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KAYSERI VE CIVARINDA GELENEKSEL YOLLARLA URETILEN
PEKMEZLERDEKI HIDROKSI METIL FURFURAL MiKTARLARININ YUKSEK
PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI ILE TAYINi
Ayla AKOZLU
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Subat 2012
Damsman: Prof. Dr. ibrahim NARIN
KISA OZET

Yapilan caligmada Kayseri ve c¢evresinde lretilen iiziim pekmezlerindeki Hidroksi Metil
Furfural (HMF) miktarimin tayini amaglanmistir. HMF nin denek farelerde kolon kanserinde
etkili oldugu, DNA yapisini, hiicrenin enzim aktivitesini ve karaciger fonksiyonlarini
bozdugunu gosteren arastirma sonuclar1 bulunmaktadir. Ayrica HMF nin goz, solunum sistemi,
deri ve mukozaya kars1 tahris edici etki gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle pek ¢ok iilke HMF
olusumu yiiksek olan gida maddelerinde bulunmasina miisaade edilen HMF miktarlar1 yasal
olarak smirlandirilmustir. Ulkemizde pekmez iiriinleri igin ise Tiirk Gida Kodeksi Tebligi’ ne gore
75 mg kg iist limit belirlenmistir.

Yapilan literatiir caligmalarinda, yoremizde geleneksel yollarla iiretilen pekmez orneklerindeki
HMF miktarmin tayini ile ilgili calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada DAD dedektor ile HPLC
yontemi kullanilmistir. Bu amacla, yaklasik 2 g pekmez 6rnegi, deiyonize su ile 25 mL’lik bir
balon jojede ¢oziilerek son hacme tamamlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti 0.20 um gozenek ¢apl tek
kullanimlik filtrelerden siiziildii. HMF derisimi HPLC ile 285 nm dalga boyunda tayin edildi.
Hareketli faz olarak %1°lik asetik asit-metanol (9:1 oraninda) karistmi kullamildi.
Kromatografik kolon olarak 15 c¢m uzunlugunda 5 um tanecik ¢apli C18 kolon kullanildi.

Yontemin dogrulugu, bir pekmez 6rnegine HMF eklenmesiyle kontrol edildi.

Toplam 100 6rnek ile yapilan calismada 18 tanesinde HMF miktar1 Tiirk Gida Kodeksi’ne gore
liziim pekmezi 6rneklerinde miisaade edilen en yiiksek HMF miktari olan 75 mg kg™ diizeyinin

izerinde oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar insanlarimizin bilinglendirilmesi biiyiik 6nem arz ettigini gostermektedir.
Ozellikle kirsal kesimlerde cokga iiretimi yapildigi icin bilhassa geleneksel iireticilerimizin

bilgilendirilmesi ve almalar1 gereken 6nlemlerin anlasilir sekilde izah edilmesi gerekmektedir

Anahtar Kelimeler: Pekmez, HMF, HPLC
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DEGISNATION OF HYDROXYMETHYLFURFURAL IN MOLASSES PRODUCED
TRADITIONALLY IN KAYSERi AND ITS NEIGHBOURHOOD BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID CROMATOGRAPHY
Ayla AKOZLU
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Analytical Chemistry
MS Thesis, February 2012
Supervisor: Prof.Dr.ibrahim NARIN
ABSTRACT
In the present study, determination of the amount of Hydroxy Methyl Furfural (HMF) in

grape molasses produced in and around Kayseri was aimed.

There are research findings which show that HMF is effective in colon cancer in rats, it
changes DNA structure and impairs cell enzyme activities and liver functions. It is also
known that HMF irritates eyes, respiratory system, skin and mucosa.

Therefore, in many countries, allowed amount of HMF has been legally limited in the
food stuffs in which HMF formation was high. The upper limit has been determined as
75 mg kg™ in molasses products.

There has not been a study in the literature about determination of HMF amount in
molasses samples produced by conventional methods in our environment.

DAD detector and HPLC was used in the present study. For this purpose; approximately
2 g of molasses sample was dissolved with some deionized water in a 25 mL volumetric
flask and completed to the final volume. The prepared solution was filtered from
disposable filters which had pores with a diameter of 0.20 um. Analysis of HMF was
conducted with HPLC at 285 nm. 1% acetic acid—methanol (9:1 ratio, v/v) was used as
mobile phase. 15 cm—C18 colon with a pore diameter of 5 um was used as
chromatographic colon. The accuracy of the method was controlled by adding HMF
into one molasses sample.

In the study it was found that 18 a total of 100 case of the samples had HMF higher than
the allowed amount (75 mg kg™") for grape molasses in Turkish Food Codex

The obtained results show crucial to make our people conscious. Especially traditional
manufacturers should be informed and precautions should be explained
comprehensively because of much more production in rural sides.

Keywords: Molasses, HMF, HPLC
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1. GIRIS VE AMAC

Hidroksi metil furfural (HMF), aminoasit ve sekerlerin reaksiyonuyla ortaya cikan
maillard reaksiyonunun bir iiriniidiir. HMF, bal gibi dogal gidalarda eser miktarda
bulunabilmektedir. Ayn1 zamanda 1s1l islem uygulanan meyve suyu, bal, recel, marmelat,
jole, domates salcas1 gibi bircok sebze ve meyve kaynakli gida maddeleri de HMF
icerebilmektedir. Bu iiriinlerde HMF miktarinin belirli bir diizeyde bulunmasi; rengin
esmerlesmesine, iiriiniin tat ve kokusunda onemli bozulmalara, besleyici degerlerinde
azalmalara yol acabilmektedir. Ayrica HMF’nin kanserojen etkisi de bulunmaktadir.
Denek fareler iizerinde yapilan epidemiyolojk calismalardan elde edilen bulgular 151ginda
HMF’nin tiimorojenik etkisinin bulundugu ve kolon kanserinin baslatic1 faktorii oldugu
bildirilmektedir. Bu nedenle pek ¢ok iilke HMF olusumu yiiksek olan gida maddelerinde
bulunmasina miisaade edilen HMF miktarlarim yasal olarak smirlandirmislardir. Bu
tirlinler arasinda meyve suyu, recel, marmelat, bal, pekmez, kuru meyveler ile sarap ve bira

gibi alkollii icecekler sayilabilir.
Ulkemizde de Tiirk Gida Kodeksi Tebligi’ne gore bal icin 40 mg kg, meyve suyu i¢in
20 mg kg, pekmez iiriinleri igin ise 75 mg kg™ iist limit belirlenmistir.

HMF olusumu; iiretim asamasinda ve depolama sartlarinda 6zellikle sicaklik ve ortam pH’
smna bagl olarak degismektedir. Bu nedenle gidadaki HMF diizeyi, 1s1l islem siddetinin ve

stiresiniin belirlenmesi i¢in bir belirte¢ olarak da kullanilmaktadir (1-3).
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Yapilan literatiir caligmalarinda, yoremizde geleneksel yollarla {iretilen pekmez

orneklerindeki HMF miktarmin tayini ile ilgili calismaya rastlanmamustur.

Yapilan calismada, Kayseri ve ilcelerinden toplanan geleneksel yontemlerle {iiretilmis

iziim pekmezleri 6rneklerindeki HMF diizeyinin, tayin edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. PEKMEZ

Geleneksel gidalarimizdan biri olan pekmez, cabuk bozulabilen taze meyvelerin
geleneksel yontemlerle islenerek, icerisindeki seker oraninin % 18-20’den % 60-75°e
getirilerek dayanikli hale doniistiiriilmesi esasina dayanarak hazirlanmaktadir (4).
Ancak, 1s1l igslem parametreleri kontrol edilmedigi takdirde, kalitenin bozulmasina
neden olabilmektedir. Ozellikle hidroksi metil furfural (HMF) icerigi 1s1l islemden
etkilenmektedir (5). Bazi meyvelerden pekmez {iretilmesi {iilkemize Ozgii bir
degerlendirme seklidir. Taze veya kurutulmus iiziim, dut, incir, elma, erik, keciboynuzu,
karpuz, seker kamis1 ve seker darisi gibi sekerli iiriinlerden pekmez iiretilmektedir. Her
pekmez cesidi iiretildigi meyvenin ismiyle belirtilir. Pekmezin bilesimi ve iiretim

sartlari, iiretildigi meyveye gore degisebilmektedir (6).

