabilmek i¢in taze ve olgun aronya meyvelerinin tiiketilmesi tavsiye edilir.

2.6.4.2 Antioksidan analizi

Antioksidan analizi, besin veya diger hammaddelerdeki antioksidan igeriginin
belirlenmesini hedefleyen bir analiz yontemidir. Antioksidanlar, hiicrelerdeki serbest

radikallerin zararli etkilerine karst koruma saglayan bilesiklerdir. Bu nedenle,
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antioksidan analizi, besinlerin veya diger iiriinlerin saglik faydalarini ve oksidatif stres
ile iligkisini anlamak i¢in 6nemlidir. Antioksidan analizi yapmak ic¢in bir¢ok farkl
yontem mevcuttur. Bunlar arasinda 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) gibi reaktif
maddelerin kullanildig1 spektrofotometrik yontemler, ¢elik toplarin ogiitiilmesi ile
coOzeltiye ekstraksiyon ve ardindan yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

ile analiz gibi yontemler bulunur (146, 149).

Spektrofotometrik yontemlerden biri olan DPPH yontemi, antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde sik¢a kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, DPPH serbest radikal
ajan1 ile analiz edilen Ornekteki antioksidanlar arasindaki reaksiyon ol¢iiliir.
Antioksidanlar, DPPH radikalleriyle etkilesime girerek renk degisikligine neden olur
ve bu degisiklik spektrofotometrik olarak Olcililerek antioksidan aktivite miktari

belirlenebilir.

HPLC, antioksidanlar gibi bilesiklerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan
bir analiz yontemidir. Bu yontemde, drnekteki antioksidan bilesiklerin ayrigmasi ve
tespiti i¢in yliksek basing altinda bir mobil faz (¢6zgen) kullanilarak ayri bir siitun
tizerinden gegirilir. HPLC, farkli bilesikleri hassas bir sekilde ayirarak ve belirli bir
dalgaboyunda degerlendirerek antioksidan bilesiklerin miktarin1 belirleme imkani
saglar. Bu yontem, bilesiklerin analiz edilmesi ve konsantrasyonlarinin hesaplanmasi
icin giivenilir bir yol sunar. Antioksidan analizi, besin endiistrisinde {riinlerin kalite
kontroliinde, besin degeri degerlendirmesinde, takviye edici gida iiretiminde ve ilag
gelistirme siireclerinde dnemli bir rol oynamaktadir. Bu analizler, antioksidan icerigi
yliksek olan iirlinlerin tespit edilmesine ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip

bilesiklerin daha fazla arastirilmasina olanak tanir (150).
2.6.4.3 Antioksidan analiz yontemleri
Antioksidan analiz yontemleri, antioksidan bilesiklerin varligin1 ve aktivitesini

belirlemek icin kullanilan ¢esitli teknikler i¢erir. Bu yontemlerden bazilar1 sunlardir ;

Spektrofotometri, HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi), ORAC (Oksijen
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Radikal Emme Kapasitesi), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (143, 149, 150).

Spektrofotometri yontemiyle antioksidan aktivitesi, bir maddeye etki eden iyonlar
veya radikaller tarafindan olusturulan renk degisiklikleri veya emilim dlgiilerek
belirlenebilir. Ornegin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) veya serbest radikal
salmimi Uizerine etkisi olan diger bilesiklerin absorbansini 6lgmek amaciyla

kullanilabilir (151).

HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) yonteminde, antioksidan
bilesiklerin konsantrasyonlarii belirlemek i¢in 6rnek igindeki bilesiklerin kimyasal
ozelliklerine dayali olarak tespit edilir. HPLC ayrica antioksidan aktiviteyi 6lgmek i¢in

bazi dedektorlerle birlikte kullanilabilir (150, 151).

ORAC (Oksijen Radikal Emme Kapasitesi) yontemi, antioksidan bilesiklerin
serbest radikallere karsi oksidatif koruma kapasitesini Olger. Bu yontemde, bir
oksidasyon reaksiyonu tetiklenir ve antioksidanlarin ne kadar serbest radikal

yakalayabildigi belirlenir.

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) yontemi antioksidanlarin demir
(Fe3+) ile rediiksiyon kapasitesini Olger. Antioksidanlar, indirgeme yetenekleriyle

Fe3+ iyonlarin1 Fe2+ iyonlarina doniistiirerek rediiktor olarak davranir.

TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) yOntemi, antioksidanlarin
Trolox (bir E vitamini analogu) esdeger antioksidan kapasitesini dlger. Ortamda

bulunan bir radikal tiirii ile antioksidanlar arasindaki redoks tepkimesini degerlendirir.

Bu yoOntemlerin her biri farkli prensiplere dayanir ve farkli antioksidanlarla
uyumlu olabilir. Her bir yontemin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir ve belirli bir
Ornegin veya bilesigin analizi i¢in en uygun yontem secilmelidir. Ayrica, antioksidan
analizlerde birden fazla yontemin kullanilmasi ve sonuglarin karsilagtiriimasi, daha

kesin ve giivenilir sonuglari saglayabilir (152).
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2.6.4.4 DPPH

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), bir yapiya sahip olan ve serbest radikal olarak
davranan bir bilesiktir. Molekiiliin yapisi, iki fenil halkasiyla birlesmis olan bir
pikrilhidrazil grubundan olusur. Pikrilhidrazil grubu, bir azo bilesigi olan hidrazilin
pikril asidin bir tiireviyle birlesmesiyle olusur. Bu grup, DPPH molekiiliinde kararl
bir serbest radikal olusturan elektron delokalizasyonunu saglar. Delokalizasyon
sayesinde molekiiliin serbest radikal karakteri korunur ve molekiil dimerlesme gibi
diger serbest radikallerin gosterdigi reaksiyonlara girmeme 6zelligine sahip olur (152,

153).

N—N NO,

Sekil 2.2. DPPH molekiiler yapisi

DPPH'nin yapisi, iki fenil halkasinin hidrazin grubuna baglandig1 ve pikril asit
tiirevinin hidrazin grubuyla birlestigi bir bilesik olarak gosterilebilir. Delokalizasyon
sayesinde pi elektronlarmin molekiilde yayilmasi ve stabil bir serbest radikal olusumu
gergeklesir. DPPH'nin yapisi, bilesigin oksidasyon-reduksiyon (redoks) 6zelliklerine,
serbest radikal reaktivitesine ve antioksidan analizlerinde kullanimina katkida bulunur

(153, 154).

2.6.4.5 Total fenolik bilesik

Fenolik bilesikler, aromatik halkaya (-OH) baglanmis bir fenol fonksiyonel
grubunun varligiyla karakterize edilen ¢esitlilik gdsteren kimyasal bilesikler grubudur.
Dogada yaygin olarak bulunurlar ve meyve, sebze, tahil, kuruyemis ve otlar gibi ¢esitli

bitkisel gidalarda bulunabilirler. Bu bilesikler bitkilerde ikincil metabolitler olarak
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onemli roller tistlenirler ve patojenlere, UV 1sinlarina ve oksidatif strese karsi savunma
mekanizmalar1 olarak islev goriirler. Birgok yiyecegin ve igecegin tadina, rengine ve
aromasina katkida bulunurlar. Fenolik bilesiklerin i1yi bilinen Ornekleri arasinda
resveratrol, flavonoidler (quercetin, katesinler ve antosiyaninler gibi), tanenler ve

fenolik asitler (kafeik asit ve klorojenik asit gibi) bulunur (155, 156).

Bilesikler gii¢lii antioksidan ozelliklere sahiptirler, zararli serbest radikalleri
etkisiz hale getirebilir ve viicuttaki oksidatif stresi azaltabilirler. Bu nedenle, fenolik
bilesikler anti-enflamatuar, antikanser, kardiyovaskiiler, nérokoruyucu ve
antimikrobiyal etkilere sahip olabilirler. Yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC), gaz kromatografisi-mass spektrometrisi (GC-MS) ve spektrofotometri gibi
teknikler karmasik matrislerde fenolik bilesikleri tanimlamak ve dlgmek icin yaygin

olarak kullanilir.

2.6.4.6 Klorojenik asit

Klorojenik asit, kahve ¢ekirdekleri, meyveler ve sebzeler gibi cesitli bitkisel
gidalarda yaygin olarak bulunan bir fenolik bilesiktir. Gii¢lii bir antioksidan olarak
gorev yapar ve anti-enflamatuar, anti-kanser ve kardiyovaskiiler koruyucu etkiler de
dahil olmak iizere bircok saglik faydasiyla iliskilendirilmistir. Klorojenik asit, kilo
yonetimi ve kan sekerinin diizenlenmesi gibi alanlarda potansiyel bir rolii oldugu igin

de lizerinde aragtirmalar yapilmaktadir (157, 158).

Klorojenik asidin antioksidan bir bilesik olmasina karsin, pisirme yontemlerine
bagl olarak olusabilen AA’y1 potansiyel olarak artirdigini gosteren bazi ¢aligmalar

vardir (156, 157).

