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OZET

KATIFAZ MIiKROEKSTRAKSIYON VE YUKSEK VAKUM DiSTILASYON
TEKNIKLERi KULLANILARAK GELENEKSEL YONTEMLE
KURUTULMUS VE ENDUSTRIYEL OLARAK ISLENMIS ISOT
BAHARATINDA AROMA BILESENLERININ BELIRLENMESI

Bu caligmada, geleneksel olarak giines altinda kurutulduktan sonra endiistriyel
olarak islenen Isotun ucucu bilesenler ve aroma profili farkli ekstraksiyon teknikleri
(yliksek vakum distilasyonu-HVT ve katifaz mikroekstraksiyon-SPME) kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla Kahramanmaras yoresi tescilli ¢esitlerinden Marag biberinden
(Capsicum annum L.) iiretilen Isot kullanilmustir. Isot drnekleri solvent ekstraksiyonu,
yiiksek vakum distilasyonu (HVT), fraksiyonlama islemlerinden gegirilerek veya katifaz
mikroekstraksiyon (SPME) teknigi ile analize hazir hale getirilmistir. Ekstraktlar gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi (GK-KS) ve gaz kromatografisi-olfaktometre (GK-
0O) ile analiz edilerek, ugucu bilesenler ve bunlar igerisindeki aroma aktif olanlar
belirlenmistir.

GK-KS ve GK-O kullanarak, HVT teknigi 54 ugucu ve 32 aroma aktif bilesik,
SPME teknigi ile 32 ucucu ve 23 aroma aktif bilesen tespit edilmistir. Ucgucu
bilesenlerden 25°i ortak bilesendir. Sonuglar, Isotun aroma profilinin tek bir bilesikten
ziyade birgok bilesenin katkida bulundugu komplike bir aromadan olustugunu ve bu
profilin kullamlan teknige gore degistigini gdstermektedir. Ancak, her iki teknik de, Isot
profiline katkida bulunan baslica bilesenlerin kirmizi biberin olgunlasmasi esnasindan
olusan ester ve terpenler ile kurutulmasi ve Isota islenmesi asamasinda maruz kaldig:
1s1l islem neticesinde meydana gelen Maillard reaksiyonu ve Strecker pargalanmasi
rtinlerinden (baslica olarak pirazinler, piroller, furanlar ve asitler) olustugunu
gostermektedir. Bu arastirmada, detayli ¢aligmalar i¢in HVT teknigi ve rutin ¢alismalar
icin ise daha hizli ve kolay uygulanabilir olmasi nedeni ile SPME tekniginin
kullanilmasinin daha uygun olacagi sonucuna varilmistir.

2015, 50 sayfa

Anahtar Kelimler: isot, Capsicum annum L, aroma profili, gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi, gaz-kromatografisi-olfaktometre



ABSTRACT

DETERMINATION OF VOLATILE AND AROMA ACTIVE COMPOUNDS OF
ISOT SPICE USING DIFFERENT EXTRACTION TECHNIQUES (HIGH
VACUUM DISTILLATION OR SOLIDPHASE MICROEXTRACTION)

This study aimed to determine the volatile and aroma active compounds of Isot
using two different extraction techniques (high vacuum distillation or solidphase
microextraction). For this purpose, Isot samples produced from a registered local red
pepper called Capsicum annum L.) variety (Maras pepper) were used. Extracts were
analysed for volatile compounds by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
and aroma active compounds by gas chromatography-olfactometry (GK-O),
respectively.

Results showed that different extraction techniques yielded different volatile
compounds and therefore different aroma profiles. By GC-MS and GK-O, 54 volatile
compounds and 32 aroma active compounds by HVT technique and 32 volatile and 23
aroma active compounds by SPME technique were identified. Of the compounds
identified, 25 were in common. Results indicated that Isot has an aroma profile which is
affected by not only one specific compounds but a cocktail of compounds. These
compounds were essentially originated from the ripening of fruit such as esters and
terpenes, and from heat treatment that red pepper has been subjected to during drying
and processing to Isot. Heat treatment causes the Maillard reaction and Strecker
degradation yields pyrazines, pyrroles, furans and acids. Finally, it is advised that HVT
extrcation technique should be used for in-depth aroma analysis while SPME is more
suitable for rutin analysis due to its fast and effective nature.

2015, 50 pages

Key words: isot, Capsicum annum L, aroma profile, gas chromotagraphy-mass
spectrometry, gas chromatography-olfactometry
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1. GIRIS

Solanancae familyasinin Capsicum cinsine ait olan kirmizi biber, milattan 6nce
7500 yillarindan beri Amerika kitasinda insan diyetinde yer almaktadir. Arkeolojik
calismalar bu bitkinin Ekvator iilkesinin giineydogu kesimlerinde 6000 yildan daha
fazla bir siiredir tariminin yapildigin1 ve Orta ve Giiney Amerika’da tarimi ilk yapilan
bitkilerden biri oldugunu gostermektedir (Bosland, 1996). Capsicum cinsine ait 38 tiir
(species) bulunmakta, ancak bunlarin sadece 6 tanesinin (C. annuum, C. baccatum, C.
frutescens, C. chinense, C. pubescens ve C. assamicum) tarimi yapilmaktadir. Genetik
calismalar da benzer sekilde bu alti biber tiirliniin orjininin Meksika’dan Orta
Amerika’ya ve Karayiplere kadar uzanan bir bodlgede oldugunu gostermektedir
(Ramchiary ve ark., 2014).

2013 yil1 degerlendirmelerine gore, Tiirkiye 2159348 ton yesil ve kirmiz1 biber
tiretimi ile Cin (15823000 ton) ve Meksika’dan (2294400 ton) sonra diinyada 3. sirada
yer almaktadir (FAO, 2015). 1990 yili iiretimi esas alindiginda, Tirkiye’de biber
tiretimi 23 yil iginde 2,4 kat artmustir. Tiirkiye Ulusal Istatistik Kurumunun (2015)
verilerine gore ise baharatlik kirmizi biber iiretimi 2014 yili itibar1 ile 186291 ton
civarinda gergeklesmistir. Uretilen baharatlik kirmizi biberin %8-12’lik bir kismiin
geleneksel baharatimiz olan Isota islendigi belirtilmektedir (Duman ve ark., 2009).

Isot, Giineydogu illerimizde, 6zellikle Sanlurfa ve gevresinde, yaygin olarak
tilkketilen yoresel bir baharattir. Sanliurfa ve ¢evresinde yetistirilen kirmiz1 biberin dnce
giines altinda kurutulup daha sonra ise torbalar igerisinde kizistirilmasi ile iiretilir.
Uygulanan kurutma ve 1s1l islemin derecesine bagli olarak baslangigtaki kirmizi renk,
mordan siyaha kadar koyulasir. Bu asamada iiriiniin sadece rengi degil, tat ve kokusu da
degisir. Geleneksel olarak evlerde ev tiiketimi olarak iiretilen Isot, degisen yasam
kosullar1 nedeniyle talebin artmasi sonucu endiistriyel olarak da iiretilmeye baslanmistir
(Tarla, 2011). Bugiin, Giineydogu mutfag: denilince Isot ilk akla gelen yoresel
baharatlardan birisidir.

Bilindigi tizere, yoresel iriinler onemli bir kirsal kalkinma araci olarak
gorilmektedir. Buradaki temel ilke, bir yore ile linlenmis iiriinii yasal koruma altina
alarak {irline olan talebi o ydreye aktarmak ve refah diizeyini artirmaktir. Cografi

Isaretleme olarak da bilinen bu sistem, 1992 yilinda Avrupa Birliginde (Anonymous,



2015), 1995 yilinda ise 555 sayili Kanun Hiikmiinde karar ile Tiirkiye’de uygulamaya
konulmustur (Anonim 2015a). Diinya Olgeginde basta Avrupa Birligi olmak iizere,
bircok iilke yoresel iiriinlerini taklitlerinden korumak igin tescil ettirmeye ¢alismaktadir.
Yoresel iirtinlerin diinya piyasalarinda hak ettigi yeri almasi i¢in oriGIn adli bir sivil
inisiyatif de bulunmaktadir (http://www.origin-gi.com). Avrupa Birliginde 54 milyar
Avroluk bir yoresel {iriin pazari1 bulunmaktadir . Cografi isaretler kapsaminda, Sanlurfa
Belediye Baskanhigi tarafindan 2001 yilinda Isot iiretiminde kullanilacak Sanlwurfa
biberi i¢in mense statiisiinde Tescil Belgesi (No.33) alinmistir (Anonim 2015b).

Bir iirlinlin Cografi isarete konu olmasi i¢in o iiriiniin kendisine has ayirtedici
ozelliklerin ortaya konmasi gerekir. Isot biberinin iiretimi esnasinda uygulanan
“kurutma ve kizdirma/yanma” islemleri sonucunda olusan Maillard reaksiyonu iiriinleri
nedeniyle tat ve kokunun (Tarla, 2009) ve rengin degistigi (Engin, 2012) ve bdylece
benzer iirlinlerden farklilastigi ve kendisine ait duyusal Ozellikler kazandigi
gosterilmistir.

Bilindigi ilizere tat ve koku gida maddelerinin ayirt edici 6zelliklerinden en
onemlileridir. Kirmizi biberin ugucu bilesikleri ve aroma aktif bilesikleri ilizerinde
arastirmalar bulunmasina karsin, Isot baharati {izerinde bu tiir ¢alismalar yok denecek
kadar azdir. Her ne kadar yiiksek vakum teknigi ile endiistriyel olarak iiretimi
gergeklestirilmis Isot baharatinin ugucu bilesenleri ve aroma aktif bilesikleri yiiksek
vakum distilasyon teknigi ile belirlenmis ise de (Tarla, 2011), kullanilan ekstraksiyon
teknigine bagli olarak aroma profilinde farkliliklar tespit edilebilmektedir. Soyle ki;
gidalarda aroma maddelerinin ekstraksiyonu, izolasyonu ve saptanmas: ile ilgili olarak
degisik teknikler gelistirilmistir (Bosset ve Gauch, 1993; Mariaca ve Bosset, 1997;
Deibler ve ark., 1999). Bu teknikler bes ana grup altinda toplanmaktadir. Bunlar:

e Sivi-sivi veya s1vi kat1 ekstraksiyonu
e Siiperkritik s1v1 ekstraksiyonu (karbondioksit kullanarak) (SSE)
e Buhar distilasyonu (BD)
e Yiiksek vakum distilasyonu (molekiiler distilasyon) (YVD)
e Statik ve dinamik tepeboslugu analizleri (ST, DT)
e Es zamanl distilasyon ve ekstraksiyon (SDE)
Her teknigin birbirlerine kars1 avantaj ve dezavantaji bulunmaktadir

(Reinecciuse, 1994). Bu nedenle aroma ¢alismalarinda en az iki teknik ile ¢alisilmasina



gerek duyulur. Dolayist ile bu arastirmada uygulanan ekstraksiyon teknikleri arasinda
statik ve dinamik tepe boslugu uguculugu yiiksek olan molekiilleri ekstrakte ederken,
yiiksek vakum distilasyon teknigi ucuculugu yiiksek olan molekiillerin yaninda
ucuculugu orta ve diisiik olan molekiillerin de ekstraksiyonuna imkan verir. Mazida ve
ark. (2005), katifaz mikroekstraksiyon tekniginin ticari aci biberlerin kalitesinin
belirlenmesinde diger yontemlere karsi kullanilacagini belirtmislerdir.

Ulkemizde kirmizibiberi konu alan 6 doktora ve 32 yiiksek lisans olmak iizere
toplam 38 tez yaptirilmistir. Bu tezler icerisinde 2 tanesi Isot baharati ile direkt olarak
ilgilidir (Tarla, 2011; Engin, 2012). Dolayis1 ile Cografi isaretlemeye konu olan yoresel
tirtinler iizerinde, ayirt edici 6zelliklerine yonelik daha fazla bilimsel aragtirmaya ihtiyag
vardir.

Isotun endiistriyel iiretiminde iki farkli kaynaktan hammadde elde edilen
hammadde kullanilmaktadir. Firmalar ya {lireticiler tarafindan geleneksel olarak giines
altinda kurutulmus biber meyvelerini almakta ve Isota islemekte ya da yas biber
meyvesi alip endiistriyel olarak kurutup stoklamakta, ihtiyac duyuldugunda isota
islemektedir. Vural (2011) tarafindan endiistriyel olarak kurutulup yine endiistriyel
olarak ve Isota islenen &rnekler analiz edilmistir. Bu ¢alismada ise, Sanlurfa, Gaziantep
ve Kahramanmaras yoresinde geleneksel olarak kurutulan ancak endiistriyel olarak
islenen ve bolge ekonomisinde dneme sahip olan Isot baharatinin iiretimi esnasinda
ortaya ¢ikan ucucu molekiillerin iki farkli teknik (katifaz mikroekstraksiyon-SPME ve
yiiksek vakum distilasyon-HVT) ile izole edilip, ugucu bilesiklerin ve aroma profilinin
ortaya konmasina ve karakteristik aroma aktif maddelerinin ve bunlarin toplam aroma
lizerine olan etkilerinin belirlenmesine ¢alisilacaktir. Boylece, farkl teknikler ile Isotun

aroma profili ortaya konmaya ¢alisilacaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Ingham ve ark. (1993), Capsicum frutences tohumlarinin olgunlasma 6ncesi ve
sonrasi ugucu bilesiklerini arastiran dinamik tepe boslugu ekstraksiyon teknigi
kullaranark 80 pik tespit etmis ve bunlarin 65 ni tanimlanmistir. Belirlenen ugucu
bilesiklerin, alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler, hidrokarbonlar ve furanlardan
olustugunu tespit etmislerdir.