Kuru iizim ve pekmez, enerji (kalori) degerinin yiiksek olusunun yani sira mineral

maddeler bakimindan da zengin bir gida maddesidir.

Uziim pekmezi, taze ve kuru iiziim srasmin asitligini azaltmaksizin yada kalsiyum
karbonat veya sodyum karbonat ile asitligi azaltilarak tanen, jelatin veya uygun
enzimlerle durultulduktan sonra teknigine uygun olarak vakum altinda veya acikta
koyulastirilmasi ile elde edilen koyu kivamli veya bal, ¢oven, siit, siittozu, yumurta aki

gibi maddeler ilavesi ile katilastirilan bir mamuldiir (7). Ulkemizde yapilan iiziim
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pekmezleri ¢ok ¢esitlidir. Bunlar1 renklerin kivamlarina ve tatlarma gore birbirinden

ayirmak miimkiin olur.

Uziim pekmezi, yurdumuzun her yerinde iiretilmekte, dzellikle kirsal bolgelerde daha
yaygin olup cok eski gecmise sahiptir Onceki yillarda insanlarin temel gida
maddelerinden biri olan pekmez degisen diinya kosullari1 i¢inde daha az tiiketilen bir

tiriin haline gelmistir (8).
2.2.GELENEKSEL UZUM PEKMEZININ URETIM TEKNIiGi

Calismamiz icin 6rnek toplanmasi sirasinda iiretimi yapan kisilerle yapilan goriismeler
sonucu ilceden ilceye pekmez yapim tekniginin farkl oldugu goriildii. Bu durum, 1s1l
islemle olusan HMF iceriklerinin farkli olmasinin 6nemli bir sebebi olarak goriilebilir.

Bununla birlikte genel olarak pekmez yapim sekli asagida anlatildig gibidir.

Geleneksel yolla pekmez iiretmek icin iiztimler toplanip yikandiktan sonra ayagina
oldukc¢a temiz bir ¢izme giyen kisi tarafindan ezilir ve siras1 ¢ikartilir. Cikarilan bu sira
posasindan ayirmak icin ince delikli torbalardan veya ince delikli siizgecten siiziiliir ve
kaynama kazanma aktarilir. Elde edilen bu sira yayvan kaba aktarildiktan sonra kap
atesin iizerine konulur ve genellikle odun atesinde kaynatilir. Kaynama esnasinda
pekmezin dip tutup yanik kokusunun olugmamasi i¢in devamh karsilastirilir. Bu sirada
kaynatma kabmin kenarinda ve smranin yiiziinde toplanan kirli kopiikler bir kepce ile
almir. Pekmez kivama geldiginde pekmezde kirmuzi kopiik olusur ve agdalasma
dedigimiz durum gelir. Tath pekmez yapiminin eksi pekmez yapimindan farki tiziim ve
siraya pekmez topragi yani eksilik (asitlik) giderici bir madde katilmasidir. Bu madde
halkin 6zel olarak sectigi yerlerden toplanan pekmez topragi olabilecegi gibi karbonat,
sonmiis kire¢ (Ca(OH);) veya odun kiilii de olabilir. Bundan sonra sira ocaga konur, bir
tasim kaynatilir ve ocaktan alinir. Temiz bir kaba aktarilarak 5-6 saat veya bir giin kendi
haline birakilir ve dinlendirilir. Bu dinlenme esnasinda tortu yapan maddeler dibe ¢oker
ve sira berraklasir. Bir giin sonra yavas yavas kaynatma kazanina aktarilir. Boylece
kabin dibindeki tortu kaynatma kazanma ge¢cmez. Boylece asitlik azaldig1 gibi siranin
durulmas: da saglanwr. Kaynatma kazanina alinan sira atese konur ve tipki eksi
pekmezde oldugu gibi pekmezin kivama geldigi anlasilincaya kadar ateste kaynatilir.
Arzu edilen kivama gelince atesten alinir ve muhafaza kaplarma aktarilir. Serin ve kuru

bir yerde kullanilincaya kadar bekletilir.



2.3. HIDROKSIMETILFURFURAL
2.3.1. HMF’nin Tanim ve Ozellikleri

Hidroksi metil furfural, 1s1 islemi sonucu indirgen sekerler ve aminoasitler arasindaki
reaksiyon ile olusan ve bircok iiriinde kanserojen etkisi nedeniyle miktar1 sinirlanan bir
bilesiktir (Sekil 2.1). HMF, pisirim ya da sterilizasyon esnasinda gidalara uygulanan 1s1
islemleri sonucu indirgen sekerlerin, aminoasitlerle olusturdugu ve enzimatik olmayan

“maillard reaksiyonu” neticesinde olusan iiriindiir.

[ )
NN

[ 1] ] L L
Sekil 2.1. Hidroksimetilfurfural’in kimyasal yapisi (9)

HMEF, dogal iiriinlerden balin yapisinda eser miktarda bulunabilmektedir. Meyvelerin
dogal bilesim unsurlar1 igerisinde ve 1sil islem uygulanmamis meyve sularinda HMF
bulunmamaktadir. Isil islem uygulanan meyve suyu, bal, recel, marmelat, jole, domates
salcas1 gibi bir¢cok sebze ve meyve kaynakli gida maddelerinde HMF bulunabilmektedir.
Bu iiriinlerde HMF miktarmin belirli bir diizeyde bulunmasi; rengin esmerlesmesine,
iirliniin tat ve kokusunda ©nemli bozulmalara, besleyici degerlerinde azalmalara yol
acabilmektedir. Bu nedenle gida maddelerinde bulunmasma miisaade edilen HMF
miktarlar1 sinirlandirilmigtir. Meyve suyu, regel, siit tozu, bebek mamalar1 gibi iiriinlerde
HMF, maillard reaksiyonunda olusabilecegi gibi, heksozlarin dogrudan 1sitilmasi ile de

olusabilmektedir.

HMF miktari, iiriiniin iiretiminde asir1 1s1 uygulamasmin yapilip yapilmadigi konusunda
fikir vermektedir. Ornegin, baldaki HMF miktar1 bal analizlerinde goz oniine alinan en
onemli parametrelerden biridir. Ulkemizde balda HMF miktar1 40 mg kg ’dan fazla

olmamalidir (10). Hazir meyve sularmda ve piirelerde en fazla 20 mg kg HMF
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miktarina izin verilir (11). Pekmez’de miisaade edilen maksimum HMF miktar1 75 mg

kg dir (Sekil 2.2.).

HOCH——HCOH HC——CH

/B

C CCHO
N,

HOH,C—HC OH)-CH,0H ———— 3  HOH,C——

\ / :
0]
Sekil 2.2. Heksozlarin asidik ortamda 1sitilmasi sonucu 5-HMF olusumu (10)

Depolama ve saklama asamalarinda gida maddelerinin kalitesinin azalmasina neden olan
onemli degismeler olmaktadir. Sekerli iiriinlerde, depolama ve saklama sirasinda kalitenin
bozulmasina neden olan en Onemli kimyasal reaksiyon maillard reaksiyonudur. Bu
reaksiyon sirasinda olusan HMF miktarindan yararlanilarak; iiriinlerde meydana gelen
degisiklikler gozlenebilmektedir. HMF’in sitotoksik, genotoksik ve tumorejenik etkileri
oldugu tespit edilmistir (12-15).

Meyve suyu, regel, jole gibi gida maddelerinde asidik ortamda heksozlarin 1s1 etkisi ile
HMF olusumu gozlenebilmektedir. Heksozlarin dehidratasyonu sonucu olusan HMF

olusumu Sekil 2.2’de gosterilmistir (16).