2.6.5 Isleme yontemleri

AA olusumunu azaltmak veya onlemek icin bazi isleme yontemleri kullanilabilir.
AA olusumu, yiyecekler yiiksek sicaklikta uzun siireler boyunca pisirildiginde

artabilir. Bu nedenle, pisirme siiresi ve sicakligin1 kontrol etmek, AA olusumunu

31



azaltmak i¢in etkili bir stratejidir. Yiyeceklerin diisiik veya orta sicaklikta pisirilmesi

ve pisirme stiresinin miimkiin oldugunca kisa tutulmasi 6nerilir.

Baz1 gidalar1 pisirmeden Once su i¢ine batirmak veya yikamak, AA olusumunu
azaltabilir. Bu yontem, Ozellikle patates gibi nigasta iceren gidalar i¢in etkilidir.
Batirma veya yikama islemi, gidalarin iizerindeki nisasta miktarini azaltarak AA

olusumunu azaltir (159).

Gidalar pigsirmeden Once kisa bir siire suda 6n pisirmek veya blanse etmek, AA
olusumunu azaltabilir. Bu islem, gidalarin ylizeyindeki nisastay1 biraz ¢ikarmak ve AA

olusumunu azaltmak i¢in kullanilir (155, 157, 158).

Gidalar1 marinasyon soslari i¢inde bekletmek veya baharatlarla ovusturmak, AA
olusumunu azaltmada etkili olabilir. Ozellikle asit iceren marinasyonlar (limon suyu,

sirke, yogurt gibi) AA olusumunu azaltmada yardimci olabilir (159).

AA olusumunu azaltmak igin farkli pisirme ydntemleri kullanilabilir. Ornegin,
kizartma yerine buharda pisirme veya 1zgara gibi daha az yag i¢eren yontemler tercih
edilebilir. AA olusumu, nisasta iceren gidalarda daha belirgin olabilir. Nisastadan
zengin olan patates gibi gidalar yerine, alternatif nisasta kaynaklari olan misir, gavdar

veya yulaf gibi gidalar tercih edilebilir.

2.7 Gidalarda AKkrilamid Analiz Yontemleri

AA, polar yapis1 ve yiiksek ¢oziliniirligli nedeniyle ¢esitli analiz yontemleri ile
incelenebilir. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), LC-MS, LC-
MS/MS, Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-
MS) gibi yontemler, AA analizinde yaygin olarak kullanilir. Ayrica, elektrokinetik
kapiler kromatografi, biyosensér kitleri, yakin kizilétesi (NIR) ve Enzim Bagli Immiin
Sorbent Assay (ELISA) yontemleri de AA analizinde uygulanabilir. Ancak, GC, GC-
MS, HPLC ve LC-MS/MS yontemleri genellikle daha kolay erisilebilir ve hizli
sonuglar verdikleri i¢in tercih edilmektedir (160, 161).
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2.7.1 HPLC, LC-MS, LC-MS/MS yontemi ile akrilamid analizi

HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) ve LC-MS/MS (Siv1
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi/Kiitle ~Spektrometresi) yontemleri, AA
analizinde en yaygin kullanilan tekniklerdir. Bu yontemlerde, izotop seyreltmeli
tandem kiitle spektrometresi detektorleri ile daha dogru sonuglar elde edilebilir. LC-
MS yontemi ise Ozellikle karmasik matrislerde, Ornegin kahve gibi, yliksek
hassasiyetle AA tespitinde etkilidir. HPLC, bilesenlerin ayrilmasi ve miktarlarinin
Ol¢iilmesinde kullanilirken, LC-MS hem ayrilma hem de yapisal tanimlama igin

kullanilir (162).

Ornekler, sabit bir akis hiztyla kolonda tasinir ve bilesenlerin kolon iizerindeki
etkilesimleri farkli tutunma siireleriyle sonuglanir. Bu sekilde, bilesenler ayrilarak

tanimlanabilir ve miktarlar1 hesaplanabilir.

LC-MS, s1v1 kromatografi (LC) ve kiitle spektrometrisi (MS) tekniklerinin bir
kombinasyonudur. LC bilesenleri ayirirken, MS molekiil agirligin1 ve yapilarini
belirler. LC-MS, ayrilma ve yapisal bilgi saglama yetenegi nedeniyle daha hassas ve
dogru sonuclar elde etmeye yardimci olur. Bu yontem, diisiik konsantrasyonlardaki
bilesenleri tespit etmede olduk¢a uygundur. HPLC analizleri genellikle daha hizli
gergeklestirilirken, LC-MS analizleri daha fazla bilgi sagladigi i¢in biraz daha uzun

strebilir.

Sonug olarak, HPLC ve LC-MS, farkli analiz amaglarina yonelik olarak kullanilan
iki farkli yontemdir. HPLC, bilesenlerin ayrilmasi ve miktarlarinin belirlenmesi igin
uygunken, LC-MS, hem ayrilma hem de yapisal tanimlama ve disiik

konsantrasyonlarda bilesen tespiti i¢in daha uygundur (163, 164).

2.7.2 GC, GC-MS, GC-MS/MS yontemi ile akrilamid analizi

Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS), iki farkli analitik teknigi
birlestirir: gaz kromatografisi (GC) ve kiitle spektrometresi (MS). Genellikle, bu
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cthazlar gaz kromatografi bileseninden olusur ve 1sinmis bir transfer hatt1 ile kiitle
spektrometresine baglanir, bu sayede iki teknik ardisik olarak uygulanir. Ancak, bazi
uzman ve genellikle tagiabilir veya minyatiir cihazlar, tam bir GC-MS sistemini tek
bir cihazda birlestirirler (165).

GC yontemlerinde, AA’nin tiirevlendirilmesi (bromlama) islemi ile 2,3-
dibromopropionamide donistiiriiliir. Tiirevlendirme islemi, AA’ nin polarligin1 azaltir
ve bu sayede polar olmayan organik ¢oziiciilerde daha kolay ¢6ziinmesini saglar.
Ancak, tiirevlendirme siireci zaman alici olabilir ve yan reaksiyonlara neden

olabilecegi i¢in dikkatle uygulanmalidir (161).

2.7.3 Akrilamid analizi icin kullanilan diger yontemler

Tiirevlendirme yapilmadan kullanilan yontemler nadiren tercih edilir. Bu
yontemlerde, analiz i¢in AA su veya n-propanol gibi organik ¢oziiciilerin karigimi ile
ekstrakte edilip, saflagtirma i¢in genellikle grafitize karbon kartuslar kullanilir. Analiz

genellikle 71 ve 55 iyonlar1 iizerinden gergeklestirilir.

AA’nin polar yapisindan dolay1 polar kolonlar kullanilir ve sicaklik programu,

tiirevlendirme yapilmadan yapilan analizlerle benzerdir (166, 167).

Son yillarda, yiiksek performansli sivi kromatografinin (HPLC) yerine organik
bilesiklerin ayrilmasi1 ve tanimlanmasi i¢in bazi yeni teknikler gelistirilmistir.
Bunlardan biri Mikellar Elektrokinektik Kromatografi (MEKC) ve digeri Kapiler
[zotakoforezdir (168).

MEKC, organik bilesiklerin ayrilmasinda etkili bir yontemdir. Bu teknikte, bir
ylizey aktif madde tampon sistemine eklenir ve bu maddeler micelle ad1 verilen yapilar
olusturur. Yiiksliz organik bilesikler, micelleler ve tampon ¢ozeltisi arasinda gegici
olarak birikir. Micellelerin yikli dis ylizeyleri, elektrostatik etkilesimler sayesinde
ayrilma islemini gerceklestirir ve bilesikler micelle icinde gecirdikleri siireye gore

ayrilir.
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Biyosensor ile AA analiz yontemi, analit ve bakteriyel hiicreler arasindaki
biyokimyasal etkilesime dayanir. Bu yontemde, Pseudomonas aeruginosa'nin tiim
hiicreleri biyosensor olarak kullanilir. Bu hiicreler, AA’nin hidrolizini katalize eden
amonyum iyonu (NH4+) ve akrilik asit iireten amidaz enzim aktivitesine sahiptir.
Amonyum iyonu, se¢ici bir elektrot araciligiyla tespit edilir. Hiicreler polietersiilfon,
naylon veya polikarbonat gibi polimer membran disklerine immobilize edilir ve
elektrot ylizeyine takilir. Ancak, biyosensorlerin bozulmasi enzim degisikliklerine yol
acabilir (169).

NIR (Yakin Kizilotesi Yansitma) teknigi, gidalarin kimyasal bilesimini
belirlemek i¢in elektromanyetik spektrumu kullanir. Gidalardaki her kimyasal
elementin kendine 6zgii bir NIR spektrumu vardir. NIR, organik materyallerdeki temel
bilesenlerin hizli, dogru ve glivenilir bir sekilde analiz edilmesini saglar ve laboratuvar

yontemlerinin yerine gegebilecek bir tekniktir (170, 171).

ELISA yontemi, AA’y1 tespit etmek i¢in kullanilan bir immunoassay yontemidir.
Amaci antikorlar araciligiyla AA’nin besindeki varligini tespit etmektedir. Yapilan
calismalar gelistirilen ELISA yOonteminin, AA’y1 saptama sinirin1 18,6 ng/ml olarak
belirlemistir. Ayni ¢aligmalar ayrica, geri kazanim oranlar1 %74,4 ile 98,1 arasinda
bulunmustur. Bu oranlar, ELISA yonteminin AA tespitinde etkili ve giivenilir

oldugunu gostermektedir (172).