Luning ve ark. (1994), dinamik tepeboslugu ekstraksiyon teknigi kullanarak,
Hollanda’da ticari olarak satisa sunulan Mazurka biber ¢esidinin yesil, renk doniimii ve
tam olgun (kirmizi) donemlerinde aroma olusumunu takip etmislerdir. Farkli biberler
lizerinde yapilan analizler meyvenin yesil doneminde 2,3-butandion, 1-penten-3-on,
hekzanal, 3-karen, (Z)-beta-ocimen, oktanal ve 2-isobutil-3-metoksipirazin
bilesiklerinin ortak oldugunu; ancak, olgunlasma ile bu bilesiklerin bir¢ogunun
azaldigim ve kayboldugunu tespit etmislerdir. Ote yandan (E)-2-hekzenol bilesiginin
meyvenin renk doniimii ve boyunca yiiksek miktarda kaldigini ve aromaya “tatli koku”
olarak katkida bulundugunu gostermistir.

Luning ve ark. (1995a), ayni cesit iizerinde (Capsicum annuum cv. Mazurka)
yapilan diger bir arastirma ise olgunlasma donemin boyunca biber meyvelerinde
lipoksigenaz aktivitesinin 100% lerden %70 lere diistiiglinti, bundan dolayr da
doymamis yag asitlerinden kaynaklanan ugucu bilesiklerin komposizyonunun degistigi
goriilmiistiir. Biberlerin kurutulmasi esnasinda bir yandan taze biberlerde bulunan bazi
ucucu bilesiklerin miktar1 azalmakta veya tamamen kaybolmakta iken, bir yandan da
sicakligin ektisi ile yeni bilesikler olugmakta, kimi bilesikler de biberde kismen
muhafaza edilmektedir.

Luning ve ark. (1995b), tarafindan yapilan gaz kromatografik caligmalar,
kurutma esnasinda “tazelik” aromasina katkida bulunan ve marul/cimen/yesil biber
kokusunun  (Z-3-hekzenal), meyve/badem kokusunun (E-2-hekzenal), meyve
kokusunun (oktanal), marul/yesil biber kokusunun (Z-3-hekzenol) ve ¢imen/yesil biber
kokusunun (Z-2-hekzenal) kurutma boyunca azaldigini ve kurutmadan sonra tamamen
ortadan kayboldugunu gostermistir. Sicak hava ile kurutulmasi esnasinda oksidasyon
triinleri olan 4-okten-3-on, (E)-2-heptenal, (E)-2-oktenal, (E,Z) ve (E,E)-2,4-

heptadienal, dekanal, ve (E)-2-nonenal bilesiklerinin olustugunu yada arttigini tespit



etmiglerdir. Belirlenen 2-metilpropanoik asit 2-/3-metillbutanoik asit, 2-metilpropanal,
ve 2-/3-metilbutanal bilesiklerinin ise Strecker parcalanmasi sonucunda olustugu ileri
stirilmektedir. Olfaktometrik analizler, 2-metilpropanal, ve 2/3-metilbutanal kakao, tatl
ve baharathh koku 6zelliklerine sahip oldugunu ve kurutulmus dolmalik biberlerin
aromasina katkida bulundugunu gostermistir.

Lunning ve ark. (1995c), dolmalik biberlerin (Capsicum annuum) sicak hava ile
yapilan kurutmasi sonucunda yaptiklar1 diger bir calismada, yukaridaki sonuglara
benzer bir sekilde kurutma esnasinda (Z)-3-hexenal, 2-heptanon, (2)-2-hekzenal, (E)-2-
hekzenal, hekzanol, (Z)-3-hekzanol, (E)-2-hekzenol ve linalool bilesiklerinin
miktarlariin  azaldigini tespit etmislerdir. Kurutulmus iriinlerin tekrar hidrate
edilmesinde ise {irlinii karakterize eden aroma tanimlarinin degistigini rapor etmislerdir.

Cremer ve Eichner (2000), kirmiz1 baharatlik toz biberin (Capsicum annuum)
1sitilmasi sirasinda meydana gelen Maillard reaksiyonu, hidrolitik reaksiyonlar ile yag
asitleri ve karetoenoidlerin oksidatif reaksiyonlar sonucu kalitede meydana gelen
azalmalart caligsmislardir. Tepeboslugu katifaz mikroekstraksiyon teknigi ile yapilan
calismada, yukarida bahsedilen reaksiyonlar sonucu olusan Strecker aldehitleri, aseton
ve metanol olusumunun yalanci-sifir-derece reaksiyon (pseudo-zero-order) kinetigini
izlerken, dimetilsulfit olusumu birinci derece reaksiyon kinetigi ile karakterize
edilmistir. Hekzanal ve 6-metil-5-hepten-2-on’un 1s1l islem ile olustugu gosterilir iken,
6-metil-5-hepten-2-on varligi biberlerin likopen igerdigini gostergesi olarak rapor
edilmistir.

Zimmermann ve ark. (2001), renk kalitesi agisindan diinyanin en iyi iki biberi
olarak kabul edilen; Macar tatli dolmalik toz biberinde (HBP) ve Fas toz tatli biberinde
(MBP) sirasiyla 35 ve 42 koku aktif bilesik tespit etmistir. Bu bilesikler arasindan 33
aroma aktif olarak belirlenmistir. 33 aroma aktif ugucu bilesik arasindan da aroma
seyreltme analizi ile Ozellikle 5 bilesigin -B-iyonon (meneksemsi), 4-hidroksi-2,5-
dimetil-3(2H)-furanon (furaneol; karamelimsi), 3-hidroksi-4,5-dimetil-2(5H)-furanon
(sotolon; baharatamsi), 2- ve 3-metilbiitanoik asitin- en yliksek koku aktivitesine sahip
oldugunu belirlenmistir. Bu bilesikler her ne kadar her iki 6rnektede tespit edilmis ise
de, her iki biber arasindaki aroma farki yukarida s6zii edilen bes temel bilesigin
etkisinin MBP’de daha diisiik olmasina ve HBP’de (Z) -1,5-oktadien-3-on gibi bir

bilesigin tespit edilmemesine baglanmistir.



Kocsis ve ark. (2002), es zamanli ekstraksiyon distillasyon teknigi kullanarak
ogitiilmiis 11 tath ve 2 act Macar kirmizi biberi (Capsicum annuum) gesitlerinde
yaptiklar1 ugucu bilesen analizinde, 197 ugucu bilesik tespit etmislerdir. Sonuglar, aci
biberlerin tatl olanlardan daha aromatik oldugu ve daha fazla sayida ve miktarda ugucu
bilesik icerdigini gostermistir.

Van Ruth ve ark. (2003), Dinamik tepe boslugu ekstraksiyonu ile birlikte ili¢ gaz
kromatografik (GK-O, GC-FID ve GC-MS) ve iki kiitle spektrometresi (APCI-MS ve
PTR-MS) kullanilarak yapilan ve dolmalik biberlerin aroma profilinin belirlendigi
calismada 63 ucucu bilesik tespit etmislerdir. Ancak, bu bilesiklerden sadece 11’nin
aroma aktif oldugu, 3-metilbutanalin kurutulmus kirmizi dolmalik biberlerde en yiiksek
miktarda bulunan bilesik oldugu ve bunu 2-metilbutanalin takip ettigi saptanmistir.
Kullanilan teknikler arasinda ise aroma aktif bilesiklerin miktarinin belirlenmesinde
GC-MS, GC-FID ve PTR-MS arasinda 6nemli bir farklilik bulunmaz iken, APCI-
TOFMS’in diger 6rneklerden 6nemli derecede varyasyon gosterdigi bildirilmistir.

Simian ve ark. (2004), Kirmiz1 ve yesil dolmalik biber ekstraktlarinin ugucu ve
aroma bilesenlerinin belirlenmesi ile yapilan c¢aligmalart esnasinda ilk kez 2-
heptatiyoliin varlig1 gosterilmistir. Aromatik olarak siilfiir, soganimsi1 veya sebzemsi
olarak tanimlanan kokusu ile 10 [Jg/L diizeyinde bile ortonazal olarak belirlenebildigi
bildirilmistir.

Hayoglu ve ark. (2005), Yapilan c¢aligmalarda geleneksel ve endiistriyel
yontemler ile {retilmis isot baharatinin kimyasal bilesimleri karsilastirilmistir.
Aragtiricilar genel bilesim yoniinden endiistriyel ve geleneksel isotlar arasinda bir fark
olmadigini; ancak, endiistriyel isotlarin daha yiiksek ekstrak edilebilir renk ve acilik
degerlerine sahip oldugunu saptamislardir.

Mazida ve ark. (2005), taze kirmizi aci biberin (Capsicum annum var annum cv.
Kuali) {i¢ olgunlagsma (yesil, turuncu ve kirmizi) déneminde, aroma maddeleri
olusumunu katifaz mikro ekstraksiyon teknigi ile takip ettikleri ¢alismada, 6 ana
bilesigin (hekzenal, 2-izobiitil-3-metoksipirazin, 2,3-biitandion, 3-karen, t-2-hekzenal ve
linalool) aromada baslica rol oynadigin1 ancak olgunlagsma siiresince miktarlarinda
degisimin gerceklestigi saptanmistir. Hekzanal (¢imen aromasi) ve 2-isobutil-3-
metoksipirazin (yesil biber aromasi) miktar1 olgunlasma boyunca azalirken, tath ve

meyvemsi aromadan sorumlu olan 2,3-butandione, 3-karen, trans-2-hekzenal ve linalool



olgunlagma boyunca artig gostermistir.

Vidal Aragon ve ark. (2005), “Paprika of La Vera” cografi tescilli almisg
Ispanyol “Jaranda” ¢esidinin geleneksel olarak kapali alanlarda mese dumani ile
kurutulmasi ve daha sonrasinda 6giitiilmesi ile elde edilen kirmizi biberdir. Dinamik
tepeboslugu teknigi ile analiz edildiginde, 96 ugucu bilesik tespit edilmistir. Kurutma
esnasinda 55 bilesigin miktarlarinin 6nemli oranda degistigi belirlenmistir. 6 bilesik
(karbondiulfit, 2-metilfuran, oktanal, sineol, nonanal, 2-metkoksi-3-(2-metilpropil)
pirazin) kurutma sonunda kaybolur iken, 3-hidroksi-2-biitanon, 3-metilbutanal, 2,3-
butandion, 1,3-butandiol ve 2,3-butandioliin miktar olarak kurutma sonunda en ¢ok
tespit edilen bilesikler oldugu saptanmaistir.

Cardeal ve ark. (2006), katifaz mikro ekstraksiyon teknigi ile ekstrakte edilen
ucucu bilesiklerin iki boyutlu gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi teknikleri
(GCXGC-FID, GC-G/gMS, GCxGC/TOFMS) ile analizinde 13 farkli biber ¢esidinde
300iin tizerinde bilesik belirlemislerdir. Aragtirmada GCxGC/TOFMS tekniginin diger
tekniklerden 5 kat daha fazla pik iirettigi saptanmistir. Iki boyutlu gaz kromatografi
tekniginin molekiiler seperasyondan daha iyi sonuclar verdigi ve aroma g¢alismalarina
onemli katkilar sunacag tavsiye edilmistir.

Pino ve ark. (2006), Habanero aci biberinin (Capsicum chinense Jack. cv.
Haberno) iki olgunlasma asamasinda (biberlerin yesil olduklarinda ve turuncu renge
dondiiklerinde) yapilan gaz kromatografik analizler, 102 ugucu bilesigin varligini
gostermistir. Bu bilesiklerin cogunlugu ortak olarak tespit edilmistir. Bunlar arasinda
(E)-2-hekzenal, hekzil 3-metilbiitenaoat, (Z)-3-hekzenil-3-metilbiitanoat, hekzil
pentaoat, 3,3-dimetilsiklohekzanol ve hekzanoik asit en fazla oranda bulunan
bilesiklerdir. Esterlerin miktarca yiiksek oranda olmalar1 ve meyvemsi aromaya katkida
bulunurken, pirazinlerin, o6zellikle 2-isobiitil-3-metoksipirazin, ¢ok az miktarda
olmalarina karsin Onemli derecede “yesil biber aromasina” katkida bulunduklari
belirlenmistir. Aragtirmada olgunlasma asamasinda bazi ugucu bilesiklerin ((E)-2-
hekzenal ve (Z)-3-hekzanol) 6nemli derecede azalirken, bir kisim bilesigin de (E-2-
hekzenol) artt1g1 gézlenmistir.

Sousa ve ark. (2006), Capsicum chinense biber tiiriiniin kirmizi, sar1 ver mor
cesitlerinin ucucu bilesiklerine gore gruplandirilmasi ile ilgili calismada katifaz

mikrokestraksiyon teknigi ile toplam 34 bilesik duyusal olarak belirlenmistir.



Istatiktiksel analizler, bu bilesiklerden hekzil pentanoat, tetradekan ve humulen adli
bilesiklerin mor ¢esit ile 4,11,11-trimetil-8-metilen-bisiklo[7,2,0Jundek -3-en bilesiginin
ise kirmizi biber ile iligkili oldugunu gostermistir. Ancak, sar1 ¢esit digerlerine nazaran
¢ok daha fazla bilesik ile karakterize edilmistir.

Cadwallader ve ark. (2007), gaz kromatografik calismalar, Latin Amerika
mutfaginin popiiler malzemelerinden tiitsiilenmis ve baharatims: kokusu ile karakterize
edilen Chipotle biberinin aromasinin, taze biberden kaynaklanan bilesiklerden (2-
izobutil-3-metoksifenol, linalool, ve lipoksigenaz enzimi {iriinleri), tiitsiilenme
asamasinda olusan bilesiklerden (fenol, guaiakol, ve syringol derivatlar1) ve kurutma
esnasinda meydana gelen Maillard ve Strecker pargalanmasi Triinlerinden
(metilpropanal, 2,3-butandion, 2- ve 3-metilbutanal, 2- ve 3-metilbutanoik asit, 4-
hidroksi-2,5-dimetil-3(2H)-furanon ve  3-hidroksi-4,5-dimetil-2(5H)-furanon) gibi
bilesikler) olustugunu gostermistir.