Maillard reaksiyonu sonucunda olusan bilesiklerin antioksidatif etkisi de bilinmektedir.
Maillard reaksiyonunda yiiksek antioksidan kapasite, maillard reaksiyon {iriinlerinin
ozellikle de melanoidininlerin olusumu ile ilgilidir. Bu antioksidan durum ise, siirec
kosullarindan ve sistemin fizikokimyasal ©Ozelliklerinden kaynaklandigi bilinmektedir.
Yiiksek sicaklik ve pH degerleri maillard reaksiyonu ile ortaya ¢ikan antioksidan
maddelerin antioksidatif etkilerini artirdig1 yapilan arastrmalarla ortaya konmustur

(13,17,18). Sekil 2.3’de maillard reaksiyonunun yiiriimesi goriilmektedir.



Seker + Amino Bilesikler — 4 Glikosilamin

l T Amadori Déniisiimi

1-Amino-1-Deoksi-2-Ketoz (1.2 -Enol Form)

A s1dik Bazik
Y
HMF vada P
Furfurol
v L A
Aldiminler Polimer ve Aldoller %

l

l

Y iksek +a-Amino §sit
Sicalklik
v
Asetol, Puroaldehit. Aldehit
Diasetil vb.
v ¥
Aldimin ve Ketiminler Aldiminler

l

l

MELANOIDINLER

Sekil 2.3. Maillard reaksiyonu olusumu (19)




2.3.2. HMF’nin Analiz Metotlar:

2.3.2.1.Spektrofotometrik HMF Analizi

Spektrofotometrik HMF analizi Mistry ve Pulgar (20) tarafindan tanimlanan yonteme

gore yapilmaktadir. Yontemin asamalar1 Sekil 2.4‘de goriildigii gibidir.

Ornek Hazirlama

% 10 (wiv)

inkiibasyon

A A

Homojenizasyon
Ultrasonik su banyosu
manyetik karnstiric
vorteks

h 4

Kaynar su banyosunda 1 saat

h

F

Coktiirme

Sogutulduktan sonra

90 40" hk TCA” dan 5 ml

Oksalik asit hidrolizi
10 ml Ornek ¢ozeltisi iizerine

5 ml 0.3 N oksalik asit eklenir

Filtrasyon

Absorbans Olciimii

443 nm

k4

(Whatman 42)

y

Tirevlendirme

&

Filtrattan 4 ml alimp iizerine
0.05 M TBA’ dan 1 ml eklenir
40 °C de 35 dakika inkiibasyon

Sekil 2.4. HMF nin belirlenmesinde spektrofotometrik analiz akim semast




2.3.2.2. Kromotografik HMF Analizi

HMF analizinde kromotografik analiz’e drnek olmast amaciyla bir kromatografik drnek

hazirlama ve analiz basamaklar1 Sekil 2.5’de verilmistir (1).

i Homojenizasyon
Ornek Hazirlama

h

Ultrasonik su banyosu

To 15 (wiv)

manyetik karistiric

4
inkiibasyon Oksalik asit hidrolizi

Kaynar su banyosunda 25 dakika[® 15 ml Ornek ¢ozeltisi iizerine

5 ml 0.3 N oksalik asit ekleme

h

Coktiirme Asamasi Santrifiis
antrifiij
Sogutulduktan sonra iizerine % 40" hik > : . =
TCA’ dan 3 ml eklenir 2000 g'de 15 dakika
v

HPLC Analizi Filtsasvon

Kolon: C-18 5.0 um 4.6x250 mm ¢ 0.20 pm’ lik siringa filtrelerden
Dedektor: UV-Vis DAD (284 nm) stiziiliir

Sekil 2.5. HMF’nin belirlenmesinde kromotografik analiz akim semas1
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2.4. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFI
2.4.1. Kromatografinin Tanim

Kromatografik ayirmalar; pordz bir sabit faz iizerinden hareketli fazin hareketi ile bir
karisim bilesenlerinin, bagil go¢ hizlarina bagh olarak tasinmalar1 prensibine dayanur.
Kromatografik metotlarm tiimiinde bir durgun faz ve bir de hareketli faz vardir. Bir kolon
veya diiz bir ylizeyde tutturulmus faza durgun faz; durgun faz lizerinden veya arasindan

gecen ve analiti iceren faza hareketli faz adi verilir (21).
2.4.2. Kromatografik Ayirmalar

Kromatografi farkli sekillerde uygulanabilir. Bunlar kolon, ince tabaka kromatografisi
(TLC), gaz, Kkati-stvi, sivi-sivi, Kkati-gaz kromatografisi olarak siralanabilir.
Kromatografik ayirmada maddeler birbiriyle karismayan iki faz arasinda dagilirlar.
Fazlardan birine hareketli (mobil) faz digeri ise durgun faz denir. Karisimdaki her
maddenin hareket hizi (Rt); maddenin haraketli veya mobil faza olan ilgisine gore
belirlenir. Hareketli faza daha cok ilgisi olan maddeler daha hizli hareket ederken, sabit
faza daha c¢ok ilgisi olan maddeler daha yavas hareket ederler. Kolondan ¢ikan her
maddenin konsantrasyon profili pik olarak adlandirilir, piklerin olusturdugu tabloya da
kromotogram adi verilir (22). Kromatografi tiirleri ve tutunma mekanizmalar1 Sekil

2.6’da verilmistir.

AR

Sekil 2.6. Kromotografi tiirleri
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Bir kantitatif analiz teknigi olan kromatografi de amacg, anlamli bir siire i¢cinde 1yi bir

ayirma yapmaktir. Ayirmayi etkileyen parametreler su sekilde ozetlenebilir:
Kolon ile ilgili olanlar: Tiirii, boyutlari

Hareketli faz ile ilgili olanlar: Tiirii, bilesimi, akis hiz1

Olciim ile ilgili olanlar: Dedektor tiirii, dalga boyu vb

Ornek ile ilgili olanlar: Ornek derisimi, 6rnek hacmi (23).

2.4.3. HPLC’nin Temel Prensipleri ve Baz1 Temel Tamimlar

HPLC, kimyasal, farmasotik ve biyoteknoloji endiistrilerinde biiyiilk 6nem tasiyan bir
ayirma ve tayin teknigidir. Klasik kromatografi’den temel farklari, hareketli fazin bir
pompa yardimiyla belirli bir akis hizinda gonderilmesi ve kromatografik sistemin
sonuna bir dedektor eklenmesidir. Ayrica, kolonda kullanilan sabit fazin partikiil capi
klasik kromatografiden ¢ok daha kiigiiktiir. Hareketli fazin bu kii¢iik boyutlu sabit faz
izerinden hareketi esnasinda yiiksek bir basin¢ olusacagindan HPLC’de kullanilan

kolonlar genellikle plastik ya da metallerden yapilir (23).

Hareketli fazin, tiim analiz boyunca bilesen oranina gore HPLC 2’ye ayrilir.
1. izokratik eliisyon

2. Gradient eliisyon

Gradient eliisyonun gelismesinden Once izokratik eliisyon kullanilmistir. izokratik
ayirmalar bircok uygulamada basarili sonuglar vermistir. Fakat tek bir hareketli faz
bilesimi oldugu icin iyi bir ayrma saglanamamistir. Bu yiizden gradient eliisyon
gelistirilmistir.

Sekil 2.7°de izokratik ve gradient sistemle ayrilmada ayirma sistemlerinin giicii
goriilmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi izokratik sistemde (A ve B’de) tam olarak
ayrilma olmazken, gradient eliisyonda (C ve D’de) ayrilma tamdir. Ayrica D’de
hareketli fazin bilesimi belirli oranlarda artirildigi zaman cok kisa siirede ayrilma

goriilmiistiir (24).
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Asagida bazi temel kromatografik tamimlar verilmistir.

Olii zaman: Kolonda tutulamayan herhangi bir maddelerin pikin goriildiigii alikonma

zamanidir (25).

Sabit faz: Hareketli faz icerisinde 6rnege ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve belirli

Olciide alikonulduklar1 fazdir.