ELISA’nin sonuglarin1 dogrulamak i¢in HPLC yontemi kullanilmistir. Bu
dogrulama islemi, ELISA yontemiyle elde edilen sonuglarin giivenilirligini ve
tutarliligini kontrol etmek amaciyla yapilmistir. Bu sayede ELISA yontemiyle elde

edilen sonuglarin dogrulugu saglanmig ve giivenilirlikleri onaylanmistir (173, 174).

2.8 Sporcularda Besin Takviyelerinin Kullanimi

Besin takviyeleri, genel popiilasyondaki yaygin kullanim oranlar1 gibi, sporun her
seviyesindeki sporcular tarafindan da yaygin olarak kullanilmaktadir. ABD'de yetiskin

niifusun yaklasik yarisi bir tiir besin takviyesi kullantyor ve kiiltiirel, bolgesel ve
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ekonomik farkliliklara ragmen diger bir¢cok bolgede de benzer kullanim oranlarmin

oldugu tahmin edilmektedir (175).

Sporcular takviye secimleri i¢in ¢esitli nedenleri 6ne siirmektedirler; takviyeler
performans acisindan birden fazla role hizmet ediyor. Bu roller arasinda, belirli besin
maddelerinin yeterli miktarda alinmasini saglayarak genel sagligin korunmasi, mikro
besin eksikliklerinin giderilmesi ve yalnizca diyet yoluyla elde edilmesi zor olabilecek
enerji ve makro besin 0gelerinin saglanmasi yer alir. Ek olarak sporcular, yogun
antrenman temposunda toparlanmayi desteklemek, kas kiitlesi kazanimi, fiziksel
gelisim ve enerji artist saglamak, kas-iskelet sistemi agrilarimi hafifletmek,
yaralanmalardan iyilesmeyi hizlandirmak ve ruh halini iyilestirmek gibi dogrudan

performansi artirmak veya dolayl faydalar i¢in besin takviyelerini kullanir.

Sporcu beslenme kilavuzlar sporculara, ¢esitli senaryolara gore uyarlanmis enerji
ve makro besin dgeleri alimina yonelik 6zel oneriler sunmaktadir. Bununla birlikte,
sporcularin sedanter bireylere kiyasla artan beslenme gereksinimlerini, yalnizca
normal yiyeceklerle karsilamalari; yogun antrenman temposunda yiyecek hazirlama
veya saklama zorlugu, antrenman programlari sirasinda tiiketime firsat bulamamalari,
gastrointestinal semptomlar yasayabilmeleri ile 1ilgili zorluklar nedeniyle pratik
olmayabilir. Bu gibi durumlarda besin takviyeleri, bu beslenme ihtiyaglarinimn
karsilanmasi igin genellikle daha maliyetli olsa da uygun bir alternatif olarak

sporculara hizmet edebilir (176, 177).

Sporcularin yogun egzersiz temposuna bagli olarak beslenme ve makro besin
ogesi gereksinimleri artmaktadir. Ozellikle kas protein sentezinin saglanmasi,
yikiminin dnlenmesi, optimal viicut gelisimi ve performans i¢in sporcularin diyetle
yeterli miktarda ve kaliteli kaynaklardan protein tiiketmeleri 6nemlidir. Uygun
gidalarin secilmesiyle ¢ok yliksek protein alimi elde edilebilirken, protein agisindan
zengin gidalarin ¢ogunun ayni zamanda yag orani da yiiksektir. Sporcular siklikla gida
kompozisyonu hakkinda ayrintili bilgiden yoksundur, bu da smirl gida se¢imine yol
acar ve potansiyel olarak protein alim hedeflerini tutturamamalarina neden olur.

Protein takviyeleri, sporculara, yag alimini 6nemli dl¢lide artirmadan veya diyetlerinde

36



bliyiik degisiklikler yapmadan, istedikleri protein seviyelerine ulagsmalari i¢in bir yol
sunar. Bu, sporcularin antrenman uyaranindan kaynaklanan adaptasyonlari
desteklemek i¢in antrenmandan hemen Once veya sonra protein tiiketmeyi
hedefledikleri durumlarda ozellikle faydalidir (178). Protein tozlariyla yapilan siit
bazli protein karigimlari, sporcularin kaliteli protein alimini saglamalari i¢in uygun,

pratik ve lezzetli bir yontem sunmaktadir (177).

2.8.1 Peynir alt1 suyu proteini (whey) takviyesi

Peynir alt1 suyu (whey), peynirin {iretimi sirasinda ortaya ¢ikip; siitiin pthtilagmasi
sonucu olusan sivi bir yan iirlindiir. Siit, peynir yapimi sirasinda siit asitleri veya
enzimlerle pihtilagtirildiginda, pihtinin icerisinde peynir olusurken, kalan sivi kisim
peynir alt1 suyu olarak bilinir. Peynir alt1 suyu, iceriginde bulunan aminoasit, laktéz

(seker) ve minerallerle besleyici bir yapiya sahiptir (179).

Whey proteini ise peynir alt1 suyundan elde edilen bir protein kaynagidir. Peynir
alt1 suyu, pihtilagma sirasinda ortaya ¢ikan proteinleri i¢erirken, whey protein ise bu

stvi kismin yogunlastirilmasiyla elde edilir (180).

Sporcular arasinda olduk¢a yaygin olan whey protein kullanimi, kas gelisimini
destekler ve kas onarmmini hizlandirir. Whey proteini hizli sindirilebilme 6zelligi
sayesinde kaslara hizli bir sekilde ulasip protein sentezini tesvik etmektedir. Ayrica,
whey proteini genellikle yiiksek kalitede protein igerir ve tiim esansiyel amino asitleri
saglar. Bu, viicut icin gerekli olan amino asitlere kolayca erisimin saglanmasi

acisindan 6nemlidir (181).

Bununla birlikte, whey protein sadece sporcular i¢in degil, genel olarak saglikli
bir yasam siiren insanlar i¢in de faydali olabilir. Whey proteinin bagisiklik sistemi
sagligina destek olabilecegi, kilo yonetimine yardimci olabilecegi ve genel sagligin
korunmasina katkida bulunabilecegi gosterilmistir (182). Sonug olarak, whey protein
peynir liretimi sirasinda olusan bir yan {iriin olan peynir altt suyundan elde edilen

yiiksek kaliteli bir protein kaynagidir. Whey protein tozlart kas gelisimini
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desteklemesi, kas iyilesmesini ve toparlanmayr hizlandirmasi, bagisiklik sistemini
desteklemesi ve saglikli bir yasam i¢in dnemli bir bilesen olmasi sebebiyle sporcular

i¢in 6nemlidir (176, 183-185).

2.9 Yiiksek Proteinli Pankek

Sporcu beslenmesinin gelismesi ve oneminin anlagilmasi ile birlikte yeni saglikli
tariflerin gelisimi kagimlmaz olmustur. Ozellikle sporcularin whey protein tozunu
farkli bicimlerde tiiketebildikleri goriilmiistiir. Sporcular whey protein tozunu tek
basina tiiketebildikleri gibi, saglikli ve yliksek proteinli tarifler hazirlamak amaciyla
da kullanmaktadir. Sosyal medyanin etkileri, siirdiiriilebilirlik ve cesitlilik arayislari
sebebiyle whey protein tozu iceren yiiksek proteinli birgok yeni yemek ya da
atistirmalik tarifinin gelistirildigi ve popiilerlik kazandigi soylenebilir. Kolay
hazirlanmasi, lezzetli ve besin dgeleri agisindan zengin bir igerige sahip olmasi
sebebiyle yliksek proteinli PK tarifleri sporcular ve viicut gelistirme topluluklar
arasinda oldukca {nliidiir. Piyasaya hazir protein PK harci igeren firiinler dahi

sunulmus ve bu hazir tiriinler kisa siirede ¢okga satilmistir (186-188).

Avrupa Komisyonuna gore bir gidanin yiiksek proteinli olarak siniflandirilmasi
i¢in toplam enerjinin en az %20’sinin proteinden gelmesi gerekmektedir. Tiirk Gida
Kodeksi Sporcu Gidalar1 Tebligi’ne gore ise, proteince zenginlestirilmis triinlerde
toplam enerjinin en az %?25’1 yumurta, siit, et veya soya kaynakli proteinlerden

saglanmalidir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec
3.1.1 Pankek ornekleri

Yiiksek proteinli ve diger PK oOrnekleri; Acitbadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi Beslenme ve Diyetetik Béliimii pisirme laboratuvarinda hazirlanmustir.
Yiiksek proteinli PK 6rneklerinde 1 6l¢ek whey protein tozu (25 gram protein ilavesi)
kullanilmistir. Hazirlanan yiiksek proteinli PK’larin 100 graminda yaklasik olarak
20,1-22,6 gram protein bulunmaktadir.