Kim ve ark. (2007), saglikli ve hastalikli biberlerin (Capsicum annuum L.)
ucucu bilesikleri tizerinde yaptiklar1 ¢alismada; 96 bilesik belirlediklerini, bunlardan
17°sinin saglikli biberlerde, 49’unun dogal olarak enfekte edilmis biberlerde, 67’sinin
ise suni olarak enfekte edilmis biberlerde bulundugunu belirlemislerdir. Asetik asit ve
2-furanmetanoliin hem saglikli hem de hastalikli biberlerde baslica ugucu bilesen
oldugu bildirilen ¢alislmada, indol tiirevlerinin (1H-indole,4 metilindol ve 1-etilindol),
biberlerde Colletotrichum spp.’nin olusturdugu enfeksiyondan kaynaklandigini
bildirmislerdir.

Pino ve ark. (2007), Meksika’nin Yucatan bolgesinde tiretilen 10 Habanero tipi
biber cesidi ile es zamanl distilasyon ve ekstraksiyon teknigi ile yapilan calismalar da
63 ana bilesen belirlenmis ve ¢esitler arasinda ugucu bilesikler bakimindan farkliliklar
oldugu gosterilmistir. Turuncu ve kahverengi olan gesitlerin kirmizi cesitlerden daha
yiiksek oranda meyve aromasina sahip esterler icerdigi saptanmistir. Turuncu ve
kahverengi ¢esitlerde saptanan 2-isobutil-3-metoksipirazin bilesiginin karakterisitik
yesil biber aromasindan sorumlu oldugu belirtilmistir.

Forero ve ark. (2008), Capsicum annuum L. var. glabriusculum’da iki
olgunlagsma agamasinda (yesil ve kirmizi) es zamanl distilason ve ekstraksiyon teknigi
ile elde edilen distilatlarin yapilan gaz kromatografik analizleri, 140 ugucu bilesigin

varligimi gostermistir.  Ucucu bilesikler icinde hekzil izopentanoat, hekzil 2-



metilbiitanoat, limonen, hekzil izohekzanoat, (E)-2-hekzenal, isopentil isopentanoat ve
(Z)-3-hekzenil izopentanoat major bilesen olarak tespit edilmistir. Olgunlagsma boyunca
ucucu bilesenlerin biiyiik bir kisminin azaldig1 gozlenmistir. Genel olarak, yesil act
biberler kirmiz biberlerden daha yiiksek miktarda ester varligi ile karakterize edilmistir.

Jang ve ark. (2008), Kore’nin geleneksel fermente gidalarindan olan Kimchi
tiretiminde kullanilan yesil ac1 biberlerin (Capsicum annuum L.) vakum altinda buhar
distilasyonu ile elde edilen distilatlarinin sivi-sivi ekstraskiyon ile elde edilen
ekstratlariin analizinde, 12 bilesik rapor edilmistir. Bu bilesikler arasindan 4-
metoksifenol, etilhekzadeknoat, hekzanal ve izopulegoliin miktar olarak baslica ugucu
bilesikleri olusturdugu ve belirlenen bilesiklerin biberin kirmizi hallinden farkli oldugu
bildirilmistir.

Duman ve ark. (2009), isotun geleneksel ev tipi ve endiistriyel iiretimini
derleyerek, isot iiretimi esnasinda meydana gelmesi olasi biyokimyasal reaksiyonlar
tartisilmislardir. Ozelikle karetonoidlerin isot iiretiminde en ¢ok etkilenen bilesenlerden
oldugunu belirtmektedirler.

Liu ve ark. (2009), es zamanl distilasyon ve ekstraksiyon teknigi kullanilarak,
olgunlagma siirecinde ugucu bilesiklerin takip edildigi ¢alismada, yerli Cin ac1 biberi
Zun-yi’de (Capsicum frutescens) olgunlasmanin ilk asamalarinda biberlerin yesil
oldugu asamada 40 bilesik, biberlerde renk doniimiiniin oldugu asamada 53 bilesik ve
olgunlagmanin tamamlandig1 ve biberlerde rengin kirmizi oldugu asamada 65 bilesik
saptanmistir. Olgunlagma boyunca aldehitlerin ve ketonlarin miktarinda artis, alkollerin
ve esterlerin miktarinda azalma, aromatik bilesiklerin ise tamamen kaybolduklari
gozlenmistir.

Ziino ve ark. (2009), tepeboslugu katifaz mikro ekstraksiyon teknigi
kullanilarak, Italyan taze Calabrian ac1 biber (Capsicum annuum L.) gesitlerinde (Naso
di cane, Vulcan, Corno di capra, Cillegino, Sigaretta, Amando) 64 ugucu bilesik
belirlenmigtir. Belirlenen bilesiklerin biiylik bir kismmin 4 kimyasal gruba (alkoller,
aldehitler, terpenler ve alifatik dalli-zincirli hidrokarbonlar) ait olduklari belirlenmistir.
Cesitler arasinda en az ugucu bilesik miktarina Naso di cane c¢esiti sahip olur iken,
karakteristik yesil biber aromasinin biitiin gesitlerde 2-isobutil-3-metoksipirazinden
kaynaklandigin1 gostermislerdir.

Liu ve ark. (2010), Ayn1 teknik (es zamanl distilasyon ve ekstraksiyon) ve ayni



varyete (Capsicum annuum L. var. longum Sendt) ile arastirma yapan diger bir grup
arastirmact olgunlasmanin farkli asamalarinda toplam 81 farkli ucucu bilesik
belirlemislerdir. Bu bilesiklerden 22’si biberlerin yesil olduklar1 déonemde, 44°i ise
olgunlasma doneminde, 61’1 ise olgunlasmanin tamamlanip biberlerin tamamen
kirmiziya dondiikleri donemde belirlenmistir. Hekzanal, 2-hekzenal ve 2-metil-hekzil
propanoat olgunlagsmanin basinda, 2-pentanol gegis doneminde, 3-hekzen-1-ol ise tam
olgunlagsma déneminde miktarca en fazla olan bilesikler olarak belirlenmislerdir.

Rodriguez-Burruezo ve ark. (2010), cografi kokenleri farkli biber gesitlerinde
(annum, chinense, frutescens), tepeboslugu mikroekstraksiyon teknigi kullanilarak
300’den fazla ugucu bilesik belirlenmistir. Esterlerin ve terpenoidlerin baglica grubu
olusturduklarimin saptandig1r c¢alismada, nitrogen ve siilfiir igeren bilesikler, fenol
tiirevleri, norcaretenoidler, lipoksigenaz tiirevleri, karboniller, alkoller ve diger
hidrokarbonlar min6r bilesenleri olusturmustur. Koklama testleri, belirlenen ugucu
bilesiklerden 23 iiniin koku aktif oldugunu gostermistir. C. chinense ve C. frutescens
cesitleri meyveli/egzotik aromali olarak tanimlanmis, ¢esitli esterler ve iyononlarin bu
aromaya katkida bulunduklar1 gdsterilmistir.

Youssef ve ark. (2010), Misir’da iretilen kirmizi biberlerin gamma ve
mikrodalga ile mumamele edimesi esnasinda meydana gelen degisimlerin gaz
kromatografisi teknigi ile incelendigi arastirmada, 44 ugucu bilesenin varlig
saptanmistir. Her iki uygulama sonrasinda heptadekan, tetrametilhekzadekan ve
oktadekan, esterler ve fenolik bilesikler tamamiyle ortamdan kayboldugu belirtilmistir.

Quijano ve Pino (2010), Kolombiya’da yetistirilen Capsicum frutescens
cesitlerinde (Cesari amarillo, Cesari morado, Pajarito) toplam 172 ugucu bilesik tespit
etmislerdir. Cesari amarillo ve Cesari morado cesitlerinde major bilesikler olarak
izohekzil izohekzanoat, izohekzil izovalerat, ve izohekzil 2-metilbutirat belirlenirken,
Pajarito cesidinde izohekzil izovalerat ve hekzil izovalerat major bilesen olarak rapor
edilmistir.

Xiao ve ark. (2010), geleneksel fermente Cin biberinde tepeboslugu katifaz
ekstraksiyon teknigi ile toplam olarak 64 bilesigin (7 asit, 6 alkan, 14 alkol, 9 ester, 11
terpen, 3 aldehit, 5 keton, 7 fenol ve 5 diger) varlig1 gosterilmistir Ancak 64 bilesigin 45
tanesinin aroma aktif oldugu ve koklama portunda belirlendigi arastirmada, asetik asit,

etanol, 1-propanol, L-linalool, hekzil 2-metil biitirat ve hekzil pentanoatin miktarlarini
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yiiksek hem de diisiik aroma esik degerinden dolay1 son iiriiniin aromasinda énemli rol
oynadigi tespit edilmistir.

Gahungu ve ark. (2011), Afrika iilkesi Burundi’de Pili Pili Mbuzi (kegi biberi)
olarak bilinen Scoth Bonnet ac1 biberinin esansiyel yaginda yapilan gaz kromatografik
calismalarda, 26 ester, 4 alkan, 9 alkol, 15 terpenoid, 2 keton, 3 aldehit, 8 asit, 1 diger
olmak {iizere 68 ucucu bilesik belirlenmistir. Meyvemsi aromaya sahip esterlerin major
grubu olusturdugu bildirilmistir.

Pino ve ark. (2011), Kiiba’da yetistirilen taze Cachucha biberlerinin (Capsicum
annuum Jacq.) 3 ¢esidinde (Aji angolano, Cachucha crillo-P 3198, Cachucha crillo-
P3227), ¢esitler arasinda ugucu bilesen profili bakimindan farklilik oldugu rapor
edilmistir. 136 ucucu bilesigin belirlendigi arastirmada, hekzil izopentaonoat, hekzil 2-
metilbiitanoat, 3,3-dimetilsiklohekzanol, [J-himagelen ve germakren D major bilesen
olarak rapor edilmistir. Esterlerin en biiyiik grubu olusturduklari arastirmada, esterleri
sirastyla terpenoidler, alifatik alkoller, aldehitler ve ketonlar izlemistir.

Kollmannsberger ve ark. (2011), iki And tiirine ait kirmizi biberlerde (aji
(Capsicum baccatum) ve rocoto (Capsicum pubescens)) tepeboslugu katifaz mikro
ekstraksiyon teknigi kullanilarak, 200’{in iizerinde ugucu bilesik tespit etmislerdir. Bu
bilesiklerden 150’sinin hem aji hem de rocoto ¢esitlerinde ortak oldugu saptanmaistir.
Ancak, Capsicum chinense’nin kontrol olarak kullanildigi arastirmada, sadece 19
bilesigin aroma ile ilintili oldugu ve ¢esitlerin aroma 6zellikleri arasinda farkliliklarin
bulundugu gozlenmistir.  Olfaktometrik  ¢aligmalar, C. chinense’nin  giiclii
meyvemsi/ekzotik aromasinin etil-4-metilpentoat gibi esterler ile [J-ionon gibi
norkaretenoidlerden ve hidrokarbon ektokarpenden kaynaklandigini; C. pubescens’in
aromasinin, substitiie 2-metilpirazinlerden ve lipoksigenaz par¢alanma iiriinlerinden (2-
nonenal, 2,6-nonadienal gibi) olustugunu, C. baccatum aromasinin ise baglica 2-
heptatiyol, 3-izobiitil-2-metoksipirazin ve bir dizi fenolik (guaiakol) ve terpenoidlerden
(0a-pinen, 1,8-sineol, linalool) olustugunu gostermistir.

Junior ve ark. (2011), tepeboslugu katifaz mikroekstraksiyon tekniginde 5 farkli
fiber (DVB/CAR/PDMS, CAR/PDMS, PDMS, DVB/PDMS, CW) kullanarak ugucu
bilesiklerini ekstrakte ettikleri taze ac1 biberlerde, en 1iyi ekstraksiyonun
DVB/CAR/PDMS fiber ile en diisiik ekstraksiyonun ise CW fiber kullanildiginda

gerceklestigini rapor etmislerdir. Diisitk CW fiberin polar karakterinden dolay1 sinirli ve
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secici olarak ekstraksiyon yaptigi belirtilen aragtirmada, toplam olarak 83 bilesik tespit
edilmis ve ¢alismada baskin bilesiklerin esterlerden olustugu gézlenmistir.

Tarla (2011), Isotta ugucu bilesik ve aroma profili ile ilgili iilkemizdeki en
kapsamli c¢alisma, tarafindan gercgeklestirilmistir. Yiiksek vakum distilasyon teknigi
kullanilarak tarladan (taze biber) mamiil maddeye kadarki evrelerde (kurutma ve isota
isleme) ucgucu bilesen ve aroma aktif bilesen profili belirlenmeye c¢alisilmistir.
Aragtirmada, ucucu bilesiklerde en 6nemli degisimlerin kirmiz biberin kurutulmasi ve
isota iselnmesi asamasinda meydana geldigi gozlenmistir. Bu degisimler aroma
profiline de yansimis, baslangigta kirmiz biberde goriilen “taze biber” aromasi giderek
kaybolmus, yerine “kavrulmus, karamelize ve asidik” karakter hakim olmustur. Uretim
ensansinda meydana gelen Maillard reaksiyonu ve Strecker parg¢alanmasi {irlinlerinin
(pirazinler, piroller, tiazoller) ve ugucu organik asitlerin aromada baglica rol oynadigi
belirlenmistir.

Engin (2012), ise laboratuvar kosullarinda geleneksel ve endiistriyel iiretimin
simiile edildigi isot baharindaki kimyasal ve biyokimyasal tepkimeleri takip etmislerdir.
Arastirmada, isot olusum asamasinda pH degerinde bir azalma ancak asit degerinde bir
artis gozlenmistir. L*, a*, b* degerlerinde dalgalanmalar, ASTA renk degerinde bir atis,
fenolik madde ve kapsaisin miktararinda artis, C vitamini degerinde ve antioksidan
kapasitesinde kismi bir azalma ve enzimatik olmasyan kararma indeksinde bir artis
gosterilmistir.