Hareketli faz: Sabit faz iizerinde hareket ederek numune bilesenlerinin hareketinin ve

ayrilmasini saglayan fazdir.

Alkonma zamam: Mobil faz icerisinde gelen, analizi yapilacak maddeye ait
bilesenlerin sabit faz ile etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi daha dogrusu
yavaslatilmasi ve boylece daha gec¢ olarak sabit fazi terk etmesi olayidir. Alikonma

zamanina gore tayin yapilir (21).

Kromatografide karsilastirmalarda alikonma zamanm yerine kapasite faktoriinden(k)

yararlanilir.

tR - TO

to

Burada tg, bilesene, to, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma zamanlaridir (26) . k
degerinin biiyiik olusu, bilesenin sabit fazda iyi tutuldugu i¢in kolon boyunca yavas
ilerledigini; k degerinin kiiciik olmasi, bilesenin hareketli faza ilgisinin fazla olmasindan
dolayr kolon boyunca hizli ilerledigini gosterir. HPLC ayirmalarinda k, miimkiin
oldugunca 1-10 arasinda tutulmalidir. k cok kiigiikse, bilesik, ¢oOziicii pikinden
ayrilamaz; k cok biiyiikse ayirma islemi cok zaman alir. k degerlerinin bu aralikta

olmasi, hareketli faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesi ile saglanir.
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Sekil 2.7. (A) % 50 oraninda ACN. (B) % 70 oraninda ACN. (C) i1k 5 dk. % 50 5. dakikadan sonra % 70
ACN. (D) 7 dakika boyunca %30-85 aralig1 oraninda ACN kullanilmistir (Gradient eliisyon).

Iki pikin birbirinden ayrilmasz secicilik faktorii, a ile verilir

k2 tR2 —tRO

a_—__
k1 tR1 —tRO

a, 1,15 ise iki bilesigin (%98) birbirinden ayrildigi kabul edilir (27).

Pompa: Sivi kromatografisinde, 6zellikle de HPLC donaniminda temel bir bilesendir.
HPLC uygulamalarinda mobil fazi olusturan ¢oziicii karisimlarinin, enjektor, kolon ve
dedektor icerisinden belirli, sabit veya degisgen bir hizda, belirli basing altinda

gecmesini saglar (25).

Dedektor: Kolonda ayirimi yapilan analiz edilecek maddeye ait bilesenlerin alikonma
zamanlarina gore swrayla igerisinden gecerken miktar tayinlerinin yapildigt HPLC
donanimidir. Isik enerjisini elektrik enerjisine doniistiiren cihazlardir. S1vi kromatografi

dedektorleri temel olarak iki tiptir. Birinci tip dedektorler, hareketli fazin kirma indisi,
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dielektrik sabiti veya yogunlugu gibi, analit tarafindan degistirilebilen yigin
ozelliklerine gore cevap veren dedektorlerdir. Ikinci tip dedektorler ise, analitin UV
absorbansi, floresans siddeti veya difiizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadig:

analit ile ilgili 6zelliklere cevap veren dedektorlerdir (28-30).

HPLC’de kullanilan dedektorler; UV-Vis. dedektor, diyod array dedektor, floresans
dedektor, refraktif indeks dedektor, elektrokimyasal dedektor ve kiitle spektroskopik

dedektor seklinde siralayabiliriz.

Kromatogram: Kromatografik analiz sonucunda elde edilen grafiktir. Y-ekseni,
kullanilan dedektoriin olctiigii fiziksel 6zelligi (absorbans, fluoresans, iletkenlik, akim,

kirilma indisi vb.), X-ekseni ise zaman1 gostermektedir (Sekil 2.8).

Lineer akis hiz1: U ile sembolize edilir, kolon uzunlugunun (L) kolon 6lii zamanina (t,)

boliinmesiyle hesaplanip birimi cm/saniye’dir.

Coziiniirliik: R ile sembolize edilir. Birbirini takip eden 2 adet bilesene ait piklerin

birbirinden aymrimlariin basarisini (oranini1) gosterir (21,31).
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Sekil 2.8. HPLC kromatogrami (25)



15
2.4.4. HPLC Cihazlan

HPLC, 1970’lerin ilk yillarinda gida maddelerinin analizi i¢in gelistirilmis ve ilk olarak
1973’de mikotoksin arastirmalari i¢in uygulamalar baglamistir (32).

Modern sivi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 2 ile
10 um arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlar1 elde edebilmek icin,
yiizlerce atm’lik pompa basin¢larina gerek vardir. Bu yiiksek basinglarin bir sonucu
olarak HPLC i¢in gerekli donamim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate
alindiginda, daha ince iscilik gerektirir ve sonucta daha pahalidir. Sekil 2.9°da tipik bir
yilksek performansli sivi kromatografi cihazinin c¢esitli kisimlar1 sematik olarak

gosterilmistir (23).

Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin
kullanilan cihazdir. Yaygin kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere
kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen

bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur (33).

En 6nemlisi ise sanayisinin bircok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede ilgilendigi
maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere 6érnek olarak amino

asitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve pestisitler verilebilir (34).

HLPC Laboratuarlarinda Giivenlik: HPLC ile ¢alismanin saglik riski vardir. Bunlar:
toksik olan solventler yiiksek basi¢ akciger tahribatina neden olarak gosterilir (35).

(E enjeksiyon blogu

p—=r— ey
kolon etuvu
‘ pompa dedektor
mobil faz kapdedici yazici
e == g
& (T — T —

Sekil 2.9. HPLC cihazinin sematik gosterimi
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2.4.4.1. Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Muamele Sistemleri

Modern bir HPLC cihazi, bir veya daha ¢ok cam veya paslanmaz celikten yapilmisg
hazne icermektedir. Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan bir ayirma
izokratik eliisyon olarak adlandirilir. Analiz siiresince hareketli fazin bilesiminin
degistirilebildigi ve polarliklar1 birbirinden farkli iki (veya bazen daha fazla) coziicii
sistemlerinin kullanildig1 teknige gradiyent eliisyon denir. Modern HPLC ekipmanlari
cogu zaman, ¢Oziiciilerin hacimsel oranm1 zamanla dogrusal olarak veya iistel olarak
degistirilebilecek sekilde, iki veya daha fazla hazneden aldig1 ¢oziiciileri bir karistirma

odasinda siirekli olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle donatilmistir (23).
2.4.4.2. Pompalama Sistemleri

HPLC cihazlari, diger sivi kromatografisi cihazlarindan, kolon giris ve ¢ikis1 arasinda
olusan yiiksek basin¢ nedeni ile farklilik gosterir. Bu basing farki, kolon girisine bir
pompa yoluyla uygulanan basing ile saglanir. Coziicii pompalama sistemi belki de
HPLC sisteminin en onemli kismidir. Pompanin performansi, analitik sonuglardaki

tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gozlenebilme sinir1 vb. degerleri biiyiik 6lciide etkiler.