3.1.2 Kullanilan malzemeler

Tam bugday unu, yulaf unu, laktozsuz siit (UHT), yumurta, siikraloz tatlandirici
metro gross marketten, kakaolu whey protein tozu (Muscletech Nitro-Tech %100
Whey Gold Protein) Supplementler magazasindan, aronya (Yalova) Taze diikkan

firmasindan temin edilmistir.
3.1.3 Kullanilan kimyasallar

Standart AA (A3553-100G) Sigma-Aldrich firmasindan (Steinhein, Almanya),
asetonitril (s1ivi kromatografisine uygun) Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya),
n-hekzan Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya), aseton (HPLC saflikta) Sigma-
Aldrich firmasindan (Steinhein, Almanya) ve ultra saf su (HPLC saflikta) temin

edilmistir.
3.1.4 Kullanilan alet/cihaz ve ekipmanlar

Pisirme i¢in; PK tavast (madame coco), parcalayict mikser, dijital gida
termometresi, hassas gida tartisi, mutfak ekipmanlari, 6lgekli plastik kap ve olgekli

kasiklar temin edilmistir.
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AA ekstraksiyonu ve 0rnegin hazirlanmasi i¢in; Steril kapakli falkon tiip 50 mL
(ISOLAB), tiip standi, cam huni (ISOLAB), ¢esitli hacimlerde meziir (ISOLAB),
cesitli hacimlerde beher (ISOLAB), c¢alkalama cihazi (VELP CLASSIC Vortex
Mixer), ¢alkalamali su banyosu (Weightlab Instruments WF-SBC30), orta akis hizl
filtre kagit (ISOLAB), plastik siringa 5 mL (BERIKA), siringa ucu filtre steril (CA
(Seliiloz Asetat) 0.45 um / 25 mm), 0.1-2.5 pL ayarlanabilir mikro otomatik pipet
(Eppendorf Research), spatula (Sigma-Aldrich), kilitli kapakli santrifiij tiip 5 mL
(ISOLAB) temin edilmistir.

AA tayini i¢in; HPLC Perkin-Elmer 200 serisi (USA) cihaz, C-18 analitik kolon
(ACE 250 mmx 4.6 mm; 5 um partikiil yarigcap1), ultrasonik banyo (ISOLAB), vida
kapakli cam vial (ISOLAB-N8-1,5 ml-11,6 x 32 mm) kullanilmustir.

3.2 Yontem

PK orneklerinde; AA (HPLC) ve 6rneklerde kullanilan aronyalarda; antioksidan
testi (DPPH), total fenolik bilesik ve klorojenik asit (HPTLC) analizleri yapilmustir.

3.2.1 Akrilamid analizi

3.2.1.1 Pankek gruplarimn belirlenmesi

Calisma planinda toplam 8 PK 6rnegi belirlenmistir; Tam bugday veya yulaf unu
ile hazirlanan standart PK; kontrol grubu, tam bugday veya yulaf ununa ek whey
protein takviyesi yapilan PK; whey grubu, tam bugday veya yulaf ununa ek aronya
takviyesi yapilan PK; aronya grubu ve tam bugday veya yulaf ununa ek whey ve
aronya takviyesi yapilan PK; whey-aronya grubu olarak adlandirilmis, bdylece 4 ana
grup igerisinde 8 ayr1 PK harci hazirlanmistir. Calisma giivenilirligi agisindan her PK
harci ile (8 ornek) 2 kere pisirme yapilmis ve finalde 16 PK 6rnegi ¢alismaya dahil
edilmek iizere hazirlanmistir. Tablo 3.1. PK grup ve 6rneklerinin bilesimlerini acik¢a

ifade etmektedir.
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Tablo 3.1. PK gruplarinin igerigi ve PK orneklerinin hazirlanmasinda kullanilan

malzemelerin miktari

Kontrol Grubu

icindekiler

1-Tam Bugday Pankek 1 (TBK)

2-Tam Bugday Pankek 2 (TBK2)

3-Yulaf Pankek 1 (YK)

4-Yulaf Pankek 2 (YK2)

1 adet yumurta (50 gr)
50 mL laktozsuz siit
30 gr tam bugday unu
1 tk siikraloz (5 mL)

[lk harg ile tekrar pisirildi.

1 adet yumurta (50 gr)
50 mL laktozsuz siit
30 gr yulaf unu

1 tk siikraloz (5 mL)

11k harg ile tekrar pisirildi.

Whey Grubu (Yiiksek Proteinli)

Icindekiler

5-Tam Bugday Wheyli Pankek 1 (TBW)

6-Tam Bugday Wheyli Pankek 2 (TBW2)

7-Yulaf Wheyli Pankek 1 (YW)

8-Yulaf Wheyli Pankek 2 (YW?2)

1 adet yumurta (50 gr)

50 mL laktozsuz siit

30 gr tam bugday unu

1 6lgek whey protein tozu (32 gr)

[Ik harg ile tekrar pisirildi.

1 adet yumurta (50 gr)

50 mL laktozsuz siit

30 gr yulaf unu

1 6lgek whey protein tozu (32 gr)

[lk harg ile tekrar pisirildi.

Aronya Grubu

icindekiler

9-Tam Bugday Aronyali Pankek 1 (TBA)

10-Tam Bugday Aronyali1 Pankek 2 (TBA2)

11-Yulaf Aronyali Pankek 1 (YA)

12-Yulaf Aronyali Pankek 2 (YA2)

1 adet yumurta (50 gr)
50 mL laktozsuz siit
30 gr tam bugday unu
1 tk siikraloz (5 mL)
20 gr aronya

[lk harg ile tekrar pisirildi.

1 adet yumurta (50 gr)
50 mL laktozsuz siit
30 gr yulaf unu

1 tk siikraloz (5 mL)
20 gr aronya

[lk harg ile tekrar pisirildi.
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Tablo 3.2. PK gruplarinin igerigi ve PK orneklerinin hazirlanmasinda kullanilan
malzemelerin miktari

Whey-Aronya Grubu (Yiiksek Proteinli) icindekiler

1 adet yumurta (50 gr)

50 mL laktozsuz siit
13-Tam Bugday Wheyli Aronyali Pankek 1

(TBWA) 30 gr tam bugday unu

1 6l¢ek whey protein tozu (32 gr)
20 gr aronya

14-Tam Bugday Wheyli Aronyali Pankek 2 flk harg ile tekrar pisirildi,

(TBWA2)
1 adet yumurta (50 gr)
50 mL laktozsuz siit
15-Yulaf Wheyli Aronyali Pankek 1 (YWA) 30 gr yulaf unu
1 6lgek whey protein tozu (32 gr)
20 gr aronya
16-Yulaf Wheyli Aronyali Pankek 2 (YWA2) [lk harg ile tekrar pisirildi.

3.2.1.2 Pankeklerin standardizasyonu ve pisirilmesi

PK o6rnekleri i¢in hazirlanan harglar mikser yardimiyla ¢irpilarak 2 dakika siireyle
akiskan s1v1 bir kivam elde edilene dek homojenize edilmistir. Pisirme i¢in kullanilan
PK tavasi (madame coco) ocakta 1 dakika boyunca orta ateste 1sitilmistir. Homojenize
edilmis PK harci, PK tavasinin orta goziinii dolduracak miktarda dokiilmiis ve 2.5
dakika boyunca alt taraf pigirilmistir. Daha sonrasinda plastik spatula yardimryla PK
ters cevirilmis ve diger tarafi 1.5 dakika boyunca orta ateste pisirilerek tavadan
sogumak iizere tabaga alinmistir. islem tekrarlanmadan 6nce kullanilacak tavalar
sogumaya birakilmig ve her pisirme Oncesinde sicaklik kontrol edilerek pisirme
islemine baslanmistir. Bu sekilde tekrarlar yapilarak 16 PK pisirilmis ve tabaklara

aliarak oda sicakliginda sogumaya birakilmstir.

3.2.1.3 Pankek orneklerinin akibeti

PK o6rnekleri oda sicakliginda soguduktan sonra her PK 6rnegi ayni harc ile
hazirlanan tekrar1 ile birlikte mikserde parcalanmistir. Ana gruplar ve birlikte

parcalanan PK 6rneklerinin bilgisi Tablo 3.2.’de gdsterilmistir.
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Tablo 3.3. Mikserde birlikte parcalanan pankek orneklerinin bilgisi

Kontrol Grubu

1. Tam Bugday Pankek 1 ve Tam Bugday Pankek 2 (TBK)

2. Yulaf Pankek 1 ve Yulaf Pankek 2 (YK)

Whey Grubu (Yiiksek Proteinli)

3. Tam Bugday Wheyli Pankek 1 ve Tam Bugday Wheyli Pankek 2 (TBW)

4. Yulaf Wheyli Pankek 1 ve Yulaf Wheyli Pankek 2 (YW)

Aronya Grubu

5. Tam Bugday Aronyali Pankek 1 ve Tam Bugday Aronyali Pankek 2 (TBA)
6. Yulaf Aronyali Pankek 1 ve Yulaf Aronyali Pankek 2 (YA)

Whey-Aronya Grubu (Yiiksek Proteinli)

7. Tam Bugday Wheyli Aronyali Pankek 1 ve Tam Bugday Wheyli Aronyali Pankek 2 (TBWA)
8. Yulaf Wheyli Aronyali Pankek 1 ve Yulaf Wheyli Aronyali Pankek 2 (YWA)

Sonug olarak parcalanmig 8 adet 6rnek; tam bugday kontrol (TBK), yulaf kontrol
(YK), tam bugday wheyli (TBW), yulaf wheyli (YW), tam bugday aronyali (TBA),
yulaf aronyal1 (YA), tam bugday wheyli aronyali (TBWA) ve yulaf wheyli aronyali
(YWA) olarak adlandirilmistir (Tablo 3.3.). PK gruplarinin makro besin dgesi

degerleri Tablo 3.4.’te verilmistir.