Cuevas ve ark., (2015), Diinyadaki en ac1 ve aromatik biber olarak bilinen
Habanero biberinin (Capsicum chinense Jacq.) tepe boslugu katifaz mikroekstraksiyon
teknigi ile toplam olarak 53 ugucu bilesik belirlenmistir. (Z)-3-hekzenil izopentanoat,
(E)-2-nonenal, 2-metoksi-3-izobiitilpirazin ve oksasiklotridekan -2-on gibi bilesikler
Habareno biberinde tespit edilemez iken, olgunlasma boyunca (E)-2-hekzenal ve (Z)-3-
hekzanol miktarlarinda azalma, (E)-2-hekzenol ve 4-metilhekzanol miktarlarinda artis
gozlenmistir.

Tiirk Patent Enstitiisii (anonim 2015), kaynaklarina gére isot liretimi iilkemizde
gelenksel ve endiistriyel olmak iizere iki sekilde {iretilir. Geleneksel isot iiretiminde
Sanliurfa yoresine has dolmalik, kirmizi acit biber kullanilir. Toplanan biberler
yikanirken, kontamine olmus veya yesil olan biberler ayiklanir. Biberlerin sap kismu,

tokmaklarla vurularak patlatilir ya da ¢ekilip ayiklanir. Bicaklarla dilimlenen biberler,
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tohumundan ayiklanir. Ayiklanmig, tohum ve saplarindan temizlenmis biberler bezler
lizerine serilerek kurutmaya birakilir. Nemi yaklasik olarak %20 civarina diistiigiinde
toplanan isot, bu sefer ya biiylik naylon ¢uvallara ya da plastik sergilere alinip her tarafi
sikica kapatildiktan sonra, giines altinda, 1s1l isleme birakilir. Giindiizleri iistii kisa
stirelerle acgilarak nemi alinir, geceleri iizeri bezlerle kapatilarak sicaklik korunur. Bu
islem birkag¢ giin, “yanma” ger¢eklesene kadar, siirdiiriiliir. Isil islem tamamlandiktan
sonra biber kurutulup, kurutma islemi biber avug i¢ine alinip sikildiginda avug igine

batiyorsa tamamlanir. Kurumus biber tas dibeklerde doviilerek pul haline getirilir
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. isot Ornekleri

Arastirmada kullanilan taze Maras biberi (Capsicum annum L.), Eyliil-Kasim
2010 tarihleri arasinda Gaziantep ili Islahiye ilgesinde Olmez Tarim Uriinleri ve Baharat
Kurutma tesisinden (islahiye-Gaziantep) temin edilmistir. Yorede Maras biberi olarak
bilinen ve geleneksel sekilde giines altinda kurutulan kirmizi biberler endiistriyel
yontemle Isot baharatina (4 parti) iiretilmistir ve her partiden 2 kg numune alinmistir.
Isot drnekleri etiketlenmis, cam kavanozlar igerisinde laboratuara getirilmis, kimyasal

analizler yapilincaya kadar -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Kromatografik Analizler
3.2.1.1. Ornek Hazirlama

a. Direkt solvent ekstraksiyonu ve yiiksek vakum distilasyonu: Bu
arastirmada asagida islem asamalar1 gosterilen 6rnek hazirlama protokoli izlenmistir
(Sekil 3.1.). Ornek hazirlama ile ilgili detayl: bilgiler ileriki béliimlerde verilmistir.

Biber ornekleri Milo ve Reineccius (1997)’a gore hazirlanmistir. Her bir biber
ornegi (150 g) 3 adet Tefzel kapakli Teflon sise (250 mL kapasiteli) igerisine tartilmis
(50 g/sise) ve igerisine 100 pL i¢ standart (50 pl 2-metilpentanoik asit +50 puL 2-metil-
3-heptanon/5 mL metanol) katilmis olan 450 mL eter (150 mL eter/sise) ile ekstrakte
edilmistir. Bunun i¢in, siseler, karistiric1 iizerinde (Johanno Otto Gmbh, Type KS15,
Almanya) 30 dakika stireyle 300 d/dak hizda ¢alkalanmistir.

Calkalama islemi sonunda siseler 325 g de santrifiij edilmis, (Hettict, Rotanta
460, Almanya) santrifiij sonunda iist kisimda toplanan eter fazi bir pipet yardimiyla
kapakli bir siseye (1000 mL kapasiteli) aktarilmistir. Yukaridaki ekstraksiyon islemi 2
kez (sirasiyla 100 mL ve 75 mL eter/sise) ve i¢ standart kullanilmadan tekrar edilmistir.
Elde edilen ekstrakt daha sonra sodyum siilfat kullanilarak kurutulmus ve azot gazi

altinda hacim yaklasik 120 mL‘ye diistiriilmiistiir.
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Isot 6rnegi 50¢g 50¢g 50¢g
1. Eter ekstraksiyonu 150 mL 150 mL 150 mL
2. Ekstraksiyon 100mL 100 mL 100 mL
3. Ekstraksiyon 75 mL 75mL  75mL

Eter fazin ‘i)planmam
Kurutma %NaZSOA;)
(Cozgenin Uzaklastirilmasi (son hacmi ~120 mL)
Yiiksek Vakum Distillasyonu

Cozgenin Uzaklastirilmasi (son hacim~10 mL)

Fraksiyonlarina ayirma

Notral/bazik faz Asi&ik faz
Cozgenin Uzaklastirilmasi Cozgenin Uzaklastirilmast
(son hacim 1 mL) (son hacim 1 mL)
Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi Gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi

Sekil 3.1. Ornek hazirlama asamalari.
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Isot &rneklerinde bulunan ugucu bilesenler yiiksek vakum diizenegi kullanilarak
Karagiil-Yiiceer ve ark. (2002) gore elde edilmislerdir (Sekil 3.2). Bu islem asamasinda
Sen ve ark. (1991) tarafindan belirtilen aparata benzer cam aparat kullanilmistir. Bu
aparat, ekstraktin koyuldugu 1 L’lik balon, 1 adet distilat silindiri ve bir adet atik

silindirinden olugmaktadir.

Sekil 3.2. Yiiksek vakum distilasyon aparati.

Distilasyon islemine dietileter ekstraktlarin 1 L’lik yuvarlak balonlara
aktarilmasi ve balonun igerisinde sivi azot bulunan Dewar kabma (Isotherm, USA)
daldirilmasi ve i¢indeki ekstraktin dondurulmasi ile baglanmustir.

Biber veya isot ekstrakti i¢eren balon joje distilasyon diizenegine baglanmustir.
Distilasyon diizeneginde yiiksek vakum saglamak i¢in birbirine seri baglanmis bir adet
doéner pompa (Edwards 1.5, UK) ve bir adet difiizyon pompa (EO50/60 Edwards, UK)
kullanilmistir. Ornek toplama tiipleri ve atik toplama tiiplerinin her biri igerisinde sivi
azot bulunan ayr1 Dewar kaplar igerisinde muhafaza edilmistir. Distilasyon iglemine;
ekstrakt iceren balon jojenin 40°C’de su banyosunda tutulmasiyla baslanmistir. Su
banyosunun sicakligi her 10 dakikada 10°C artirilarak 60°C ’ye yiikseltilmistir. Bu
sicaklikta eterin kaynamasi kesilinceye kadar tutulmustur. Rotari pompa yardimiyla
once 107 Torra, daha sonra da difizyon pompayla da 10” Torr vakuma ulasilmis ve
distilasyona bu sekilde 4 saat devam edilmistir. Distilasyon sonucunda, elde edilen
distilat azot gaz1 altinda 20 mL’ ye konsantre edilmistir. Ekstrakte edilmis ugucular,
daha sonra susuz sodyum siilfat ile kurutulup 1 mL’ye konsantre edilmistir.

b. Katifaz mikroekstraksiyon (SPME): Orneklerin katifaz mikro ekstraksiyon

teknigi ile hazirlanmasi Junior ve ark. (2011)’na gore yapilmistir (Sekil 3.3). Bu amagla,
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3 g isot ornegi, 20 mL kapasiteli viyale tartilmig ve bir septum (butyl/PTFE) ile
sizdirmaz bir sekilde kapatilmistir. Tepeboslugundaki gaz bilesiminin dengeye gelmesi
icin viyaller 40°C’deki su banyosunda 30 dakika bekletilmistir. 270°C’de 1 saat
boyunca sartlandirilmis SPME fiberi (grey divinilbenzen/caboxen/ polydimethyl-
siloxane, 50/30 um, Supelco, Miinih, Almanya) viyalin tepebosluguna daldirilmis ve
burada 40°C’de 40 dakika bekletilerek ugucu madddelerin ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir.

Sekil.3.3 Katifaz (SPME) mikroekstraksiyon (SPME) aparati

Sekil 3.4. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (HP6890, Agillent, USA).
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3.2.1.2 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Analizleri

Biber ornekleri solvent ekstraktlarinin gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi
ile analizleri (HP Agilent 6890, Almanya) ile kiitle selektif dedektor (GC/HP 5972,
MSD, Hewlett Packard, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.4.).

Ugucularin ayristirilmasinda fused silika kapillar kolon (INNOWAX, 30 m
uzunluk x 0.2 mm i¢ ¢ap x 0.25 pum film kalinlig1 (df), Agilent J & W Scientific,
Kaliforniya, ABD) ve tastyict gaz olarak helyum (1 mL/dak sabit akis hizi)
kullanilmistir. Firin sicakligt 40°C’den 200°C’ye 5°C/dak sicaklik artis hizi, ve
baslangi¢ ve bitis sicakliklar1 sirasiyla 5 ile 45 dakika olacak sekilde programlanmistir.
MSD sartlar1 ise kapillar direkt arayiizey sicakligi, 280°C; iyonizasyon enerjisi, 70 eV;
kiitle araligi 30 dan 330 a.m.u.; tarama hizi1 2,2 tarama/saniye. Her bir ekstraktan
“splitless mode” da 1 uL enjekte edilmistir. Analiz her ornek icin iki kez
tekrarlanmistir.

Piklerin tanisi, kiitle spektrumunun bilgisayar hafizasindaki aroma maddeleri
kiitiiphanelerindeki (Wiley 7.0 ve NIST-98) kiitle spektrumlariyla karsilagtiriimasi
yoluyla yapilmistir.

3.2.1.3 Gaz Kromatografisi-Olfaktometri (GK-O) Analizleri

Ekstraktlarin GK-O analizlerinde iizerinde alev iyon dedektér (flame ion
dedector, FID) bulunan ve kapilar kolonun bir ayiric1 (splitter) yardimiyla iki kolona
(biri FID dedektor icin digeri koklama portu igin) baglamasiyla olusturulan koklama
portu bulunan GC2010 Model Shimadzu (Japonya) gaz kromatografisi kullanilmigtir
(Sekil 3.5.). Bu amagla hem notral/bazik hem de asidik faz ekstraktlardan 1 pL polar
(INNOWAX, 30 m x 0.25mm x 0.25 um; J&W Scientific) kolona “splitless modda”
enjekte edilerek aroma aktif molekiillerin koklama portunda saptanmas: ve koku
taniminin yapilmasi saglanmistir. Koklama isleminde deneyimli (en az 60 saat koklama
yapmus) ii¢ arastirict yer almistir. Gaz kromatografisi kolon programi 40°C’de 5 dakika
bekletme, 10°C’lik artiglarla 200°C ye 1sitma ve 200°C’de 20 dakika bekleme olarak
diizenlenmistir.

Aroma bilesenlerin aromaya olan katkisi ekstraktlarin aroma ekstrakti diliisyon
analizi yontemi (AEDA) ile belirlenmistir (Friedrich ve Acree, 1998). Yiiksek vakum
teknigi ile elde edilen analizlerde AEDA testi, yukarida belirtilen sartlarda, ekstraktlarin
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1/5 oraninda seyreltilerek ve koklama portunda herhangi bir koku belirlenememesine
kadar seri halinde seyreltmeler yaparak gergeklestirilmistir. Bdylece, belli bir kokuya ait
flavor diliisyon faktorleri (FDF) bulunmustur. SPME kullanilarak ekstrakte edilen
ucucularin AEDA analizi ise gk-0 cihazinin splitt modda sirasiyla 1/5, 1/25/, 1/125 ve

1/625 split oranlarina ayarlanmasi ile gergeklestirilmistir.

Sekil 3.5. Gaz kromatografisi-olfaktometri (GK-O) cihaz1 (Shimadzu GC-2010,
Japonya).

3.2.2. Ucucu Bilesenlerin Miktarinin Belirlenmesi

Ugucu bilesenlerin miktarlarinin belirlenmesi ekstraksiyon esnasinda katilan
GC-MS ile saptanan ugucularin alanlarinin karekdklerinin (\/Alan/ 103) ve ylizde (%)
alanlariin kullanilmasi ile gergeklestirilmistir (Hayaloglu, 2009).

3.2.3. Aroma AKktif Bilesenlerin Belirlenmesi

Aroma aktif maddeler bilesigin tutunma indeksi (retention index, RI), kiitle
spektrometresi sonuglar1 ve koku o6zellikleri yardimiyla belirlenmistir. Bazi bilesikler
GK-O de koklanabildigi halde, GM-MS de pik vermemektedir. Bu durum, insan
burnunun bazi kokulara karsi, kullanilan cihazlardan daha hassas oldugundan
kaynaklanmaktadir. Boyle durumlarda aroma aktif bilesigin belirlenmesi tentatif olarak
yapilmistir. Bunun i¢in bilinmeyen bilesigin GK-O da saptanan tutunma katsayisi (RI)

ve koku oOzellikleri, literatiirdeki ¢aligmalar ile karsilastirilarak veya varsa referans

19



madde ile karsilastirarak belirlenmistir. Tutulma indeksinin hesaplanmasinda n-alkan

serisi kullanilmistir (van Den Dool ve Kratz, 1963).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Farkl Teknikler (HVT ve SPME) Ile Isot Baharatinin Ucucu Bilesen
Iceriginin Belirlenmesi

Isot &rnekleri iizerinde gerceklestirilen analizlerde goriilecegi iizere farkli
ekstraksiyon teknikleri (HVT ve SPME), fakli ucucu bilesik profilleri ortaya
koymaktadir (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3). Her iki teknik ile Isotta toplam olarak 60 ugucu
bilesen belirlenmistir (Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3). HVT teknigi ile yapilan ekstraksiyonda,
noétral/bazik fazda 48 (1-6, 8-11, 13, 15-29, 31, 32, 34, 35, 37-54 nolu bilesikler), asidik
fazda 6 (55-60 nolu bilesikler) olmak iizere toplam 54 ucucu bilesen belirlenirken;
SPME teknigi ile 32 (4, 7, 9, 11-16, 18-24, 27, 29, 30, 32-36, 39, 40, 43, 46, 50-52 ve
55 nolu bilesikler) ucucu bilesen tespit edilmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2). Bu durum ugucu
bilesen ekstraksiyonunda HVT ekstraksiyon tekniginin daha etkili oldugunu
gostermektedir.