HPLC pompalama sistemleri ¢ok kaliteli olmalidir. Bu sistemler 400 atm’e kadar basing
tiretimi, puls icermeyen basing ¢ikisi, 0,1-10 mL/dakika araliginda akis hizlari, % 0,5 veya
daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii, korozyona dayanikli parcalar gibi

ozelliklere sahip olmalidir.
HPLC cihazlarinda kullanilan pompalama sistemleri:

a) Pistonlu (sabit akis) pompalar: Pistonlu pompalar iki modeldir. Birinde piston,
pompalanan hareketli siv1 faz ile dogrudan temas halindedir. Diyafram pompalar1 olarak
adlandirilan digerinde ise, piston hareketi hidrolik sistem yoluyla esnek paslanmaz gelik
membrana iletilir. Ticari olarak satilan HPLC sistemlerinin yaklasik % 90’inda kullanilan
pistonlu pompalar, genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle

¢oziiciiniin pompalandig kiiciik bir silindirden meydana gelmistir.

b) Siirgiilii Pompalar: Siirgiilii pompalar, bir kademeli motordan gii¢ alan vidal giidiim
mekanizmasi ile kumanda edilen sizdirmaz bir siirgiisii olan, sirnga benzeri silindirik bir

kaptan ibarettir.
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¢) Pnomatik (havall) Pompalar: Pnomatik (havali) pompalar da gaz basinciyla calisir.
Gaz basinci kiiciik alanli bir pistonu iten bilyiik alanli bir pistona etki eder. Gaz basinci
bdylece pistonlarin yiizey alanlari1 oraninda kuvvetlenir. Sabit basingtaki sivi sisteme

dagitilir (12,23,36).
2.4.4.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Cogu zaman, HPLC 6l¢melerin kesinligini belirleyici en 6nemli faktorlerden biridir. ideal
enjektor, ornegi kolonun bagina solvent akismna zarar vermeden verebilmelidir. Teorik
olarak bunu gerceklestirecek ideal metot, solvent akisin1 durdurmaksizin kromatografik
materyal yataginin basg kismima ornegi verebilmelidir. Bu septum enjektorii kullanilarak
basarilabilir, fakat yiliksek basing altinda sizint1 problemi bu enjektoriin kullanimini
sinirlamaktadir. 1lk ve en basit numune verme diizenegi, kendi kendine sizdirmazlik
saglayan elastomerik septumlardan siringa ile enjeksiyon sistemidir. Bu amagla 100 atm
basinca kadar dayanikli mikrosiringalar kullanilir. Bu teknigin avantaji basitligidir. Siringa
ile enjeksiyonun tekrarlanabilirligi nadiren % 2-3’den daha iyidir ve ¢ogu zaman 6nemli
Olciide kotiidiir. Valf enjektorler ve siringa enjektorler olmak iizere iki tip enjeksiyon
sistemi vardir. Yeni sistemler de, normal enjeksiyon ve oto enjeksiyon sistemleri

bulunmaktadir (23).
2.4.4.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Kolonlan

Modern HPLC donanimlarinda kullanilan kolon, karmasik oOrneklerde bilesenlerin
birbirinden aymrimini saglayan onemli kisimlardan birisidir. Kolonun aymrma giicii ve
performansi, i¢ yiizeyine yapilan kaplamada kullanilan malzemenin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinden etkilenmektedir. Kullanilan bu tiir kaplama malzemeleri ¢ok ¢esitli olup,
kullanilacak mobil fazin ve uygulanacak HPLC metodunun ozelliklerine ve analizi
yapilacak ornegin bilinen kimyasal ve fiziksel ozelliklerine gore secilmelidir. Secilecek
kolonun HPLC uygulamasinda kullanilacak akis hizi ve dolayisiyla olusacak basinca

dayanikl olmasia dikkat edilmelidir.

Sivi kromatografi kolonlarinin biiyilk bir cogunlugu 5 - 30 cm arasindadir. Sivi
kromatografi kolonlarinmn i¢ ¢ap1 genellikle 4 - 10 mm, yaygin olarak kullanilan bir¢ok
kolon dolgu maddesinin tanecik biiyiikliigii 5 - 10 wm arasmdadir. Kolon i¢ ¢api arttik¢a
akis hiz1 ve i¢ doldurma hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢oziiniirligi dolayisiyla

duyarlhilik azalmaktadir. Kolon uzunlugu arttikca 6rnek bilesenlerinin aymrimi daha iyi
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olmakta fakat piklerde kuyruklanma olmakta ve analiz siiresi uzadig: i¢cin daha fazla mobil
faz harcanmaktadir. Kromatografik kolonda partikiil biiyiikliigii 6nemlidir. Sekil 2.10°da
cesitli kolon dolgu maddelerinin tipleri goriilmektedir (23).

Koruyucu (guard) kolon, analit kolonun giris kismina takilarak coziicii gelebilecek toz ve
kirlilikleri tutmak suretiyle kolonun dmriinii uzatirlar. Bunun yaninda koruyucu kolonlar
yardimiyla durgun faz, hareketli faz ile doyurularak sivi-sivi kromatografisinde durgun

fazin siiriiklenme ile kayb1 minimuma indirilir.

Bircok uygulama icin kolon sicakligiin yakindan kontrolii gerekli degildir ve kolonlar oda
sicakliginda kullanilirlar. Ancak, ¢cogu zaman, kolon sicakligi, derecenin onda birkaci hata
ile sabit tutuldugu zaman daha iyi kromatogramlar elde edilmektedir. Bircok modern ticari
cihaz, kolon sicakligini oda sicakligindan, 100°-150°C’a kadar her sicaklikta onda birkac
derece hata ile sabit tutabilen kolon 1siticilar1 ile donatilnustir. Tyi bir kolon dolgu maddesi
kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek c¢ozeltilere karsi inert
olmalidir. Genis yiizey alanina, diizgiin olarak dagilmis ve hareketli faza kolay erisebilir
acik yapisal yiizeye sahip olmaldir. Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan
etkilenmemelidir. Ornegin alikonma hacmi ve tutulma kapasitesi dolgu maddesinin yiizey
alan1 ile orantilidir. Go6zenekli bir dolgu maddesinde 6rnek molekiillerinin tanecik
merkezine ulagmasi ve sonra geriye donmesi i¢in (25um + 25 um = 50 um) ideal
diffiizyon uzakligi olmalidir. Kolon dolgu maddeleri genellikle silika ve aliimina esashdir

(21).
Dolgu materyalleri, partikiil yapilarina bagh olarak;
Biiyiik partikiillii ve tamamen gozenekli (por6z),

a) Pelikuler,

b) Mikropartikiillii ve tamamen gozenekli dolgular ,

olmak {iizere ii¢ grup altinda toplanabilir (37).
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Sekil 2.10. Kolon dolgu maddelerinin tipleri

HPLC de siklikla kullanilan durgun fazlar, C8, C18 diiz zincirli alkil gruplu silika
yapisindadir (Sekil 2.11.).Bunlar 1-8 pH araliginda kullanilirlar. Oktadesil silika

kolonlarda silanol gruplarinin tamami kapatilamamastir (12,28,37).

— 5i — O—Si—r(CHzlﬂr-— CH,

GHy

CHy

— Si — D-Si-_ECH.‘.!‘,-% CH,

Sekil 2.11. Kolon dolgu maddesi

Basarili bir kromotagrafinin amaci verimli bir ayirim ve dar bir kromatografik bant elde

etmektir. Kromatografik kolon verimliliklerinin kantitatif 6lciimiinde birbiriyle bagintili

olan iki terim sik¢a kullanilir:
1. Tabaka yiiksekligi, H, (Plate Height)
2. Teorik tabaka sayisi, N, (Number of Theoretical Plate)
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Bu iki terim arasindaki bagint1 asagidaki esitlikle ifade edilebilir;
N=L/H
L: Kolon dolgusunun uzunlugu ( cm)

Bir kolonda tabaka yiiksekliginin azalmasi ve teorik tabaka sayisiin artmasiyla kolon
verimliligi artar. Hareketli ve durgun fazlarin bilesimi, kolon dolgu maddesinin tanecik
biiytikliigli ve kolon capina bagli olarak kolonun tipi kolon verimliligine etki
etmektedir. Kolon dolgu maddesinin tanecik c¢ap1 kiiciildiikce kolon tabaka sayisi

artmakta bu da kolon verimliligini artirmaktadir.