Daha sonrasinda her PK 6rnegi hassas terazi yardimiyla 16 gram tartilarak falkon

tiiplere (50 mL) alinmig ve AA ekstraksiyonuna hazir hale getirilmistir.

Tablo 3.4. Pankek gruplarinin ve 6rneklerinin son durumu

Kontrol Grubu

1. Tam Bugday Pankek (TBK)

2. Yulaf Pankek (YK)

Whey Grubu (Yiiksek Proteinli)

3. Tam Bugday Wheyli Pankek (TBW)

4. Yulaf Wheyli Pankek (YW)

Aronya Grubu

5. Tam Bugday Aronyali Pankek (TBA)

6. Yulaf Aronyali Pankek (YA)

Kontrol Grubu

Whey-Aronya Grubu (Yiiksek Proteinli)
7. Tam Bugday Wheyli Aronyali Pankek (TBWA)
8. Yulaf Wheyli Aronyali Pankek (YWA)
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Tablo 3.5. Pankek gruplarinin makro besin 6gesi degerleri

1.TBK (100 gr)

Enerji 151,6 keal
Protein (24%) 919
Yag (28%) 489
Karbonhidrat (48%) 189
2.YK (100 gr)

Enerji 157,4 kcal
Protein (24%) 9,3¢0
Yag (33%) 584
Karbonhidrat (43%) 179

3. TBW (100 gr) (Yiiksek Proteinli)

Enerji 199,3 kcal
Protein (45%) 2244
Yag (23%) 53¢
Karbonhidrat (31%) 155¢
4.YW (100 gr) (Yiiksek Proteinli)

Enerji 204,1 kcal
Protein (45%) 2264
Yag (26%) 6,19
Karbonhidrat (29%) 14,79
5.TBA (100 gr)

Enerji 137,4 kcal
Protein (24%) 8,1g
Yag (27%) 429
Karbonhidrat (49%) 16,8 ¢
6.YA (100 gr)

Enerji 143,1 kcal
Protein (23%) 8,3¢
Yag (32%) 519
Karbonhidrat (45%) 169
7.TBWA (100 gr) (Yiiksek Proteinli)

Enerji 181,9 keal
Protein (44%) 201¢g
Yag (23%) 4,79
Karbonhidrat (33%) 148¢
8. YWA (100 gr) (Yiiksek Proteinli)

Enerji 186,7 kcal
Protein (44%) 20,2 ¢
Yag (26%) 55¢
Karbonhidrat (31%) 1419
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3.2.1.4 Akrilamidin pankek orneklerinden ekstraksiyonu

Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii
pisirme laboratuvarinda pisirilen ve hazirligi tamamlanan PK 6rneklerinden AA’nin
ekstraksiyonu Khosnam ve ark. tarafindan agiklanan yoOntem uygulanarak

gergeklestirilmistir (189).

16 gram tartilarak 50 mL’lik falkon tilipler igerisine alinan ornekler
numaralandirilmis olarak tiip standina yerlestirilmis ve ekstraksiyon islemi ig¢in

Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi ARGE laboratuvaria tasmmustir.

Khosnam’in yontemine uygun olacak sekilde 6nce yag dekantasyonu yapilmistir.
Orneklerin bulundugu falkon tiiplerinin igerisine 40 mL n-hekzan ilave edildikten
sonra 0rnekler ¢alkalama cihazi ile 1’er dakika karigtirilmis daha sonrasinda 10 dakika
siireyle calkalamali su banyosuna birakilmigtir. Su banyosundan alinan 6rnekler tek
tek parmak yardimiyla dekante edilmis, atik n-hekzan kimyasali bos bir behere
aliarak uzaklastirilmistir. Bu uygulama toplamda 3 kere tekrarlandiktan sonra falkon
tiipler kapaklar1 acgik bir sekilde 12 saat laboratuvar ortaminda birakilmis bdylece
ucucu bir kimyasal olan n-hekzan tamamen ortamdan uzaklastirilarak yagin

uzaklastirma siireci tamamlanmistir.

Numuneler 12 saat bekletildikten sonra ertesi giin falkon tiiplerine 40’ar mL
aseton meziir yardimiyla dokiilmiistiir. Tiiplerin kapaklar1 sikica kapatildiktan sonra
ornekler vortex ile 1’er dakika boyunca karistiritlmistir. Daha sonrasinda 6rnekler 40°C
sicakliga ayarlanan ¢alkalamali su banyosuna 20 dakika boyunca birakilmistir. Bu
islem de tamamlandiktan sonra kagit filtre yardimiyla 8 6rnegin tamamu, sirasiyla 50
mL’lik cam beherlere siiziilmiistiir. Cam beherler 40°C sicakliga ayarlanan sicak
plakalarin istiine yerlestirildikten sonra asetonun u¢masi beklenmistir. Yaklasik 3
saatlik siirecin sonunda 8 6rnegin tamamai i¢in aseton ugurulmus ve geriye kati madde
cam beherlerin icerisinde kalmistir. Cam beherlere sirasiyla 2 mL ultra distile su
otomatik pipet yardimiyla ilave edilmis ve spatula yardimiyla beherlerin dibinde kalan

kat1 maddeler ultra distile su i¢erisinde iyice ¢oziinene dek karigtirilmigtir. 8 6rnek igin
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hazirlanan ¢ozeltiler siringa ile ¢ekilmis ve siringa filtreden gecirilerek 5 mL’lik kilitli
kapakli santrifiij tiiplerine alinmistir. AA ekstraksiyonu gerceklestirilerek tiliplere
alinan oOrnekler HPLC analizine hazir bir sekilde beklemek iizere -20°C

dondurulmustur.

3.2.1.5 Akrilamid standartlarinin hazirlanmasi

AA'nin stok ¢ozeltisi (1000 pg/ml), 0.1000 g standart AA'nin 100 ml ultra saf su
icerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Bu ana ¢ozeltiden 6nce 100 pg/ml ve sonrasinda 2
ug/ml stok ¢ozeltileri hazirlandi. AA'min standart ¢ozeltileri (20, 40, 80, 160, 240, 320
ve 400 ng ml-1), 2 pg/ml stok ¢ozeltinin ultra saf su ile uygun sekilde seyreltilmesiyle
hazirlandi. Tiim stok c¢ozeltiler ve calisma standartlar1 -20°C'de 1 ay siireyle

saklanmustir.

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standart AA ¢ozeltileri (Tablo 4.1.)
HPLC‘ye enjekte edilerek Sekil 4.1.de verilmis olan AA’nin ¢aligma grafigi ve dogru
denklemi olusturulmustur. AA’nin standart ¢ozeltilerine dair bilgiler ve hesaplanan
degerlerin detaylar1 Tablo 4.1.’de verilmistir. PK orneklerindeki AA miktarlar

olusturulan bu dogru denklemi yardimiyla hesaplanmistir.
3.2.1.6 Pankek orneklerinin HPLC cihaz ile akrilamid tayini

Daha once ekstraksiyon igslemleri tamamlanan PK 6rnekleri dncelikle ultrasonik
banyoya birakilarak tayin i¢in hazir hale getirilmistir. Daha sonrasinda otomatik pipet
yardimi ile 1’er mL 6rnekler santrifiij tliplerinin i¢erisinden HPLC cihazina uygun 1.5
mL hacimli cam viallere aktarilarak tayine hazir hale getirilmistir.