Cizelge 4.1 ve 4.2’de verilen ve GC-MS ile tanimlanan ucucu bilesiklerin
kromatogram alanlarina (VAlan/ 10° olarak) bakilinca verilen kosullar altinda HVT
teknigi kullanildiginda (toplam olarak 117.41 arbitrari birim -69.37 nétral bazik fazdan
ve 48.04 asidik fazdan), SPME tekniginin kullanilmasia goére (57.15 arbitrari birim)
miktar olarak yaklasik iki kat daha fazla oranda ugucu bilesigin tespit edildigi
goriilmektedir . Ozellike HVT tekniginde (31.5 arbitrari birim), SPME teknigine gore
(3.53 arbitrari birim) 10 kat daha fazla oranda asetik asit tespit edilmistir. Asit bilesenler
arasinda ise HVT teknigi kullanildiginda asetik asit i¢in belirlenen kromatogram alani
toplam alan i¢ine %65.5 civarinda iken, SPME tekniginde ayn asit i¢in ortalama olarak
toplam alan i¢inde %6.2 olarak belirlenmistir.

Buna karsin, sonuglar ylizde (%) alan olarak degerlendirildiginde ise SPME
tekniginin, HVT teknigine nazaran daha yliksek oranda tanimlanabilir pikler verdigi
gorilmektedir (Cizelge 4.2). Tanimlanabilir piklerin ylizde alani, HVT teknigi i¢in
notral/bazik faz i¢in ortalma %46.38, asidik faz i¢in %82.98, SPME tekniginde ise
ortalama olarak %62.92 olarak bulunmustur. Goriildiigii ilizere, HVT tekniginde
kullanilan fraksiyonlama islemi (n6tral/bazik faz ve asidik faz), bu teknigin asidik fazda

SPME teknigine nazaran daha gii¢lii bir teknik oldugu gostermistir. Nitekim HVT
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Sekil 4.1. HVT teknigi ile ekstrakte edilmis isot biberi 6rneginin notral/bazik fraksiyoununa ait gc-ms kromatograma.
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teknigi ile belirlenen ugucu organik asitlerin miktar ve sayisi, SPME tekniginden daha
yiiksek olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Sonuglarimiz ile uyumlu olarak, HVT teknigi kullanilarak yapilan tek ¢calismada,
endiistriyel olarak iiretilen isot Orneklerinde de 58 ugucu bilesenin varligi rapor
edilmistir (Tarla, 2012). Calismamizda tespit edilen ucucu bilesenlerden 27si her iki
teknik (HVT ve SPME) ile de belirlenebilmistir. Her iki analizde de tespit edilen
bilesikleri kimyasal gruplara gore siiflandirilacak olursa:

e 16 N-iceren heterosiklik bilesik (9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 19, 25, 27, 30, 38, 45,

46, 48, ve 50 nolu bilesikler)

e 10 benzen derivati (4, 5, 6, 21, 28, 36, 40, 43, 49 ve 53 nolu bilesikler)

e 9 O-igeren heterosiklik bilesik (1, 3, 18, 20, 22, 23, 41, 42 ve 60 nolu bilesikler)
e 1 S-igeren bilesikler (14 nolu bilesik)

e 5 organik asit, (55, 56, 57, 58 ve 59 nolu bilesikler)

e Tester(2,8,17,35,37,47 ve 51 nolu bilesikler)

e 2 keton (24 ve 33 nolu bilesik)

e 8 terpen ve terpenoid (7, 29, 32, 34, 39, 44, 52 ve 54 nolu bilesikler)

e 2 lakton (26 ve 31 nolu bilesikler)

Biberlerde ucucu bilesiklerin bircok kaynagi bulunmaktadir. Ugucu bilesikler
biberin olgunlagmasi asamasinda olusabildigi gibi (Luning ve ark., 1994) biberin
dokusunun parcalanmasi esnasinda meydana gelen lipoksigenaz  aktivitesi
(Kollmansberger ve ark., 2011) ile veya biberlerin kurutulmasi esnasinda maruz kaldig:
1s1] iglem ile meydana gelmektedir (Luning ve ark., 1995). Biberlerde 1s1 uygulamasi ile
ucucu bilesenlerin olugmasinda bir¢ok mekanizma yer almaktadir. Bu mekanizmalari,
Maillard reaksiyonu, hidrolitik reaksiyonlar, yag asitleri ve karetenoidlerin oksidasyonu
seklinde 6zetlemek miimkiindiir (Cremer ve Eichner, 2000).

Cizelge 4.1 ve 4.2°den goriilecegi gibi, Isotun ucucu bilesen profilini O-igeren
(furanlar), N-igeren (pirazinler, piroller, oksazoller) Maillard reaksiyonu ve Strecker
pargalanmasi iriinleri ile benzen tiirevleri bilesenleri olusturmaktadir. Gerek kurutma
gerekse Isot iiretimi esnasinda, dzellikle de kepertme adi verilen ve biberlerin plastik
torbalar i¢inde kizigmasinin/yanmasinin saglandigi asamada olusan 1s1 nedeniyle
Maillard reaksiyonu iiriinlerinin meydana geldigi ve Isot biberinin karakteristik rengini

(Engin, 2012), aromasin1 (Tarla, 2011) bu asamada kazandigi ve kurutmanin kirmizi
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biberlerin renginde koyulasmaya neden oldugu daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir
(Montaya-Ballesteros ve ark., 2014).

Aragtirmamizda, 1s1 ile gidalarda olusan ve O-igeren heterosiklik yapida
(furanlar) 5 bilesik belirlenmistir (18, 20, 22, 23, 41, 42 ve 60 nolu bilesikler). Bu
bilesikler farkli fonksiyonel gruplar (aldehit, asit, vb.) icermesine karsin, temel olarak
O-igeren bes atomlu bir halka igerirler. Degisik aminoasit ve seker igeren model
sistemlerde Maillard reaksiyonu neticesinde furan grubu bilesiklerin olusumu degisik
arastiricilar tarafindan gosterilmistir (Cho ve Lee, 2014; Oral ve ark., 2014; Kavousi ve
ark., 2015).

Is1 ile olusan diger bir grup ucucu bilesen ise alkil pirazinlerdir (9, 11, 13, 15, 16
ve 19 nolu bilesikler). Bu bilesiklerin Maillard reakisyon esnasinda olustugu ve degisik
aminoasitlerin de azot kaynagi olarak kullanildigi model sistemlerde gosterilmistir
(Amrani-Hemaimi ve ark., 1995; Yu ve Zhang, 2010). Maillard reaksiyonu bilindigi
tizere, indirgen sekerler ve serbest amino asitlerin 1s1 etkisi ile kompleks bir dizi
reaksiyona girdigi ve neticede binlerce ugucu bilesik ve renk maddelerinin olustugu bir
reaksiyondur (Whistler ve Daniel, 1985).

Piroller, Isot gibi iiretimi esnasinda bir sekilde 1s1l islem gormiis gidalarda
saptanan diger N-iceren heterosiklik bilesiklerdir (Mottram, 2007). Pirazinler
hekzagonal yapida iken, piroller pentangonal yapidadir. Bu arastirmada, pirol ve tlirevi
olan 4 bilesik (27, 30, 48 ve 50 nolu bilesikler) belirlenmistir. Degisik sekerler
kullanarak model sistemlerde Maillard reaksiyonu neticesinde 120 den fazla prolin
tiirevi bilesik olustugu rapor edilmistir (Tresl ve ark.,1985).

Isot biberinde saptanan diger bir grup kimyasal bilesik ise esterlerdir (2, 8, 17,
35, 37, 47 ve 51 nolu bilesikler). Esterlerin, meyve olusumu esnasinda yag asitlerinden
lipoksigenaz yolu ile (diiz zincirli esterler) veya izoldsin gibi dalli aminoasitlerden (dalll
zincirli esterler) olustugu disiiniilmektedir (Dixon ve Hewett, 2000; Ulrich ve
Dunemann, 2012; Farnetti ve ark., 2015).

Ayrica, a-t-okimen (7), safranal (29), ketoisoforon (32), dehidro-ar-ionon (24),
geranilaseton (39), B-ionon (44), dihidroaktinidolid (52) ve vanilin (54) gibi terpen ve
terpenoid sinifindan bitki kaynakli aromatik bilesiklerin varligi, Isotta (Tarla, 2011)
Gliney Amerika kirmiz1 biber gesitlerinde (Kollmasnberger ve ark., 2011; Junior ve

ark., 2011), kurutulmus Macar biberlerinde (Aragon ve ark., 2005), diger kirmiz biber
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cesitlerinde (Cardeal ve ark., 2006) gdsterilmistir. Isot 6rneklerinde tespit edilen ve
karetenoidlerin termal pargalanma iiriinleri olarak bilinen 6-metil-5-hepten-2-on (24) ve
B-ionon (44) ise Capsicum annum meyvesinde likopen varligini gostermektedir (Galvez
ve Fernandez, 1997; Cremer ve Eichner, .2000). Bu bilesenlerin miktarinin uygulanan
151 derecesine ve maruz birakilan zamana bagli olarak arttigi gosterilmistir (Cremer ve
Eichner, 2000). Bu bilesenlerin biberlerdeki varligi ayrica diger ¢alismalarda da rapor
edilmistir (van Ruth ve ark., 2003; Cardeal ve ark, 2006; Forero ve ark., 2008;
Gahungu, 2011).

Bu arstirmada HVT teknigi ile 6 organik asit (55-60 nolu bilesikler) , SPME
teknigi ile bir (55) organik asit belirlenmistir (Cizelge 4.4). Bu sonuglar, organik
asitlerin tespiti icin HVT tekniginin daha gii¢lii bir teknik oldugunu ortaya koymaktadir.
Tarla (2011) tarafindan HVT teknigi ile endiistriyel kurutulmus ve iiretilmis Isotta 15
organik asit (asetik asit, formik asit, propanoik asit, 2-metilpropanoik asit, 3-
metilbiitanoik asit, pentanoik asit, hekzanoik asit, heptanoik asit, oktanoik asit, sorbik
asit, nonanoik asit, hekzadekanoik asit, 2-furankarboksilik asit ve fenilasetik asit)
belirlenir iken, bu arastirmada sadece 6 organik asit (asetik asit, propanoik asit, 2-
metilpropanoik asit, krotonik asit, hekzanoik ast ve 2-furankarboksilik) belirlenmistir.
Bu arastirma sonuglar1 ve Tarla (2011) tarafindan belirtilen sonuglar arasindaki bu
farkliligin, analiz edilen isot Ornekleri arasindaki iiretim yontemlerindeki farkliliktan
kaynaklanabilecegi gibi isot liretiminde kullanilan, biberin farkli yetistirme ve iklim
kosullarina maruz kalmasindan da ileri geldigi sOylenebilir. Yalniz her iki arastirmada
da HVT yontemi ile elde edilen asetik asit miktar1 toplam asidik fraksiyonun %80 den
fazlasini olusturmustur. Asetik asitin ve formik asitin gidalarda, glukoz ve fruktozun
Maillard reaksiyonu esnasinda parcalanmasi ile bir ara {iriinii oldugu (Martins ve ark.,
2001) ve miktarinin reaksiyon kosullarina goére degistigi (Davidek ve ark., 2005) daha
onceki ¢aligmalarda rapor edilmistir.

Bu arastirmada tek siilfiirlii bilesik olan dimetiltrisiilfit (14) Maillard reaksiyonu
neticesinde siilfiir iceren aminoasitlerden (L-sistein) olusur iken (Yu ve ark., 2012), tek
metoksifenolik bilesik olan o-guaiokol (40) taze biberlerde bulunan bir organik bilesik
oldugu gibi (Kollmannsberger ve ark., 2011), ligninin pirolizi ile de olusabilmektedir

(Demirbas, 2006).