Martin ve Synge ayr1 fakat bitisik dar tabakalardan meydana gelen kromatografik bir
kolon diisiindiikleri teorik c¢alismalariyla tabaka yiiksekligi ve teorik tabaka sayisi
terimlerinin ortaya ¢ikisina onciiliik etmiglerdir. Her tabakada maddenin hareketli ve
durgun faz arasinda kurdugu dengenin, yeniden meydana geldigi kabul edilmistir.
Analitin kolon igerisinde hareketi, dengedeki mobil fazin bir tabakadan digerine gecisi

olarak kabul edilmistir. Teorik tabaka sayis1 su sekilde hesaplanir;
N=16 (tr/ W )2 veya N= 54,4 (tr / W1/2 )2
W : Pik taban genisligi

Teorik tabaka sayis1t N ve tabaka yiiksekligi H, literatiirlerde ve kromatografik cihaz

tireticileri tarafindan, kolon performansinin bir 6l¢iimii olarak kullanilir (22).
2.4.4.5. Dedektorler

Detektor yiiksek basingh sivi kromatografisinde, aletin en 6nemli kisimlarindan birini
olusturur. Kolondan cikan maddelerin derisimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir
detektor ile olciiliir. Dedektor secimi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek icin son derece
onemlidir. Genellikle tek dedektor sistemi kullanilmakla beraber, birden fazla dedektor
sisteminin yer aldigi cihazlar da mevcuttur. Duyarlilik, dogrusallik, {iniversal ve secici
cevap, dogru cevap, kosullarin degisiminden etkilenmeme, numuneyi tahrip etmeme,
ucuzluk ve kolay kullanim; bir detektdrde bulunmasi gerekli 6nemli 6zelliklerdir. HPLC
dedektorlerinin iki tipine rastlamak miimkiindiir. Genel dedektorler, hareketli faz ve drnek
cozeltisinin Ozelliklerindeki degisimi Olger. Secici dedektorler ise yalniz 6rnek ¢ozeltisi
icin duyarlik ve secicilik gosterir. Genel 6zellikli dedektorlere 6rnek olarak kirilma indisi

Olcen dedektorler ve kiitle spektrofotometreleri verilebilir. Secici dedektorlere drnek olarak
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da UV, FT-IR, floresans, elektrokimyasal, radyokimyasal, iletkenlik dedektorleri
verilebilir. Dedektorler, 6rnek bilesenlerini tayin ederken olctiikleri fiziksel 6zelliklere gore
farklilandirilabilir. 365 tane basilmis makalede yapilan inceleme, ¢alismalarin ,% 71 UV
absorpsiyonun belirlenmesiyle, % 15 floresansla, % 5,4 kwrma indisiyle, % 4.3
elektrokimyasal 6lcmelerle, % 4,3 diger yontemlerle yapildigim ortaya koymaktadir. UV
absorpsiyon detektorleri ile yapilan ¢aligmalarin % 39 151n kaynagi olarak civanin bir
emisyon ¢izgisi, % 13 doteryum lambasindan ¢ikan 1smlarin siiziilmesi ile elde edilen

151n% 48 optik ag monokromatorden yayilan 1sin kullanilmistir (23).
HPLC’de kullanilan dedektorler:

a) Ultraviyole-goriiniir bolge dedektorii(Ultraviolet / Visible dedector - UV/VIS):
Absorbans 6l¢en dedektorler olup HPLC’de kullanilan dedektorlerin yaklasik % 80-90’mn1
olusturmaktadirlar. Lambert-Beer yasasi gecerlidir. Spektrum taramasi yapmak, farkl
dalga boyunda calismak veya dalga boyunu zamana karsi programlamak miimkiindiir. UV

dedektoriin karakteristikleri sunlardir:
e Orneklerin UV- goriiniir bolgede absorpsiyon yapmasi gerekir.
e Hareketli faz akis hiz1 ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.
¢ Band genisletme etkisi kiigiiktiir.
e ok giivenilirdir, operasyonu kolaydir.
e Ornek ¢ozeltiyi bozmaz.

b) Foto Diode Array Dedektor: Prensip olarak UV ve goriiniir bolgede calisan dedektor
sistemidir. Isin kaynagi olarak UV ve goriiniir bolge lambalar kullanilir. Ancak bir¢ok

dalga boyunda eszamanl analiz yapilabilir.

c¢) Floresans Detektorler: HPLC icin floresans detektorler, florimetre ve
spektroflorimetrelere benzer sekilde tasarimlanmiglardir. Bunlarin ¢ogunda floresans,
uyarict 15mna 90 derecede yerlestirilmis bir fotoelektrik detektdr yardimiyla
gozlenmektedir. Floresans dedektoriin en onemli avantaji hassasiyetidir. 1 ppb den daha

diisiik konsantrasyondaki maddelere cevap verebilmektedir

d) Elektrokimyasal dedektor: Bu dedektorlerle elektroaktif maddeler analiz edilebilir.
Belirli potansiyel degerlerinde yiikseltgenebilir veya indirgenebilir maddelerin tayinleri

miumkiin olabilmektedir.
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e) Iletkenlik Dedektorii: Bu tiir dedektorlerle iletkenlik olgiiliir. Daha cok anyon ve

katyonlarin analizlerinde kullanilir.

f) Kirma Indisi Dedektorii: Her bir bilesenin miktari dlcebilen, yani secimli olmayan bir
dedektor tiiriidiir. Bu sistemde herhangi sekilde 15181n absorpsiyonlanmasi olmadan sadece

151810 kirilmasi prensibine gore calisan bir detektor sistemidir.

g) Buharlastirmali Isik Dedektorleri (ELSD): Son yillarda, HPLC icin yeni bir genel
detektor tipi, buharlastirmali 151k sacma detektorleri (ELSD), ticari olarak piyasaya
cikmustir.

1) Kiitle Spektrometrik Dedektorler: Sivi kromatografi ile kiitle spektrometriyi birbirine
baglamadaki temel problem, sivi kromatografinin bagil olarak ¢ok ¢6ziicii hacimleri ile
calismasi ve kiitle spektrometrinin vakum gerektirmesidir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla
cesitli ara baglantilar gelistirilmistir. Kiitle spektrometrisi detektorii sivi kromatografi

piklerinin online kalitatif analizi i¢cin en iyi aractir (23).

Tablo 2. 1 ‘de HPLC’de sik kullanilan dedektorlerin karsilastiriimasi goriilmektedir.

Tablo 2.1. HPLC dedektorlerinin baslica 6zelliklerinin karsilastirlmasi (26)

UV-Goriiniir | Fluoresans | Elektrokimyasal | iletken RI
Cevap Secimli Secimli Secimli Secimli | Universal
Duyarlik (mg/ml) ng mL" pg pg pe ng
Tayin limiti (g/mL) 1010 10 10" 1010 107
Sicaklik duyarliligs - + + + +

2.4.5. HPLC Cihazinin Diger S1vi Kromatografi Tiirlerine Gore Ustiinliikleri

HPLC cihazinin diger kromatografik tekniklere gore bazi {istiinliikleri vardir. Bu

istiinliikler asagida siralandirilmastir.
1. HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek cok kez kullanilabilir.

2. Kolonlarda gerceklestirilen ayirma, oteki yontemlerle elde edilenden ¢ok daha

cesitlidir.
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3. Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimhidir ve tekrarlanabilirligi daha

yiiksektir.
4. Nicel analiz i¢in de kullanilabilir.
5. Analiz siiresi ¢cok kisadir.

6. Duyarlig1 cok yiiksektir, 10 pg’lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron yakalama
dedektorleri kullanilarak tayin edilebilir (38, 39).

2.5. HPLC’DE AYIRMA TEKNIiKLERIi

HPLC normal sicaklik da ugucu olamayan ve yiiksek polariteye sahip maddelerin
analizinde kullanilir. HPLC sistemi bir ¢oziiciide c¢oziilebilen biitiin maddelere uygundur.
Maddeler kolon icinden gecirilirken maddelerin kolon dolgu maddesi ile farkh
etkilesimlerinden dolay kolon icersinde al konma zamanlar farkli olur ve detektore farkl
zamanlarda gelirler. Ayrilan maddeler dedektore farkli zamanlarda geldigi icin maddenin
konsantrasyonuna bagl olarak pik olusur. Kaydedici sistemler bilgisayarli bir software
yada Chromatopac denilen 6zel yazici sistemlerdir. Sistemde kullanilan kolonlarin ¢ap1 20
um den kiiciik dar kolonlardir. HPLC sisteminde kullanilan farkli aymrma teknikleri

kullanilir, bunlar i¢in uygun kolon sistemi secilmesi gerekmektedir.
2.5.1. Yiiksek Performansh Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografi, dort ayr1 tip sivi kromatografi i¢inde, en yaygin kullanilanidir.
Dagilma kromatografisi s1vi - sivi kromatografi ve sivi bagh faz kromatografi olmak iizere
iki alt sinifa ayrilabilir. Iki teknik arasindaki fark kat1 parcaciklar yiizeyine durgun fazin
tutturulmasmdaki metod farkindan kaynaklanir. Sivi-sivi tekniginde durgun faz kati
yiizeyine fiziksel adsorpsiyonla; bagl faz tekniginde ise kovalent baglarla tutturulur.
Dagilma kromatografi, hareketli ve durgun fazlarinin bagil polarhigina bagh olarak iki

kisma ayrilabilir (23).