3.2.1.6.1 Kromatografik calisma kosullari

AA tayini i¢cin HPLC cihazindaki kromatografik ¢alisma kosullar1 Tablo 3.5.’te

ve ylriitiilen metodun detaylar1 Tablo 3.6.’te belirtilmistir.
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Tablo 3.6. HPLC kromatografik ¢alisma kosullar

Kromatografik Calisma Kosullar:

Akis hizi 0.5ml/dk
Enjeksiyon hacmi 40 mikrolitre
Kolon ACE 5 RP-C18 analitik kolon (25 cm x 4.6 mm, 5 um partikiil yarigap1)

(A) Ultra saf su (%2100)

Mobil faz o

(B) Asetonitril (%100)
Absorbans 204
Maksimum basing 400 bar

Tablo 3.7. HPLC kuaterner pompa galisma metodu

.. Akis Maksim}J m

Siire (dk.) A (%) B (%) C (%) D (%) (mL/dK) Basin¢ Limit
(bar)
0.00 95.0 5.0 0.0 0.0 0.500 400.00
0.00 95.0 5.0 0.0 0.0 0.500 400.00
15.00 95.0 5.0 0.0 0.0 0.500 400.00
15.01 0.0 100.0 0.0 0.0 0.500 400.00
65.00 0.0 100.0 0.0 0.0 0.500 400.00
65.01 95.0 5.0 0.0 0.0 0.500 400.00
80.00 95.0 5.0 0.0 0.0 0.500 400.00

Cam viallere aktarilan 8 PK 6rneginin Tablo 3.4. ve Tablo 3.5’te belirtilen ¢calisma
kosullarma uygun bi¢imde AA tayin islemi HPLC cihazinda pes pese sekans
sistemiyle yiriitilmiistiir. Calisma giivenilirligi acisindan her PK 6rnegi igin 2’ser kere

Olctim yapilmistir.
3.2.2 Gergeklestirilen diger analizler
PK orneklerinde kullanilan aronya meyvesinin antioksidan testi DPPH yontemi

ile gerceklestirilmistir. Ayrica aronyalarda total fenolik bilesik analizi ve HPTLC

cihazinda klorojenik asit tayini yapilmistir.
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3.2.2.1 DPPH radikal temizleme aktivite tayini ile in vitro antioksidan

aktivitenin belirlenmesi

Aronyalarda, DPPH radikal temizleme aktivitesini belirlemek igin, taze
seyreltilmis numune ¢ozeltilerinin (1 mg/mL stok ¢ozeltisinden hazirlanan cesitli
konsantrasyonlar) ve metanolik DPPH c¢ozeltisinin (100 mM) bir kombinasyonu
yapildi. Oda sicakliginda 45 dakika inkiibasyonun ardindan absorbans 517 nm’de
okundu. Bir kalibrasyon egrisi elde etmek icin referans bilesigi olarak biitillenmis
hidroksi toliien (BHT) kullanildi. Sonuglarin yar1 maksimum inhibitdr konsantrasyon

degerleri pug/mL olarak belirtilmistir (190).

3.2.2.2 Total fenolik bilesik analizi

Infiizyonlarin toplam fenolik igeriginin degerlendirilmesi Singleton ve Rossi
tarafindan agiklanan yonteme gore gergeklestirildi (191). Seyreltilmis inflizyon
numuneleri, Na,C03 (%20) ve FCR (H20 (1:9) ile seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi)
karisimina dahil edildi. Daha sonra 45°C'de 30 dakika inkiibasyon siiresinden sonra
karisimlarin absorbanst 765 nm'de hesaplandi. Sonuglar, gram kuru ekstrakt (DE)

basina gallik asit esdegerleri (GAE) olarak ifade edildi.

3.2.2.3 HPTLC ile klorojenik asitin miktarimin belirlenmesi

Biyoaktif ana metabolitin kalitatif ve kantitatif analizi Barak ve ark.'nin yontemi
kullanilarak yiiksek performansl ince tabaka kromatografisi (HPTLC) sistemi ile
yapildi (192). Aronya ekstresinin klorojenik asit miktar tayini HPTLC kullanilarak
Olciildi. HPTLC i¢in bir CAMAG Otomatik TLC Sampler I'V kullanildi. VisionCATS
yazilimi, cihaz kontrolii ve goriintii isleme i¢in kullanildi. HPTLC analizi i¢in 20 cm
x 10 cm HPTLC silika jel 60 F 254 plakalar kullanildi (Merck, Darmstadt, Almanya).
Referans ¢ozeltileri ve numuneler siringa yardimiyla uygulanmistir. Calisma kosullari:
enjeksiyon hacmi; 0,5-6 ul, siringa dagitim hizi; 100 nl/s, alttan mesafe; 15 mm,
kromatogramin uzunlugu; Uygulama noktasindan 70 mm; analitlerin bant genisligi; 8

mm seklindedir. Gelistirme isleminden 6nce bagil nemi %33'e ayarlamak i¢in doymus
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MgCl2-:6H,O  (Sigma  Aldrich)  ¢ozeltisi  kullanildi.  Mobil  faz, etil
asetat:diklorometan:asetik asit:formik asit (hepsi Sigma Aldrich):damitilmis su
(100:25:10:10:11, hacimce) idi. Gelistirme isleminin ardindan HPTLC plakalar1 plaka
1siticisiyla 100°C'de 3 dakika kurutuldu. Daldirma cihazi ve gorsellestirici kullanilarak
tiiretme icin dogal {irlin reaktifi (NPR: 200 ml etil asetat igerisinde ¢oziinmiis 1 g
difenilborik asit 2-aminoetilester (Sigma Aldrich)) kullanildi. Gelistirme isleminin
ardindan HPTLC plakalar1 plaka 1siticistyla 100°C'de 3 dakika kurutuldu. Daldirma
cithaz1 ve gorsellestirici kullanilarak tiiretme i¢in dogal {iriin reaktifi (NPR: 200 ml etil
asetat igerisinde ¢oziinmiis 1 g difenilborik asit 2-aminoetilester (Sigma Aldrich))
kullanildi. Tarayici, 366 nm UV 15181 kullanilarak tiiretilmis plakalar {izerindeki

noktalar1 belirlemek icin kullanildi.

MeOH icerisinde ¢oziindiiriilmiis klorojenik asit (KA) standardinin (Sigma
Aldrich) konsantrasyonu 100 pg/ml'ye ayarlandi. Numune c¢ozeltisi 10 mg/ml
kullanildi. Zirve alanlarinin kalibrasyon egrisi (KA kullanilarak), zirve alanlari
arasindaki dogrusalliga gore olusturuldu ve KA standart konsantrasyonlar1 dogrusaldi.
KA 6l¢iimii i¢in korelasyon katsayilari (r2) > 0,98 olarak bulunmustur. Sonug pg/100

mg toplam agirlik olarak hesaplanarak rapor edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Akrilamidin Standart Cozeltisi, Grafigi ve Denklemi
Standart AA c¢ozeltilerinin derisimleri, HPLC cihazinda Olgiilen degerler ile
olusturulan tablo (Tablo 4.1.) ve AA’nin ¢alisma grafigi ve dogru denklemi (Sekil 4.1.)

asagida verilmigtir.

Tablo 4.1. AA’nin standart ¢6zeltilerine ve dlgiilen degerlere dair bilgiler

ng/ml pg/ml yiikseklik alan
1 400 0,4 1308 3,21
2 320 0,32 1074 8,6
3 160 0,16 669 16
4 80 0,08 389 18
5 20 0,02 197 8
1400

y =2882,9x + 162,36

2 =
1200 R2=09968

1000
o
350
£
< 800
2
= *
= 600
[a
400

200 /

0

Konsantrasyon

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5

Sekil 4.1. Akrilamidin ¢alisma grafigi ve dogru denklemi
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4.2 Pankek Orneklerinin HPLC Cihazinda Saptanan Sinyal Grafikleri

PK o6rneklerinde HPLC-DAD ile saptanan AA’nin kromotogramlari, tutulma

zamani ve yiiksekligi agagida her 6rnek igin sirasiyla verilmistir (Sekil 4.2-4.17).

DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 14-43-28\TBK_1_1_YENLD)
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Sekil 4.2. Tam bugday pankek (TBK) 1. 6l¢iim kromotogrami
Tutulma zamant: 7317 ve yiikseklik: 1663

DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 14-43-28\TBK_1_2_YENI.D)
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Sekil 4.3. Tam bugday pankek (TBK) 2. 6l¢iim kromotogrami
Tutulma zamant: 7335 ve yiikseklik: 1735
DAD1 A, Sig=204,4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\YK_2_1_YENI.D)
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Sekil 4.4. Yulaf pankek (YK) 1. 6l¢tim kromotogrami
Tutulma zamani: 7267 ve ylikseklik: 2205
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DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\YK_2_2 YENI.D)
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Sekil 4.5. Yulaf pankek (YK) 2. 6l¢tim kromotogrami
Tutulma zaman1: 7343 ve yiikseklik: 2090
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Sekil 4.6. Tam bugday wheyli pankek (TBW) 1. 6l¢iim kromotogrami
Tutulma zamanz1: 7393 ve yiikseklik: 2177
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Sekil 4.7. Tam bugday wheyli pankek (TBW) 2. 6l¢lim kromotogrami
Tutulma zaman1: 7368 ve yiikseklik: 1328

DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\YW _4_1_YENI.D)
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Sekil 4.8. Yulaf wheyli pankek (YW) 1. 6l¢lim kromotogrami
Tutulma zamani: 7371 ve yiikseklik: 1464
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DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\YW_4 2 YENID)
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Sekil 4.9. Yulaf wheyli pankek (YW) 2. 6l¢clim kromotogrami
Tutulma zamani: 7365 ve yiikseklik: 2084
DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\TBA_5_1_YENI.D)
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Sekil 4.10. Tam bugday aronyali pankek (TBA) 1. 6lgiim kromotogrami
Tutulma zamant: 7302 ve yiikseklik: 1678

DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\TBA_5_2 YENLD)
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Sekil 4.11. Tam bugday aronyali pankek (TBA) 2. 6l¢iim kromotogrami
Tutulma zamani: 7302 ve yiikseklik: 1778

DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\YA_6_1_YENI.D)
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Sekil 4.12. Yulaf aronyali pankek (YA) 1. 6l¢giim kromotogrami
Tutulma zamani: 7332 ve yiikseklik: 1545
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DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\YA_6_2 YENID)
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Sekil 4.13. Yulaf aronyali pankek (Y A) 2. 6l¢giim kromotogrami
Tutulma zaman1: 7330 ve yiikseklik: 1518
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Sekil 4.14. Tam bugday wheyli aronyali (TBWA) 1. 6l¢iim kromotogrami
Tutulma zamani: 7414 ve yiikseklik: 2400
DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-05\TBWA_7_2 YENI.D)
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Sekil 4.15. Tam bugday wheyli aronyali (TBWA) 2. 6l¢tim kromotogrami
Tutulma zaman1: 7397 ve yiikseklik: 2233
DAD1 A, Sig=204 4 Ref=off (BES\OZGECAN 2024-04-18 17-32-056\YWA_8 1_YENLD)
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Sekil 4.16. Yulaf wheyli aronyali (YWA) 1. 6l¢lim kromotogrami
Tutulma zamani: 7374 ve yiikseklik: 2144
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Sekil 4.17. Yulaf wheyli aronyali (YWA) 2. 6l¢iim kromotogrami

Tutulma zamani: 7385 ve yiikseklik: 2047

4.3 Pankek Orneklerinin Akrilamid Miktarlari

PK oOrneklerinin HPLC’de saptanan yiikseklik degerleri AA’nin standart

denkleminde sirasiyla yerine konularak her ornek i¢in AA’nin gergcek miktar

hesaplanmis ve her gruba ait 6rnek icin yapilan 2 tekrarli denemenin ortalamasi

alinmistir. Buna gore hesaplanan AA miktarlar1 Tablo 4.2.”de paylagilmistir.

Tablo 4.2. Tavada pisirilen pankek orneklerindeki akrilamid miktarlar

AA Miktan

Pankek Ornekleri (ng/ke) S.S.
Kontrol Grubu

1. Tam Bugday Pankek (TBK) 66,63 +2,20
2. Yulaf Pankek (YK) 86,07 +3,5
Whey Grubu

3. Tam Bugday Wheyli Pankek (TBW) 68,95 +26,02
4. Yulaf Wheyli Pankek (YW) 69,88 +19,0
Aronya Grubu

5. Tam Bugday Aronyali Pankek (TBA) 67,88 +3,06
6. Yulaf Aronyali Pankek (YA) 59,36 +0,82
Whey-Aronya Grubu

7. Tam Bugday Wheyli Aronyali Pankek (TBWA) 93,40 +5,12
8. Yulaf Wheyli Aronyali Pankek (YWA) 83,82 +2.97
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4.3.1 Pankek orneklerinin akrilamid miktarlarinin kiyaslanmasi

PK o6rneklerinin; farkli unlarla hazirlanan PK’larin, whey protein ilavesiyle
hazirlanan yiiksek proteinli PK’larin ve antioksidan ilavesiyle hazirlanan PK’larin AA

iceriklerinin kiyaslandig siitun grafigi Sekil 4.18.’de verilmistir.

150 =
Tam Bugday Pankek Yulaf Pankek

100=

Sekil 4.18. Pankek orneklerindeki akrilamid miktarlarinin kiyaslanmasi

44 Aronyada Antioksidan, Total Fenolik Bilesik ve Klorojenik Asit Tayini

Aronya meyvesinin AA olusumunda ki etkilerinin degerlendirilebilmesi amaciyla

aronyalarda gesitli analizler yapilmistir.
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4.4.1 DPPH antioksidan aktivite testi

Tablo 4.3. DPPH radikal temizleme aktivite tayini ile belirlenen antioksidan miktari

Numune Adi DPPH" Radikal Temizleme Aktivite Tayini

Aronya (100 mg/ml) 3369 £ 13

*Sonuglar, 100 mg toplam agirlikta {iglii + standart sapma (S.S.) ve mg biitillenmis hidroksi toluen
esdegeri (BHTE) olarak ifade edildi.

4.4.2 Total fenolik bilesiklerin miktarmin belirlenmesi

Tablo 4.4. Aronyalarda total fenolik bilesiklerin miktari

Numune Adi Total Fenolik Bilesikler™

Aronya (100 mg/ml) 3195

*Sonuglar, 100 mg toplam agirlikta iiglii + standart sapma (S.S.) ve mg gallik asit esdegeri (GE) olarak
ifade edildi.

443 HPTLC ile klorojenik asitin miktarimmin belirlenmesi

Tablo 4.5. Aronyalarda klorojenik asitin miktari

Bilesik Miktar VK (%) R2

Klorojenik Asit* 176.13 £2.65 1.52% 0.998

*Sonug ug/100 mg toplam agirlik olarak hesaplandi. VK: Varyasyon katsayist.
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AU

Rf|

AU

Rf

29 2934 0 0

Sekil 4.19. Ekstraktlarin HPTLC analizi

(A) Plakanin gorsellestirilmesi (Aronya 6ziitii ve klorojenik asit standardi) (B) Klorojenik asidin UV
spektrumlari ve 200-450 nm'de izlerin ayn1 Rf degeri. (C) Standardin HPTLC Kromatogrami (D)
Ekstraktin  HPTLC Kromatogrami. Mobil faz: EtOAc-CHCls-FA-AA-H,O (100:25:10:10:11)
Tirevlendirme: NPR reaktifi. Gorsellestirme: 366 nm.
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5 TARTISMA

AA maruziyetinin anlasilmast toplum ve sporcu sagliginin korunmasi ve
gelistirilmesi acisindan Onemli bir konudur. AA’nin saglik {iizerindeki toksik
etkilerinin yani sira spor performansi iizerinde de olumsuz etkileri olabilecegini
gosteren kanitlar mevcuttur (193, 194). Kronik AA maruziyetinin sporcu performansi
ve sagligi iizerindeki etkilerinin daha iyi anlagilmasi acisindan literatiirde ¢aligmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.

AA’nm sporcular iizerindeki etkilerinin anlagilmasinin ilk adimi sporcularin
beslenmesinde yer alan gidalarin AA miktarlarinin belirlenmesinin gerekliligidir. Bu
anlamda literatiirde ciddi bir bosluk oldugu sdylenebilir. Cesitli besin gruplarinda ve
alternatif tariflerde AA miktarlarinin belirlenmesi, koruyucu stratejilerin  ve

regiilasyonlarin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Calismamizda sporcu beslenmesinde 6nemli bir yeri olan whey protein ilavesi ile
tavada ytiksek 1sida pisirme yontemiyle hazirlanan yiiksek proteinli PK’larda AA
miktarinin ve formasyona etki edebilecek faktorlerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
dogrultuda ev ortaminda hazirlanan PK’lar i¢in saglikli alternatifler olan tam bugday
unu ve yulaf unu segilerek unlarin, whey proteini ilavesinin ve AA formasyonunu
azaltic1 etkileri oldugu gosterilen antioksidan ilavesinin etkilerinin saptanmasi
hedeflenmistir. AA formasyonu ¢ok hassas bir siirectir ve ayni igeriklere sahip, ayni
kosullarda hazirlanan tiriinlerde bile ciddi farkliliklar olabilecegi bildirilmistir (6).
Calisma planinda 6nyarg! yaratabilecek etkilerin elimine edilebilmesi i¢in metotlar
gelistirilmis ve standardizasyon saglanmistir. Boylece whey protein ve aronya

ilavesinin AA olusumundaki etkileri anlagilmaya ¢alisilmistir.

5.1 Pankek Orneklerinde Akrilamid Miktarmm ve Akrilamid Olusumunu

Etkileyen Faktorlerin Belirlenmesi

Acibadem Universitesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii pisirme laboratuvarinda

pisirilen PK 6rneklerinin ekstraksiyon siiregleri Khosnam ve arkadaslarinin gelistirdigi
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yonteme uygun bir sekilde her adimda kontroller saglanarak yapilmistir. HPLC
cihazinda oncelikle AA standart ¢ozeltilerinin grafigi ve dogru denklemi olusturulmus
daha sonrasinda PK orneklerinin sinyal grafiklerinde saptanan AA’ya ait yiikseklik

degerleri denklemde yerine konarak PK 6rneklerinin AA igerikleri hesaplanmigtir

(Sekil 4.1. ve Tablo 4.2.).

Yapilan hesaplamalara gore en yliksek AA miktarlart whey proteinli aronyali
orneklerde bulunmus olup en diisilk AA formasyonu yulaf unu ile hazirlanan aronyali
PK 6rneginde gortilmiistiir. Beklenilecegi lizere tam bugday unlu standart PK’te yulaf
unlu standart PK’ya kiyasla daha diisiik AA olusumu goriilmiistiir. Bu durum yulaf
ununun daha fazla serbest asparajin igerigi ile iliskilendirilebilir (110). Fakat aronya
ilave edilen tam bugday ve yulaf unu iceren PK’lar kiyaslandiginda tam bugday

aronyali PK’da daha fazla AA olusumu goriilmiis olup sebebi agiklanamamustir.