27
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Cizelge 4.1. Isot baharatinin yiiksek vakum dilasyonu (HVT-nétral/bazik faz)ve katifaz mikroekstrakiyon (SPME) teknikleri ile elde edilen
ekstraktlara ait ugucu bilesiklerin karekdk alanlari (VAlan/10°) 2

No Bilesik CAS RI VAlan/10°
HVT SPME

isot-1 isot-2 isot-3 isot-4 Ort SS° jsot-1 lisot-2 isot-3 lisot-4  Ort SS
1 2,4,5-trimethyl-1,3-dioxolane ~ 3299-32-9 6.53 5.30 405 1788 7.69 454 0 0 0 0 0 0
2 etilpropionat 105-37-3 935 1.76 1.49 1.73 166 1.66 0.16 0 0 0 0 0 0
3 2-ethyl-2,4,5-trimethyl-1,3-dioxolane ~ 4359-51-7 972 0.70 0.90 0.68 152 165 0.24 0 0 0 0 0 0
4 p-ksilen 106-42-3 1117 3.54 1.65 1.22 2.79 230 198 2.36 251 1.43 126 189 0.64
5 m-ksilen 108-38-3 1123 2.78 1.05 2.28 3.66 244 119 0 0 0 0 0 0
6 o-ksilen 95-47-6 1165 1.73 1.14 1.44 242 168 0.52 0 0 0 0 0 0
7 a-t- okimen 33338-55- 0 0 0 0 0 0 0.82 0.90 0 0 043 050
8 etilhekzanoat 123-66-6 1220 1.15 0.98 0.44 0 064 054 0 0 0 0 0 0
9 metilpirazin 109-08-0 1245 1.17 1.03 1.07 1.05 1.08 0.09 1.36 141 1.40 128 136 0.06
10 }ﬁ:gihydr0-3H-1-2-4-triaZO|0-3- 3179-31-5 1298 1.32 0.56 0.53 053 074 0.63 0 0 0 0 0 0
11 2,6-dimetilpirazin 108-50-9 1304 1.34 1.21 1.10 1.08 118 0.13 1.05 1.17 0.77 076 094 0.21
12 4,6-dimetilprimidin 1558-17-4 0 0 0 0 0 0 1.79 1.80 1.75 169 176 0.05
13 2,3-dimetilpirazin 5910-89-4 1320 1.05 1.11 0.99 096 1.02 0.17 1.45 1.59 1.39 132 144 0.12
14 dimetiltrisulfit 3658-80-8 0 0 0 0 0 1155 1.03 0.31 0.24 0.68 0.48
15 -etil-6-metilprazin 13925-03- 1362 127 087 057 030 075 042 920 117 159 159 132 0.33
16 Trimetilpirazin 14667-55- 1374 1.45 1.17 1.00 140 126 051 1.82 1.95 1.58 159 173 0.18
17 etillaktate 97-64-;3 1387 7.93 3.08 2.59 274 4,09 355 0 0 0 0 0 0
18 furfural 98-01-1 299 296 289 279 291 035 480 524 473 459 484 028

D Bagil miktarlar HP-Innowax kolon kullanilarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmustir.

2 Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir.
% Standart Sapma
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Cizelge 4.1 (Devam). Isot baharatinin yiiksek vakum distilasyonu (HVT—nétral/bazik faz)ve katifaz mikroekstrakiyon (SPME) teknikleri
ile elde edilen ekstraktlara ait ugucu bilesiklerin karekok alanlari (VAlan/10%)"?

N

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
24
35
36
37

38
39

JAlan/10°

Bilesik CAS RI HVT SPM

isot-1 Isot- isot- fsot-4 Ort SS’ Isot-1 1isot-2 isot-3 isot-4 Ort SS
tetrametilprazin 1124-11-4 1446 212 131 120 124 147 0.55 2.00 2.21 2.21 211 2.10 0.09
2-asetilfuran 1192-62-7 1480 152 133 1.29 122 134 0.15 1.96 2.10 2.09 2.03 2.05 0.07
benzaldehit 100-52-7 1497 259 195 191 1.8 199 0.21 3.97 3.78 3.72 3.81 3.82 0.11
2-furanmetanol, asetat 623-17-6 1514 1.35 1.17 0.86 055 098 0.37 2.85 2.54 2.27 2.29 249 0.27
5-metilfurfural 620-02-0 1549 262 250 258 262 258 0.17 411 4.04 1.56 6.38 403 1.97
6-metil-3,5-heptadien-2-on 1604-28-0 1566 043 0.71  0.99 1.05 0.80 0.38 2.55 212 2.14 2.26 2.27 0.20
2-acetilpiridin 1122-62-9 1579 082 071 1.01 1.10 091 0.37 0 0 0 0 0 0
butirolakton 539-88-8 1591  0.93 047 022 0.65 057 0.52 0 0 0 0 0 0
2-formil-1-metil-pirol 1192-58-1 1593 093 0.89 1.08 082 093 0.25 291 2.62 2.69 2.72 273 0.27
Asetofenon 08-86-2 1615 0.13 0 0.27 0.13 0.16 0.20 0 0 0 0 0 0
safranal 116-26-7 1619 0 0 0 0.12 0.11 0.30 1.87 1.66 1.77 1.82 1.78 0.09
1-metil-2-pirolidinon 872-50-4 0 0 0 0 0 0 1.57 1.19 1.26 1.34 1.34 0.16
lilal lakton 1073-11-6 1642 1.10 1.012 1.04 1.06 1.05 0.11 0 0 0 0 0 0
ketoisoforon 1125-21-9 1664 113 103 107 093 104 0.16 1.23 0.54 0.86 0.91 0.88 0.28
2-siklopentene-1-on 930-30-3 0 0 0 0 0 0 1.47 1.05 0.95 1.14 115 0.23
dehidro-ar-ionon 30364-38-6 1720 054 037 049 056 049 0.20 1.80 1.28 1.33 151 148 0.24
metilsalisilat 119-36-8 1750 143 133 232 210 180 0.76 2.57 1.75 1.84 2.05 2.05 0.37
2-feniletilasetat 103-45-7 0 0 0 0 0 0 1.12 0.88 0.66 0.74 0.85 0.20
metildodekanoat 111-82-0 1780 0.68 0.88 1.48 1.88 1.23 0.67 0 0 0 0 0 0
3ii;(liilr2§éhyl-2-phenyl-l-3' 4359-31-3 1793 216 219 152 154 185 049 0 0 0 0 0 0
geranilaseton 3796-70-1 1829 028 0.28 0.52 0.28 0.34 0.17 0.98 0.29 0.33 0.70 0.57 0.33

Y Alanlar (VAlan/10°) HP-Innowax kolon kullamilarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmistir.
2 Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir.

% Standart Sapma.
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Cizelge 4.1 (Devam). Isot baharatinin yiiksek vakum dilasyonu (HVT—nétral/bazik faz) ve katifaz mikroekstrakiyon (SPME) teknikleri ile

elde edilen ekstraktlara ait ugucu bilesiklerin karekok alanlarr’ (VAlan/10°

) 1,2

VAlan/10°

No Bilesik CAS RI HVT SPME

Isot-1 Tsot-2 1isot-3 1Isot-4 Ort ss® fsot-1 isot-2 lisot-3 Isot- Ort SS
40 o-guaiokol 90-05-1 1843 1.23 1.14 1.06 1.10 113 011 1.36 0.90 037 035 075 048
41  furfuralasetone 623-15-4 1514 0.48 0.52 0.40 0 0.35 0.49 0 0 0 0 0 0
42  2-furanmetanol 08-00-0 1892 2.10 1.96 1.18 2.03 1.82 0.74 0 0 0 0 0 0
43 2-fenil-2-butenal 4411-80-6 1094 116 116 115 120 117 006 124 100 099 105 107 017
44 B-jonon 79-77-6 1911 0.86 0.97 0.98 0.99 0.95 0.08 0 0 0 0 0 0
45 g;zridinecarboxylic acid, methyl 2459-07-6 1928 1.30 1.05 1.46 112 123 034 0 0 0 0 0 0
46 2-asetilpirol 1072-83-9 1944 4.35 3.95 2.71 274 344 0.80 4.13 2.53 155 171 248 1.18
47  metiltetradekanoat 124-10-7 1988 0 1.20 1.38 154 1.03 0.66 0 0 0 0 0 0
48  2-formilpirol 1003-29-8 1996 2.92 2.49 2.33 242 254 0.42 1.53 1.45 1.11 119 132 0.20
49  fenol 108-95-2 2001 0.77 0.86 0.60 084 077 084 0 0 0 0 0 0
50 :;&‘i:zj';\';'d‘sy”o'e‘z‘ 1192-58-1 2075 0.69 0.33 0.85 1.07 074 0.32 0 0 0 0 0 0
51 metilhekzadekanoat 112-39-0 2196 0.84 0.30 1.02 155 1.03 0.66 1.78 0.88 1.67 140 1.43 0.40
52 dihidroaktinidolide 17092-92-1 2304 1.16 1.52 1.79 157 151 0.27 0.67 0.59 059 0.65 0.62 0.05
53 feniletilalkol 60-12-8 2334 792 667 647 630 684 737 0 0 0 0 0 0
54 vanillin 121-33-5 2540 0.82 1.73 0 0 025 045 0 0 0 0 0 0

TOPLAM 76.60 61.38 60.00 79.23 69.37 61.16 54,15 46.75 52.45 53.62

D

Alanlar (VAlan/10°) HP-Innowax kolon kullanilarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmuistir.
Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir.

2)

3)

Standart Sapma.
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Cizelge 4.2. Isot baharatinin yiiksek vakum dilasyonu (HVT-asidik faz) ve katifaz mikroekstrakiyon (SPME) teknikleri ile elde edilen

ekstraktlara ait ugucu bilesiklerin karekdk alanlari(vAlan/10%)*?
No Bilesik CAS  RI VAlan/10°
HVT SPME

isot-1 isot-2  isot-3 isot-4 ort sS° fsot-1  isot-2  isot-3 isot-4 Ort SS
55 asetikasit  64-19-7 1394 3676 3727 2743 2441 3147 7.39 330 412 335 336 353  0.39
56 oropanoik asit  79-09-4 1505 411 328 369 319 357 0.58 0 0 0 0o 0 0
57  2-metilpropanoik asit 79312 1536 348 294 340 290 3.8 046 0 0 0 0 0 0
58  isocrofonic/crotonic acid  503-64-0 1741 272 389 244 230 284 085 0 0 0 0 0 0
59 hekzanoik asit  142-62-1 1811 296 332 233 187 262 0.65 0 0 0 0 0 0
60 2-furancaboxylicacid  88-14-2 2394 461 567 364 356 437 101 0 0 0 0 0 0

TOPLAM 5463 56.37 4293 33.23 48.04 3.30 4.12 3.35 3.36 3.53

" Alanlar (VAlan/10°) HP-Innowax kolon kullanilarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmistir.
2 Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir.
% Standart Sapma.
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Cizelge 4.3. Isot baharatinin yiiksek vakum dilasyonu (HVT-nétral/bazik faz) ve katifaz mikroekstrakiyon (SPME) teknikleri ile elde
edilen ekstraktlara ait ugucu bilesiklerin yiizde (%) alanlari™?
No Bilesik CAS RI %
HVT SPME

isot-1 isot-2 isot-3 isot-4 ort SS° isot-1 ls0t2- isot-3 isot-4 Ort SS
1 2,3,5-trimetil-1,3-dioksolan 3299-32-9 5.03 10.42 3.90 2.47 545 3.47 0 0 0 0 0 0
2 ethilpropionat 105-37-3 935 0.79 0.70 1.03 1.09 0.90 0.19 0 0 0 0 0 0
3 2-etil-2,4,5-trimetil-1,3-dioksolan 4359-51-7 972 0.43 0.36 0.87 .39 051 0.24 0 0 0 0 0 0
4 p-ksilen 106-42-3 1117 140 178 294 032 161 1.08 204 300 099 084 172 101
5 m-ksilen 108-38-3 1123 2.13 0.77 5.05 2.14 252 1.80 0 0 0 0 0 0
6 o-ksilen 95-47-6 1165 0.90 0.59 2.21 0.78 1.12 0.74 0 0 0 0 0 0
7 o-t-okimen 33338-55-4 0 0 0 0 0 0 025 039 0 0 016 0.19
8 etilhekzanoat 123-66-0 1220 0.18 0.36 0 0.17 0.17 0.15 0 0 0 0
9 metilpirazin 109-08-0 1245 0.36 0.33 0.42 0.42 0.38 0.04 068 0.9 0.95 0.87 0.86 0.13
10  1.2-dihidro-3H-1.2.4-triazolo-3-tiyon 3179-31-5 1298 0.24 0.29 0.39 0.17 0.27 0.09 0 0 0 0 0 0
11 2,6-dimetilpirazin 108-50-9 1304 0.48 0.44 0.44 0.44 045 0.02 040  0.65 0.29 0.31 041 o017
12 4,6-dimetilpyrimidin 1558-17-4 0 0 0 0 0 0 0 117 153 149 152 143 017
13 2,3-dimetilpirazin 5910-89-4 1320 0.36 0.30 0.35 0.37 0.34 0.03 0.77 1.20 0 0 049 0.60
14 dimetiltrisulfit 3658-80-8 0 0 0 0 0 0 0 049 050 0 0 025 0.29
15 2-etil-6-metilprazin 13925-03-6 1362 0.19 0.30 0 0.15 0.16 0.12 031 065 0 0 024 031
16  trimetilpirazin 14667-55-1 1374 0.82 1.08 075 074 0.85 0.16 121 181 121 134 139 0.29
17 etilaktat 97-64-3 1387 7.36 13.61 5.30 4.05 758 4.24 0 0 0 0 0 0
18 furfural 98-01-1 266 217 298 320 275 045 8.46 1303 1091 1119 1090 1.88

Y Yiizde alanlar HP-Innowax kolon kullamlarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmuistir.

2 Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir
¥ Standart Sapma.
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Cizelge 4.3 (devam) . Isot baharatmin yiiksek vakum dilasyonu (HVT- nétral/bazik faz) ve katifaz mikroekstrakiyon (SPME) teknikleri ile

elde edilen ekstraktlara ait ugucu bilesiklerin (%) alanlarr’

1,2

Bilesik CAS RI %
HVT SPME

fsot- Isot- Isot- fisot-4 Ort ss® Isot-1 isot-2 1isot-3 1isot-4 Ort SS
19  tetrametilpirazin 1124-11- 1446 068 1.07 038 048 065 0.30 146 231 210 236 206 041
20  2-asetilfuran 1192-62- 1480 058 058 062 057 059 0.02 141 209 214 219 196 037
21 penzaldehit 100-52-7 1497 112 125 134 129 1.25 0.0 578 6.80 673 773 6.76 0.80
22 2-furanmetanol, asetat 623-17-6 1514 0.35 0.45 0.27 0.13 030 0.14 2.98 3.06 251 279 284 024
23 5-metilfurfural 620-02-0 1549 222 195 246 259 230 0.28 514 6585 758 882 7.10 154
24 6-metil-3,5-heptadiene-2-on 1604-28- 1566 028 029 036 043 0.34 0.07 239 214 224 272 237 025
25 2-asetillpiridin 1122-62- 1579 031 015 038 046 032 0.13 0 0 0 0 0 0
26  butirolaktone 539-88-8 1591 0.14  0.08 0 035 014 0.15 0 0 0 0 0 0
27 2-formil-1-metil-pirol 1192-58- 1593 0.30 025 043 027 031 008 310 326 352 394 346 037
28 asetofenon 98_86_2 1615 0.01 0 0.07 0 0.02 0.03 0 0 0 0 0 0
29 safranal 116-26-7 1619  0.06 0 0 013 005 0.06 128 130 152 176 147 0.22
30  1-meti-2-pirolidinon 872-50-4 - 0 0 0 0 0 0 090 067 077 09 083 0.3
31 lilak laktone 1073-11- 1642 037 033 039 044 038 0.5 0 0 0 0 0 0
32 Kketoisoforone 1125-21- 1664 029 019 044 035 031 011 055 052 036 044 047 0.09
33 2-siklopenten-1-on 930-30-3 - 0 0 0 0 0 0 0.79 0.52 0.44 0 044 0.33
34  dehidro-ar-ionon 30364- 1720 0.06 0.04 0.12 0.12 0.08 0.04 1.19 0.77 0.86 121 101 0.23
35 methilsalisilat 119-36-8 1750 098 052 191 173 1.28 0.65 243 146 165 223 194 0.46
36  2-feniletilasetat 103-45-7 - 0 0 0 0 0 0 046 037 021 029 030 0.11
37  metildodekanoat 111-82-0 1780 063 024 091 161 0.85 058 0 0 0 0 0 0
38 4 5-dimethil-2-fenyl-1.3-dioksolan 4359-31?: 1793 094 121 094 093 100 0.14 0 0 0 0 0 0

U Yiizde alanlar HP-Innowax kolon kullanilarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmustir.