Sabit fazin mobil fazdan daha polar oldugu kromatografi sekline normal faz
kromatografisi, mobil fazin sabit fazdan daha polar oldugu kromatografi sekline ise ters
faz kromatografisi denir (40). Tablo 2. 2’de normal faz ve ters faz HPLC nin 6zellikleri

verilmistir.



24

2.5.1.1. Normal-faz Kromatografi

Normal-faz kromatografide en diisiik polaritedeki bilesenler hareketli fazda nispeten cok
coziindiikleri i¢cin en Onde elue edilirler, hareketli fazin polaritesindeki artis, eliisyon
zamaninin azalmasi ile sonuclanir. Kolon olarak; Silika, Siyano, (CN) Amino, (NH>)
Diol, (OH) Nitro, (NO;) kolon sistemleri kullanilir. Bu kullanilan teknik de mobil faz
olarak diklorametan yada hekzan gibi apolar ¢oziiciiler kullanilir (36,41).

2.5.1.2. Ters-faz Kromatografi

[Ik gelistirelen teknigin yetersiz oldugu icin daha sonra kolon ve ¢oziicii sistemindeki polar
ve apolar sistemi yer degistirilerek ters faz sistemi gelistirilmistir. Bu sistem en c¢ok
kullanilan kromotografi teknigidir. Ters-faz kromatografide durgun faz apolardir ve ¢ogu
zaman bir hidrokarbondur. Ters-faz kromatografide en polar bilesenler, en 6nde yiiriir ve
hareketli fazin polaritesindeki artis, eliisyon zamanin artirir. Bu sistemde kolon apolar ve
cogu zaman bir hidrokarbondur, mobil faz ise metanol, asetonitril ve su gibi polar
coziiciiler kullanilir. Bu sistem en cok kullanilan kromotografi teknigidir. C18, (ODS),
C8, C4, C2, PHenyl, CN, (RP) NH; (RP) kullanilan kolon cesitleridir. Ters-faz
kromotografi hplc de en popiiler ve % 70 oranla en ¢ok kullanilan bir kromatografi tiiriidiir

(25,30,36,43).

HPLC ters- faz yontemi ile A ve E vitaminleri, retinol asetat, a-, B- ve y-tokoferol, a-

tekoferol asetat gibi maddelerin tayini yapilabilir (37).

Tablo 2.2. Normal ve ters faz kromatografisi 6zellikleri

Faz Normal Faz Ters Faz

Nonpolar (Kaplanmus silika hidrofobik)

Sabit faz Polar (Silika) C, (dimetil), Ce (hekzil)

C (oktil), Cy5 (oktadesil)

Mobil Faz | Nonpolar (Hekzan, kloroform) | Polar metanol, asetonitril, THE, su, pH ayarlama
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2.5.1.2.1. iyon cifti kromatografi: Iyon-¢ifti (veya eslesmis iyon) kromatografi, iyonik
tiirlerin ayrilmasi ve tayini icin kullanilan bir tiir ters-faz dagilma kromatografidir.
Iyonik bilesiklerin ters faz (RP) sistemde alikonma derecesi molekiiliin yiikiiyle

orantilidir (23,37).

2.5.1.2.2.Kiral Durgun Fazhh Kromatografi: 1960’1 yillarin ortalarinda, optikge aktif
izomerleri (enantiyometreleri) gaz ve sivi kromatografisinin her ikisiyle de birbirinden
ayirmak amaciyla, kimyacilar kiral durgun fazlar (CSP) kullanmaya basladilar. Bu
teknik, gaz kromatografide kullanilsa da, kolon ve diizlemsel yiiksek-performansli
kromatografiye daha uygun goriilmektedir. Ciinkii gaz kromatografik kolonlardaki
yiiksek sicakliklarda diastomerlerin dagilma katsayilarindaki fark gittikce azalmaktadir.
Ayrica yliksek kolon sicakliklart cogu zaman kiral durgun fazlarin rasemlesmesine

sebep olmaktadir (12,23,37)
2.5.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bu yontemde durgun faz, ¢ok ince toz haline getirilmis polar kati yiizeyidir. Bu tiir
dolgularda analit, dolgu maddesinin yiizeyinde hareketli faz ile adsorpsiyon yarisina girer.
Kolondaki tutulma zamani, analitin yilizeydeki adsorpsiyon kuvvetlerine baghdir.
Bilesenler birbirlerinden kati1 yiizeye olan farkli derecede ilgileri nedeniyle ayrilirlar.
Adsorpsiyon denge sabiti biiyiik olan bilesen yiizeyde daha uzun kalirken, kiiciik olan daha
kisa siirede kalmakta, hi¢ adsorplanmayan bilesen ise kolonda hi¢ geciktirilmeden
hareketli faz ile tasinarak disar1 ¢ikmaktadir. Yiizeye adsorplanan bilesenler ise yiizeyle

etkilesmelerine baglh olarak farkli kalma siirelerinde kolonu terk etmektedir.

Sivi-kati HPLC i¢in kullanilan durgun fazlar, sadece silis ve aliiminadir. Adsorpsiyon
kromatografide, ¢oziicii sistemindeki farkliliklar, ayirma giicii ve alikonma zamanlarinda
biiyiik farkliliklar1 beraberinde getirir ve uygun hareketli fazlarin bulunmadigi durumlarla
nadir olarak karsilasilir. Adsorpsiyon kromatografide, ¢coziicii se¢imi i¢in uygun bir teknik,
dagilma kromatografide tarif edilen teknige benzemektedir. Bu teknikte, bir tanesi ¢ok
kuvvetli ve digeri cok zayif olmak iizere birbiri ile uyumlu iki ¢oziicii secilir. Daha sonra
iki ¢oziiciiniin karisimindaki hacim oranlar1 degistirilerek istenen karisim elde edilir. Sivi-
kat1 kromatografi genellikle polar olmayan c¢oziiciilerde ¢oziilebilen ve ters-faz dagilma
kromatografide kullanilan sulu ¢oziiciilerde sinirli ¢oziiniirliigii olan numuneler i¢in en

uygun yontemdir.
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2.5.3. iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi, net yiikteki farkhiliklara dayah olarak iyonik bilesikleri
ayirmak icin kullamilir. Iyon-degistirme kromatografisi icin ilk 6nce lazim olan, eger bir
ayrrma s0z konusu olacaksa, sabit fazin ilgilenilen bilesiklerinkine zit bir yiik tagimasidir.
Iyon degistirici recinelerini kullanimina dayanan iyonlarm ayrilmasi ve tayini icin modern
ve etkili bir yontemdir. Ayrilacak bilesiklerin yiikiine bagh olarak iki tip iyon degistirici
vardir. Bilesiklerin negatif yiiklii olduklar1 anyon degistiriciler ki, bunda iyon degistirme
materyali pozitif bir yiik tasiyacaktir. Pozitif yiiklii bilesiklerin analizi i¢in ise, negatif yiik
tasiyan katyon degistiriciler. Iyon kromatografi, birbiriyle cok benzer olan nadir toprak
katyonlarinin katyon degistirici reginelerle ayrilmasi i¢cin gelistirilen Manhattan projesi
sirasinda ortaya ¢ikan iyon-degistirme kromatografinin gelismisidir. Modern HPLC’ nin
gelismesi 1960’11 yillarin  sonunda basladi, ancak bu yOntemlerin iyonik tiirlere
uygulanmalari, alkali katyonlar, toprak alkali katyonlar, halojeniirler, asetat, nitrat gibi
iyonik tiirlerin eluatlarinin belirlenmesi i¢in genel bir yontemin eksikligi sebebiyle gecikti.
Bu duruma, 1975 yilinda, Dow Kimya Sanayi calisanlar1 tarafindan, iyonlarmn
kondiiktometrik belirlenmesini miimkiin kilan bir “¢oziicii sinyali baskilama” teknigi ile