Whey proteinin aspartik asitten zengin olmasi sebebiyle yiiksek proteinli PK’larda
AA miktarinin artabilecegi ongoriilmekteydi fakat calisma sonucglart bu durumu
dogrulamadi. Aspartik asitin AA olusumuna katkis1 ile ilgili literetiirde ¢eligkili
sonuclar vardir. Gidanin hazirlanmasinda 6n islem olarak asparajinin asparajinaz
enzimi ile aspartik asite pargalanmasi sonucunda gidada AA olusumunun
azaltilabilecegi gosterilmistir. Ayrica gidalara protein eklenmesinin AA olusumunu
azaltabilecegini gdosteren kanitlar mevcuttur. Biitiin bu durumlar ele alindiginda whey

protein ilavesinin AA olusumunu artirmamasi normal karsilanabilir.

Sekil 4.18.°de agikca gorildiigii iizere c¢alismada bulunan PK  Ornekleri
incelendiginde; farkli unlarin, whey protein ilavesinin ve aronya ilavesinin istatistiksel
olarak anlamli bir etkisi saptanamamistir. Bu durum cesitli faktorler sebebiyle
gerceklesmis olabilir. Literatiirde bulunan c¢alismalara da baktigimizda AA
formasyonu ¢ok hassastir ve ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir (6). Protein ilavesinin
AA olusumunu azaltabilecegini gosteren ¢alismalar da vardir (79, 124). Biitiin bu
sonuglar; PK orneklerindeki sinerjik etkilerin AA miktarlarini etkilemis ve anlamli

farklar goriilmesine engel olmus olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Ilerideki calismalarin daha fazla tekrarlar iceren denemelerle yapilmasi
giivenilirligi artiracak ve sonuglari etkileyecektir. Ek olarak PK harglar1 igerisinde
bulunan farkli besin igerikleri harglarin kivamini ve dolayisiyla pisen PK’larin hacmini
etkilemistir. Ayn1 miktarda sivi PK harct kullanilmasina ragmen PK’lar farkl
hacimlerde olmus bu da niifuz eden 1stmin PK Ornekleri arasinda degiskenlik
gosterebilecegini diisiindiirmiistiir. Bu anlamda fiziksel 6zelliklerin degerlendirilmesi
ve AA olusumuna etkisi olabilecek diger faktorlerin goz ardi edilebilmesi amaciyla
diger analizlerin (pH, nem gibi.) de yapilmasi ilerleyen ¢aligmalarda 6nyargi faktoriinii

azaltacak ve glivenilirligi artirarak daha gii¢lii sonuclar verecektir.

5.2 Aronya Meyvesinin Akrilamid Olusumundaki Etkilerinin Anlasiimasi

PK o6rneklerinin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler taze bir sekilde tedarik
edilmis, aronya meyvesi Yalovadan soguk zincir ile getirtilmistir. Aronya meyvesi -
80°C’de 1 ay siireyle laboratuvar ortaminda saklanmistir. Bu siirecte aronyanin
antioksidan, total fenolik bilesik ve klorojenik asit tayini yapilmig, ayni aronya

meyvesi PK 6rneklerinde kullanilmstir.

5.2.1 Aronyalarin antioksidan aktivitesi ve total fenolik bilesik icerigi

Aronya meyvesi diger tiim gidalar ve berry grubu meyvelerle kiyaslandiginda;
antioksidan aktivitesi oldukca yiiksek ve fenolik bilesiklerden zengin bir meyvedir
(195-199). Bizim ¢alismamizda buldugumuz veriler de Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.’te

goriilebilecegi gibi literatiirii destekler niteliktedir.

Aronya meyvesinin antioksidan kapasitesi bitkinin hasat edilme zamanina,
gelisimine, mevsim kosullarina bagli olarak degisebilecegi gibi hasat edildikten sonra
evimize gelene kadar gecirdigi siirecte saklama kosullarindan (soguk zincir gibi.)
etkilenir (200). Hasat edildikten sonra hemen dondurulan meyvelerin antioksidan
aktivitesinde kayiplar olmayabilecegi gibi, dondurulmus meyve ve sebzelerin taze

alanlardan daha gii¢lii antioksidan aktivite gosterebilecegini s0yleyen kanitlar vardir
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(201-204). Bu baglamda mevsiminde hasat edilen ve soguk zincir ile evlere gelen

aronyanin gii¢lii bir antioksidan oldugunu soyleyebiliriz.

5.2.2 Aronyalarin klorojenik asit icerigi

Calismamizda kullandigimiz aronyalardaki klorojenik asit miktar1 Tablo 4.5.’te
paylasilmistir. Bu sonuglara gore; aronyalardaki klorojenik asit miktar1 176.13 + 2.65
ng/100 mg, yani ~ 1.76 g/100 g olarak bulunmustur. Literatiirdeki veriler g6z dniinde
bulunduruldugunda aronyanin klorojenik asit igerigi oldukga yiiksektir (205).

5.2.3 Aronya ve akrilamid olusumu

Bugiine kadar ki ¢aligmalar antioksidan ilavesinin AA olusumunu azalttigini
gostermistir (9). Bizim ¢alismamizda ise ev ortaminda hazirlanan PK’lara eklenen
aronyanin istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunamamistir. Bu sonucun

gorlilmesine ¢aligmanin siirliliklart sebebiyet vermis olabilir.

PK har¢larmin hazirlanmasinda kullanilan aronya meyvesi her grup icin 20 gram
kat1 meyve seklindedir. Malzemeler mikser ile ¢ekildiginde elde edilen hargtan
yaklagik 5-6 adet PK elde edilmekte bu da hazirlanan bir PK i¢in ortalama 3-4 gram
aronya kullanildigini gostermektedir. Stirdiiriilen testler sonucu giiclii bir antioksidan
oldugu gosterilen aronyalarin diisiik hacimde daha yiiksek miktarda meyve igeren sivi
ekstrakt formda karisima ilave edilmesi sonuglar1 etkileyebilir; aronyalarm AA
formasyonuna olan etkilerinin daha iyi anlasilmasi agisindan daha fazla tekrarl ileri

calismalara gereksinim vardir.

Ayrica literatiirde klorojenik asitin AA olusumunu artirabilecegini gosteren
kanitlar mevcuttur (206). Calismamizda kullanilan aronyalar, antioksidan aktivitesi
yluksek, total fenolik bilesiklerden ve klorojenik asitten zengin bir meyvedir. Biitiin bu
sonuglar degerlendirildiginde sinerjik etkiler aronyanin AA olusumuna etkisini

nétralize etmis olabilir.
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6 SONUC

Sporcularin ev ortaminda pigirme ile hazirladiklar1 gidalarin AA miktarlarinin
tayin edilmesi ve AA maruziyetini azaltmak amaciyla izlenecek stratejilerin

belirlenmesi koruyucu saglik ve sporcu sagligi agisindan énemlidir.

Calismamizda sporcularin diyetlerinin bir parcasi olan whey protein takviyeleri
ile hazirlanan yiiksek proteinli PK Orneklerinin AA miktarlar ilk defa saptanarak
literatiire sunulmustur. Beklendigi iizere tavada yiiksek sicaklikta kizartma yontemi ile
pisirilen PK’larda AA formasyonu goriilmektedir. Patates, kahve ve firmecilik
tiriinleriyle kiyaslandiginda standart ve yiiksek proteinli PK’larda diisiik miktarlarda
AA olustugu soylenebilir. Whey proteinin AA formasyonuna istatistiksel olarak
anlamh bir etkisi bulunamamistir. Bu etkilerin tam olarak anlasilmasi acisindan
hazirlanan PK’larda fiziksel 6zelliklerin (renk, kalinlik vb.) ve detayli analizlerin (pH,
nem vb.) degerlendirilmesi 6nemlidir. Hazirlanan harglarin farkli kivamlarda olmasi
ve pisirildiklerinde farkli hacimlere ulasmasi PK’nin maruz kaldigi 1s1 ve AA

formasyonunun belirlenmesi a¢isindan ¢alismanin siirliligidir.

Calismamizda antioksidan kaynagi olarak kullanilan aronyalarin giiclii bir
antioksidan aktivitesinin oldugu gosterilmis ancak AA formasyonuna etkisi
anlasilamamustir. AA analizlerinin hasssasiyeti sebebiyle bu etkilerin belirlenebilmesi
acisindan ilerleyen calismalarda daha fazla tekrarli denemeler yapilmalidir. Ayrica
ilave edilen antioksidan kaynaginin ekstrakt seklinde diigiik hacimde ytiksek miktarda
meyve icermesi antioksidan ilavesinin AA formasyonuna etkilerini gozlemlemek
acisindan daha giivenilir veriler saglayacaktir. Yine buna ek olarak diyetle alinan
antioksidanlarin  AA  formasyonu haricinde, biyoyararlanimi ile iliskisinin
incelenmesi, antioksidanlarin insanlarda AA maruziyeti tizerindeki etkilerinin daha iyi

anlagilmasina ve Onleyici stratejilerin gelistirilmesine olanak taniyacaktir.

Antioksidan gidalarin sporcu diyetinde saglik ve toparlanma gibi 6nemli etkileri
oldugunu g6z Oniine aldigimizda; iilkemizde yetisen aronya meyvesinin sporcu

beslenmesindeki 6nemli yeri gz ardi edilmemelidir.
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