2 Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir.

¥ Standart Sapma.
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Cizelge 4.3 (Devam). Isot baharatinin yiiksek vakum dilasyonu (HVT- nétral/bazik faz) ve katifaz mikroekstrakiyon (SPME) teknikleri ile
elde edilen ekstraktlara ait ugucu bilesiklerin (%) alanlari™?

Bilesik CAS RI %
HVT SPME
Isot- lisot- lsot- lisot- Ort SS° Isot- Isot- {isot-3 1Isot- Ort SS

39 geranilaseton 3796-70- 1829  0.06 0 012 0 0.04 0.06 035 0.24 049 026 034 0.11
40  o-guaiakol 90-05-1 1843 030 039 024 020 0.28 0.08 0.68 0.38 0.27 0 033 0.28
41  furfural asetone 623-15-4 1514  0.04  0.09 0 0 0.03 0.04 0 0 0 0 0 0
42 2_furanmetanol 08-00-0 1892 1.15 1.56 0.57 0.68 0.99 0.46 0 0 0 0 0 0
43 2-fenil-2-butenal 4411-89- 1094 039 039 049 055 045 0.08 056  0.47 048 058 052 0.06
44 B-ionone 79-77-6 1911 030 025 035 037 0.32 0.05 0 0 0 0 0 0
45 2-piridinelarnoksilikaasit, metil 2459-076; 1928 052 042 098 048 060 0.26 0 0 0 0 0 0

ester
46  2-asetilpirol 1072-83- 1944 367 492 274 286 355 1.01 6.24  3.03 116 155 3.00 231
47  metiltetradekanoat 124-10-% 1988 0.49 0.25 0.72 0.91 0.59 0.28 0 0 0 0 0 0
48  2-formilpirol 1003-29- 1996 2.08 198 195 220 2.05 0.11 0.86 1.0 0.60 0.76 0.81 0.17
49  fenol 108-95-2 2001 030 023 031 057 035 0.15 0 0 0 0 0 0
50  1-methyl-1H-pyrrole-2-carboxaldehyde 1192-58- 2075 025 0.06 031 043 0.26 0.15 0 0 0 0 0 0
51 Metilhekzadekanoat 112-39-0 2196 039 0.08 039 092 044 0.35 117 037 136 104 0.99 043
52  dihiidroaktinidolid 17092- 2304 0.77 0.60 122 093 0.88 0.26 0 0 0 0 0 0
53 fenyltetilalkohol 60-12-8 2334 036 041 024 026 031 008 0 0 0 0 0 0
54 vanillin 121-33-5 2540 0.04 0 0 0 0.01 0.02 0 0 0 0 0 0

TOPLAM 42.76 53.73 3855 48.87 46.38 55.84 61.32 52.83 57.70 56.85

Y Yiizde alanlar HP-Innowax kolon kullamlarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmuistir.
2 Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir.

% Standart Sapma.



Cizelge 4.4. Isot baharatinin yiiksek vakum dilasyonu (HVT-asidik faz) ve katifaz mikroekstrakiyon (SPME) teknikleri ile elde edilen
ekstraktlara ait ugucu bilesiklerin (%) alanlarr’?

GE

No Bilesik CAS RI %
HVT SPME

isot-1  isot-2 isot?-’ isot-4 Ort  sS° isot-1  isot-2 1isot-3 isot-4 Ort SS
55 asetik asit 64-19-7 1394 8298 79,50 81,01 79,36 80,71 1,69 4,0 8,07 5,46 6,01 589 1,69
56 propanoik asit 79-09-4 1505 1,22 1,23 1,50 150 1,34 0,19 0 0 0 0 0 0
57 2-metilpropanoik asit 79-31-2 1536 0,75 0,78 1,27 1,27 1,02 0,29 0 0 0 0 0 0
58 krotonik asit 503-64-0 1741 0,38 1,04 0,66 0,66 0,68 0,27 0 0 0 0 0 0
59 hekzanoik asit 142-62-1 1811 0,55 0,64 0,60 0,60 0,59 0,04 0 0 0 0 0 0
60 2—furankarboksi|ik 88-14-2 2394 1,36 1,93 1,52 1,52 158 0,24 0 0 0 0 0 0

asit
TOPLAM 8724  g512 8656 8491 8592 40 807 546 601 589

Y Yiizde alanlar HP-Innowax kolon kullamlarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmuistir.
2 Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir.
% Standart Sapma.



Sonug olarak bu arastirmada her iki teknik ile rapor edilen 60 bilesik, Isotta
(Tarla, 2011), taze ve kurutulmus degisik biber ¢esitlerinde farkli miktar ve dagilimda
oldugu yapilan arastirmalarda rapor edilmistir (Luning ve ark., 1994a, b, 1995; Kremer
ve Eichner, 2000; Zimmerman ve Schierberle, 2000; Kocsis, 2002; van Ruth ve ark.,
2003; Aragon ve ark., 2005; Mazida ve ark., 2005; Cardeal ve ark., 2006; Sousa ve ark.,
2006; Kim ve ark., 2007; Jang ve ark., 2008; Ziino ve ark., 2008; ; Liu ve ark., 2009,
2010; Kollmansberger ve ark., 2011; Junior ve ark., 2011).

4.2. Farkh Teknikler (HVT ve SPME) ile isot Baharatimn Aroma Profilinin
Belirlenmesi

Cizelge 4.5 ve 4.6°da HVT teknigi ile ekstrakte edilmis Isot rneklerinin
notral/bazik ve asidik fazlarma ait koklama sonuglar1 verilmektedir. Sonuglardan
goriildiigii iizere, Isot aromas1 olduk¢a komplike bir profile sahiptir. Notral/bazik fazda
28 wugucu bilesigin, asidik fazda ise 4 asitin aroma aktif oldugu goriilmektedir.
Sonuglardan anlasilacagi gibi, HVT teknigi ile GC-MS’de belirlenmis olan 60 ugucu
bilesigin (Cizelge 4.1 ve 4.2), ancak 22’si koklama portunda farkedilmektedir. 60
bilesigin 38’nin ise bu kosullar altinda aroma aktif olmadig1 goriilmektedir. GK-O’nin
koklama portunda, GC-MS de belirlenemeyen 6 yeni bilesik daha belirlenmistir. Bu
bilesikler etilmetilbiitirat (61), etil-3-metilbiitirat (62), 2-isobutil-3-metoksipirazin (63),
linalool (64) ve 2-asetilpirazin (65) dir. Boylece, HVT teknigi ile elde edilen
ekstraklardan koklama portunda toplam olarak 32 aroma aktif bilesik belirlenmistir. Bu
bilesiklerden her ne kadar pirazinler 1sil islem ile olusuyor ise de 2-isobutil-3-
metoksipirazin biberlerin olgunlasmasi esnasinda meydana gelir ve biberin kendine
6zgl kokusunu karakterize eder (Ziino ve ark., 2009).

Cizelge 4.5 incelendiginde, HVT teknigi ile yapilan ekstraksiyona gére Isotun
aromasini, meyve etinden gelen bilesikler ile {iretim esnasinda ortaya ¢ikan bilesikler
olusturmaktadir. Soyleki;

e Biberin olgunlasmasi sonucu meydana bilesikleri esterler (2, 61, 62, 8, 17
nolu bilesikler), terpen (64), 2-isobiitil-3-metoksipirazin (63) olarak
siralamak miimkiindiir. Esterler isotun aromasina “meyvemsi” ve “floral”
bir katkida bulunurken, linalool (64) ‘sitrus, limon”, 2-isobiitil-3-

metoksipirazin (63) ise “yesil biber”” aromasi olarak katkida bulunur.
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e Isotun iiretimi sirasinda maruz kaldig1 sicaklik sonucu ortaya ¢ikan Maillard
reaksiyonu {irtinleri ise (9, 11, 13, 15, 16, 18- 23 ve 27) Cizelge 4.5 de

13

gotiriilecegi  lizere  “findigims1”, “act badem” “kavrulmus kahve”,
“karamel”, “patlamis misir”, “kavrulmus findik” gibi kokular ile aromaya
katkida bulunmaktadir. Yine Maillard reaksiyonu iiriinlerinden olan asitler
(Cizelge 4.6), ozellikle asetik asit, Isotun aromasma “sirke” kokusu
vermektedir.

Cizelgelerde bir aroma aktif bilesenin flavor diliisyon faktorii (FDF) artikea,
aromaya katkisiin da o derece arttig1 seklinde yorumlanmalidir.

Bu arastirmada ortaya konan aroma profili, Tarla (2011) tarafindan rapor edilen
sonuglar ile biiyiik dl¢lide uyum gostermektedir. Nitekim Tarla (2011), HVT teknigi ile
Isotta nétral/bazik fazda 34, asidik fazda 5 olmak iizere toplam 39 aroma aktif bilesik
belirlemistir. Tarla (2011) tarafindan daha fazla sayida aroma aktif bilesigin rapor
edilmesi, o ¢aligmada kullanilan Isot &rneklerinin 6n kurutma isleminin de endiistriyel
olarak firinlarda gerceklesmesinden ve farkli biber tiirleri kullanilmasindan
kaynaklanmis olabilir. Bu arastirmada kullanilan Isot 6rneklerinin 6n kurutma islemi
geleneksel olarak giines altina gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.7 incelendiginde ise SPME teknigi ile ekstrakte edilen 31 ugucu
bilesik arasindan 19 tanesinin aroma aktif oldugu ve HS-SPME/GC-MS teknigi ile
belirlenemeyen 4 bilesigin (58, 63, 66 ve 67 nolu bilesikler) daha koklama portunda
tentatif olarak tespit edildigi goriilmektedir. Boylece, SPME teknigi ile Isotun
aromasina katkida bulunan toplam olarak 23 aroma aktif bilesen tespit edilmistir.
Aroma aktif bilesiklerin sayica fazla olmasi, Isotun aromasinin oldukc¢a komplike
oldugunu, tek bir bilesikten degil ancak bir aroma aktif bilesikler kokteylinden
Olustugunu goéstermektedir. Nitekim, her bir bilesigin aromaya katkisina bakmak igin
yapilan AEDA testi sonuglarina gore, sirasiyla, etilbiitanaot (meyvemsi), c-linalool oksit
(sitrus), asetik asit (sirke), 2-isobutil-3-metoksipirazin (yesil biber) ve 2-asetil-2-tiazolin
(patlamis misir) en ¢ok aromaya katkida bulunan bulunan bilesiklerdir.

HVT teknigi ile karsilastirildiginda, hem tespit edilen aroma aktif bilesik sayist
hem de aroma aktif bilesiklerin FDF bakimindan SPME teknigi daha zayif bir teknik

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.5. Isot baharatnin yiiksek vakum ekstraksiyon (HVT) ile elde edilen nétral/bazik fraksiyonlarinda gaz kromatografisi-
olfaktometri teknigi ile saptanan aroma-aktif bilesiklerin, koku tanimi, alikonma indeksleri (retention index, RI) ve aroma

ekstraksiyon diliisyon analiz (AEDA) sonuglar1 (n=4).

No Bilesik Koku tanim CAS# Rlgco'  Rlecorerr RPref LogsFDF* I°
Isot-1  isot-2 Isot-3  isot-4

2 etilpropiyonat elma kabugu 105-37-3 953 950 951 4 4 4 4 0O, KS, RI, RM
61  etilmetilbutirat elma kabugu 7452-79-1 1056 - 1050 4 4 4 4 0O, KS, RI
62  etil-3-metilbutirat elma kabugu 108-64-5 1067 - 1060 4 4 4 4 0O, KS, RI
4 o/p-ksilen ¢imen, kimyasal 106-42-3 1105 1127 1128 2 2 2 3 0O, KS, RI, RM
8 etilhekzanoat floral 123-66-0 1183 1181 1220 4 4 4 3 0O, KS, RI, RM
9 metilpirazin findigims1 109-08-0 1272 1268 1272 3 2 3 2 0O, KS, RI, RM
11 2,6/5-dimetilpirazin pirazin 108-50-9 1357 1357 1341 3 2 3 3 0O, KS, RI, RM
13 2,3-dimetilpirazin pirazin 5910-89-4 1303 1377 - 3 3 3 2 O, KS, RI
15  2-et-6-me-pirazin pirazin 13925-03- 1451 - 1415 2 2 3 2 0O, KS, RI
16  trimetilpirazin findigimsi, toprak ~ 14667-55- 1395 1389 1448 4 3 3 3 0O, KS, RI, RM
17  etillaktat tatl,, meyvemsi 97-64-3 1411 - 1358 4 3 2 3 0O, KS, RI
18  furfural actbadem, meyve 98-01-1 1462 1469 1458 4 3 3 3 0O, KS, RI, RM
19 tetrametilpirazin kavrulmus kahve 1124-11-4 1489 1481 1474 4 3 2 3 O, KS, RI, RM
20  2-asetilfuran balsamik 1192-62-7 1506 1503 1475 3 3 2 3 0O, KS, RI, RM
63  2-isobutil-3-metoksipirazin yesil biber 24683-00- 1533 1533 1540 4 3 2 3 0, KS, RI, RM
21  benzaldehit ac1 badem 100-52-7 1584 1584 1586 2 2 2 2 O, RI,RM
22  2-furanmetanol, asetat eteral 623-17-6 1536 1536 1539 2 2 2 2 0O, KS, RI, RM

Y Gaz kromatografisi olfaktometri portunda HP-INNOWax kolon kullanilarak hesapolanan alkonma indeksi

2 Referans maddenin gaz kromatografisi olfaktometri portunda HP-INNOWax kolon kullanilarak hesapolanan alkonma indeksi.
gin www.phorebase.com adresinde verilen alikonma indeksi
* Flavor diliisyon faktorii (LogsFDF)

Aroma aktif bilesigin belirlenme sekli: O, olfaktometrilk; KS, kiitle spektrumu; RI, alkonma indeksi, RM, referans madde.

% Bilesi
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Cizelge.4.5 (devam). Isot baharatinin yiiksek vakum ekstraksiyon (HVT) ile elde edilen nétral/bazik fraksiyonlarinda gaz kromatografisi-
olfaktometri teknigi ile saptanan aroma-aktif bilesiklerin, koku tanimi, alikonma indeksleri (retention index, RI) ve aroma
ekstraksiyon diliisyon analiz (AEDA) sonuclar1 (n=4).

No Bilesik Koku tanim CAS# Rlgco' Rlecorerr  RPwf LogsFDF* 1°
isot-1  isot-2 isot-3  isot-4

64 linalool sitrus 78-70-6 1554 1540 1554 4 3 4 3 O, RI,RM
42  2-furanmetanol tatli, karamel 98-00-0 1660 1660 1661 1 2 2 2 0O, KS, RI, RM
32 oksoisoforon tiitlin yapragi 1125-21-9 1716 1717 1717 3 3 3 3 O, KS, RI, RM

sikloten tatli, karamel 80-71-7 1783 1783 1750 2 2 2 2 0, KS, RI
40  o-guaiokol herbal 90-05-1 1845 1857 1848 4 4 3 4 0O, KS, RI, RM
46  2-asetilpirol tatli, anason 1072-83-9 1972 1979 1950 2 3 2 2 0O, KS, RI, RM
48  2-formilpirol kahve 1003-29-8 2048 2043 2032 2 2 4 3 0O, KS, RI, RM
52  dihidroaktinidolid cay, tiitlin 17092-92- 2345 - 2348 2 2 3 2 0O, KS, RI

6€

Y Gaz kromatografisi olfaktometri portunda HP-INNOWax kolon kullamilarak hesapolanan alkonma indeksi

?) Referans maddenin gaz kromatografisi olfaktometri portunda HP-INNOWax kolon kullamlarak hesapolanan alkonma indeksi.
Bilesigin www.phorebase.com adresinde verilen alikonma indeksi

Flavor diltisyon faktorii (LogsFDF)

Aroma aktif bilesigin belirlenme sekli: O, olfaktometrilk; KS, kiitle spektrumu; RI, alkonma indeksi, RM, referans madde.

w

)
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Cizelge 4.6. Isot baharatinin yiiksek vakum ekstraksiyon (HVT) ile elde edilen asidik fraksiyonlarinda gaz kromatografisi-olfaktometri
teknigi ile saptanan aroma-aktif bilesiklerin koku tanimi, alikonma indeksleri (retention index, RI) ve aroma ekstraksiyon
dilisyon analiz (AEDA) sonuglari (n=4).

No Bilesik Koku tanim CAS# RI RlPeicc RIS LogsFDF* K

isot-1 isot-2 isot-3  isot-4
55  asetik asit sirke 64-19-7 1394 1432 1434 4 4 4 3 0O, KS, RI, RM
56  propanoik asit sirke 79-09-4 1505 1504 1523 1 1 1 1 0O, KS, RI, RM
57 2-metilpropanoik asit asit 79-31-2 1564 1571 1584 1 1 1 - O, KS, RI, RM
59  hekzanoik asit gorap kokusu 142-62-1 1779 1751 1829 3 4 4 3 0O, KS, RI, RM

Y Gaz kromatografisi olfaktometri portunda HP-INNOWax kolon kullamlarak hesapolanan alkonma indeksi
2 Referans maddenin gaz kromatografisi olfaktometri portunda HP-INNOWax kolon kullanilarak hesapolanan alkonma indeksi.
¥ Bilesigin www.phorebase.com adresinde verilen alikonma indeksi
) Flavor diliisyon faktérii (LogsFDF)
) Aroma aktif bilesigin belirlenme sekli: O, olfaktometrilk; KS, kiitle spektrumu; RI, alkonma indeksi, RM, referans madde.

a B


http://www.phorebase.com/

Bu durum, HVT tekniginde ugucu bilesiklerin vakum zoru matriksten
uzaklagtirllmasindan ve daha fazla oranda 6rnek kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.
Ancak, HVT tekniginde Orneklerin ekstraksiyonunda c¢ozgen kullanilmakta ve
orneklerin analize hazirlanmasi1 daha ¢ok deneysel asama igermekte ve daha uzun siire
(vaklasik 6 saat esktraksiyon siiresi) gerekmektedir. Oysa SPME tekniginde ¢ozgen
kullanilmamasi1 ve drneklerin direkt olarak ve kisa siirede (40 dakika) analiz edilmesi,

bu teknigi daha uygulanabilir hale getirmektedir.
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Cizelge 4.7. Isot baharatinin katifaz mikro ekstraksiyon (SPME) ekstraktlarinda gaz kromatografisi-olfaktometri teknigi ile
saptanan aroma-aktif bilesiklerin alikonma indeksleri (retention index, RI) ve aroma ekstraksiyon diliisyon analiz
(AEDA) sonuglar1 (n=4).

No _ Bilesik Koku tanimi RI' Rl g R FDF* I°
isot-1 isot-2 isot-3  isot-4

66 etilbutanaot elma kabugu 1035 - 3 3 3 2 0O, KS, RI,
4 p/m/o-ksilen sabun, benzin 1249 - 1261 1 1 1 1 0O, KS, RI, RM
11  2,6-dimetilpirazin kavrulmus findik, 1340 - 1308 3 3 2 2 0O, KS, RI, RM
14 dimetiltrisulfit kiikiirt 1406 1377 3 2 3 2 O, KS, RI, RM
19 trimetilpirazin ¢ig patates 1435 1395 1395 2 2 1 2 0O, KS, RI, RM
68 cis-linalool okside odun 1470 - 1423 3 3 3 3 0O, KS,RI, RM
55  asetikasit sirke 1478 - 1450 4 3 3 3 0O, KS, RI, RM
20  2-asetilfuran findigimsi, kdmiir 1491 1503 1490 1 2 1 2 0O, KS, RI, RM
21  benzaldehit badem 1497 - 1495 1 1 1 2 0O, KS, RI, RM
22  2-furanmetanol, asetat meyvemsi 1544 1536 1559 - 2 1 1 0O, KS, RI, RM
23 5-metilfurfural karamel, yanmig 1561 1575 1560 - 2 1 2 O, KS, RI, RM
63  2-isobutil-3-metoksipirazin  taze kirmizi biber 1586 1540 1510 4 4 4 4 0O, KS, RI, RM
24 6-me-3,5-hetpadien-2-one  floral 1605 - 1590 1 1 1 2 0O, KS, RI, RM
28  asetofenon badem 1638 - 1645 1 1 1 1 0O, KS, RI, RM
29  safranal herb 1629 - 1648 2 1 1 1 0O, KS, RI, RM
42  2-furanmetanol yanmig seker 1669 - 1669 1 - - 1 0O, KS, RI,RM
39 geranilaseton floral, giil, tath 1717 - 1711 2 - 3 2 0O, KS, RI, RM
35 metilsalisilat nane 1746 - 1745 - 2 1 2 0O, KS, RI, RM
67  2-asetil-2-tiazolin patlamig musir 1760 1751 1767 3 4 4 4 0O, KS, RI, RM
58  krotonic acid kavrulmus+vitamin 1772 - - 4 4 1 3 O, KS, RI,RM
40  o-guaiokol duman, ilag 1852 1891 1859 1 2 1 2 0, KS, RI, RM

' Gaz kromatografisi olfaktometri portunda HP-INNOWax kolon kullanilarak hesaplanan alikonma indeksi (RI)

) Referans maddenin gaz kromatografisiolfaktometri (R1%eck.0) portunda HP-INNOWax kolon kullanilarak hesapolanan alkonma indeksi.
3; Bilesigin www.phorebase.com adresinde verilen alikonma indeksi (R1%y).
)

2

4
5

Flavor diltisyon faktorii (LogsFDF).
Aroma aktif bilesigin belirlenme sekli: O, olfaktometrilk; KS, kiitle spektrumu; RI, alkonma indeksi, RM, referans madde.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada Isot baharatindaki, ucucu bilesikler ve aroma profilindeki degisimler iki

farkli ekstraksiyon teknigi (HVT ve SPME) ile belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla,

geleneksel olarak giines altinda kurutulduktan sonra endiistriyel olarak Isota islenen Maras

biberi (Capsicum annum) kullanilmistir.  Orneklerde ucucu bilesenler hem direkt solvent

ekstraksiyonu, yiiksek vakum distilasyonu (HVT) ve fraksiyone edilerek hem de tepe

boslugu katifaz mikroekstraksiyon tenikleri (SPME) kullanilarak ekstrakte edilmistir.

Omneklerde, gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile ugucu bilesenlerin ¢esidi

ve miktari, gaz kromatografisi-olfaktometre (GK-O) ile aroma aktif bilesikler ve aromatik

ozellikleri, AEDA testi ile de aroma aktif bilesiklerin flavor diliisyon faktérii (FDF) logs

gore saptanmistir.

Elde edilen sonuglari asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir:

Her iki ekstraksiyon teknigi kismen farkli ugucu bilesen profili verdigi
saptanmistir. HVT teknigi ile tespit edilen ugucu bilesik sayis1 ve tanimlanabilir
pik alani SPME tekniginden daha fazladir. Soyle ki, HVT teknigi ile 54 ugucu
bilesik ve bu bilesiklere ait ortalama 117.41 arbitrari birim pik alani (VAlan/ 103)
belirlenir iken, SPME teknigi ile 32 ugucu bilesik ve 57.15 arbitrari birim pik alani
(VAlan/10%) belirlenmistir. Her iki teknikte 25 ugucu bilesik ortak olarak
belirlenmistir.

Ucucu bilesenlerin kaynaklarim1 {i¢ grup altinda toplamak miimkiindiir. Bunlar,
bitkinin olgunlasmasi esnasinda meydana gelen ugucu bilesikler (a), bitki
dokusunu parcalanmasi esnasinda meydana gelen bilesikler (b) ve kirmiz1 biberin
Kurutulmasi ve Isota islenmesi asamasinda uygulanan 1s1l islem sonucu Maillard
reaksiyonu ve Strecker pargalanmasi sonucu meydana gelen bilesikler (c).

Ugucu bilesiklerin ylizde (%) oranlar1 bakimindan degerlendirildiginde ise SPME
teknigi ile kromatogramlarin %56.85’ine karsin HVT tekniginde ndtral/bazik faz
kromatogramlarinin  %46.38, asidik fazda ise kromatogramlarin %85.92°1
degerlendirilebilecek kalitede bulunmustur. Bu durum, HVT tekniginin asidik
fazdaki bilesenlerin belirlenmesi bakimindan SPME teknigine karsin daha giiglii
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bir teknik ancak nétral/bazik fazdaki ucgucu bilesenlerin belirlenmesi agisindan
daha zay1f bir teknik oldugunu gostermektedir.

e Olfaktometrik calimalar ise, koklama portunda HVT teknigi ile yapilan
esktraksiyonda noétral/bazik fazda 28, asidik fazda ise 4 asitin aroma aktif
oldugunu, SPME tekniginde ise 23 wucucu bilesigin aroma aktif oldugu
belirlenmistir. GC-MS’de belirlenemeyen, ancak insan burnu ile koklama portunda
belirlenebilen HVT esktraktlarinda 6, SPME ekstraklarinda ise 4 yeni bilesenin
varligin1 gostermistir.

e Aroma calismalarinda birden fazla teknik ile ¢alismak rasyonel bir yaklagimdir.
Ancak amaca bagl olarak, detayli ¢alismalar i¢in HVT teknigi, rutin ¢aligmalar
icin SPME tercih edilebilir.

Elde edilen sonuglar, Isot aromasmnin sadece bir veya birkac bilesenden degil 20 nin
tizerinde aroma aktif bilesenin katkisiyla algilanan olduk¢a kompleks bir aroma oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla giderek iinii, {iretimi ve talebi artan Isotun, bolgesel ve kirsal
kalkinmada daha etkin rol oynamasi i¢in bu {iriiniin aromasi {izerinde daha fazla ¢alismaya
ithtiyag vardir. Soyle ki;

e Ozelikle, aromaya katkida bulunan aroma aktif bilesenlerden yarisindan fazlasmin
151l islemden kaynakli Maillard reaksiyonu iiriinlerinden olusmasi, Isot {iretiminde
“kepertme” denilen 1s1] islem basamaginin anahtar bir agsama oldugu ve bu konuda
daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

e Aroma aktif bilesiklerin bir kisminin da bitki kaynakli oldugu g6z 6niine alinirsa,
cesit ve iklimden kaynakli aroma aktif bilesiklerin calisilmasina ihtiyag

bulunmaktadir.
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