¢Oziim bulunmustur (23).
2.5.3.1. Iyon Degistirici Recineler

Iyon degistirici recinelerin kullanilmas1 durumunda 6rnekte iyon halinde bulunan tiirlerin
birbirinden ayrilmasi saglanabilir. Kullanilan iyon degistirici re¢ineler dogrudan kolona
doldurulabilen kat1 recineler olabilecegi gibi, bir kat1 yiizeyine kaplanmis sivi regineler de
olabilir. Iyonlarin bu reginelere olan ilgilerine etki eden bircok faktér vardir. Bunlar;
iyonlarm yiikii ve biiyiikliigii, pH, iyon siddeti, kullanilan re¢inenin gozenekliligi, ¢coziicii

cinsi, ¢oziicii derisimi ve sicakliktir (23).
2.5.3.1.1. Mikrogozenekli veya Jel Yapisindaki Recineler

Bu recineler mikro gozenekler iceren, capraz bagh yapisal bir agdan olugsmaktadir. Cok
kiiciik gozeneklere sahip oldugundan polar olmayan ¢oziicii sistemlerinde, sisme cok

diisiiktiir. Biiyiik hacimlerdeki iyonlarin tutunmasi yavastir ve cogu kez tersinmezdir (23).
2.5.3.1.2. Makrogozenekli Recineler

Bu recineler mikrogozenekli recinelere ek olarak, genis biiyiikliikte gozenekler de icerir.

Bunlar biiyiik i¢ ylizey alanlarina ve yiiksek gozeneklilige sahiptir. Biiyiik gozenekler,
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farklh biiyiikliikteki iyonlarin iyon degistirici fonksiyonel gruplara kolayca ulagmasini

saglayan kanallar icerir (23).
2.5.3.1.3. Pelikular Recineler

Bu regineler, cam boncuklardan olusmus i¢ kisma, iyon degistirici ince bir recine filminin
kaplanmastyla hazirlanir. i¢ kismim capr ¢ok kiiciiktiir ve bu yiizden ¢oziiciilerin ¢ok kiiciik

miktarlar icin uygundur (23).
2.5.3.1.4. Yiizeysel Gozenekli Recineler

Cam boncuklardan olugsmus kat1 i¢c kisim, iizerine iyon degistiricinin baglandig1 silika

mikrokiireciklerinin ince tabakasiyla ¢evrilir.

HPLC destek maddeleri hem silika temelindeki maddeleri hem de tiirevlendirilmis
hidrofilik veya hidrofobik polimerleri kapsar. Polimer temelindeki iyon degistirici
recinelerin polimerik iskeleti polistirene capraz baglanmis divinilbenzenden sentezlenir.
Bu destek maddelerinin avantaj, pH 2 - pH 12 arasindaki pH arahiginda kararh
olmalaridir. Silika temelinde iyon degistiren matriksler hidrofiliktir ve polimerik tabaka
olugmasi i¢in kullanilan c¢apraz baglayicilar yiiziinden diisiik hidrofobik tutunma
gosterirler. Kiiciik parcacik biiyiikliikleri ve sik dagilimlar1 yiiksek kaliteli bir ayirma
saglar. Gozenekli ylizeylerinden dolayi, hareketli faza 6nemli bir temas yiizeyi saglarlar.
Kimyasal ve mekanik olarak kararli olan silika matriksleri, yiiksek akis hizi gerektiren

yiiksek basinca kars iyi direng gosterirler.

Iyon-degistirme olaylar1, ¢cozeltideki iyonlar ve ¢oziinmeyen, yiiksek molekiil agirlikli bir
katinin yiizeyindeki benzer yiikli iyonlar arasindaki degistirme dengesi temeline
dayanmaktadir. Iyon kromatografisinde analit iyonlari, uygun bir iyon degistirici regine ile
doldurulmus kolonun iistiinden ilave edilir. Sonra, recine yiizeyindeki yiiklii gruplara
baglanmak icin analit iyonlar1 ile yarisan bir iyon igeren ¢ozelti ile eliisyon yapilir. Bu
ayrma isleminde kolonun iist kismina 6nce numune konur. Kolonda anyonlar, regine
tarafindan asagidaki reaksiyona gore tutulurlar. Daha sonra bir seyreltik baz ¢ozeltisi ile
elisyon islemi yapilarak yukaridaki reaksiyonun ters yonde yiirlimesi saglanir ve
boylelikle anyonlar serbest hale getirilir. Her anyonun dagilma orani bir digerinden farkl

oldugu i¢in eliisyon esnasinda iyonlar birbirinden ayrilir.

Iyon kromatografisinin cekici yonlerinden biri, iletkenlik dlgiimlerinin, eliisyon ile ayrilan

tirlerin taninma ve konsantrasyonlarmin tayininde hemen hemen biitiin iyonlara
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uygulanabilen genel bir metod olmasidir. Iyon degistirme kromatografisi, Eluent
Baskilayic1 Kolonlu Iyon-Degistirme Kromatografi ve Tek-Kolonlu Iyon Kromatografi
olarak  uygulanabilmektedir.  Eluent  Baskilayict  Kolonlu  Iyon-Degistirme
Kromatografisinde, baskilayici kolon, analit iyonlarmi etkilemeyen, coziicli igindeki
iyonlar1 ise iyonlagmasi sinirli olan molekiiler tiirlere etkin bir sekilde doniistiiren, ikinci
bir iyon degistirici re¢ine ile doldurulmustur. Katyonlar ayrilacak ve tayin edilecekse, elue
edici reaktif olarak cogu zaman hidroklorik asit secilir ve baskilayict kolon hidroksit
formundaki bir anyon-degistirici re¢inedir. Anyon aymrmalar1 i¢cin baskilayici dolgusu, asit
formundaki katyon-degistirici re¢inedir. Orijinal baskilayici kolonlarda karsilagilan bir
zorluk, dolgu maddelerini orijinal asit ve baz formlarma doniistiirmek i¢in periyodik olarak
(tipik olarak her 8 - 10 saatte bir) rejenere etme geregidir. Yontem cok hizhidir. Tek-
Kolonlu Iyon Kromatografisi, elue edilmis numune iyonlar1 ve kullanilan elue edici iyonlar
arasindaki kiiciik iletkenlik farklarina dayanmaktadir. Bu farklar1 biiylitmek amaciyla,
diisiik esdeger iletkenligi bulunan tiirlerle eliisyonu miimkiin hale getiren, diisiik kapasiteli
iyon degistiriciler kullanilir. Tek-kolonlu kromatografi, baskilayic1 kolonlu iyon

kromatografiye gore daha az duyarhdir ve kullanim araligi daha dardir (23).
2.5.3.2. Iiyon-Eleme Kromatografi

Iyon-eleme kromatografi, iyonlardan cok nétral tiirlerin ayrilmasindan dolayr iyon
kromatografinin bir formu degildir. Buna ragmen, iyon-eleme kromatografide, ayirmalar
icin iyon kromatografi gibi iyon-degistirici kolonlar kullanilir. Burada, durgun faz, asidik
yapidaki bir katyon degistirici recinedir ve eliisyon islemi seyreltik hidroklorik asit
cozeltisi ile gergeklestirilir. Analitik kolonu baskilayic1 kolon takip etmektedir ve bu kolon
icine giimiis formunda katyon degistirici re¢ine doldurulmustur. Eluent icindeki hidrojen
iyonlari, giimiis iyonlar1 ile yer degistirir ve bu, daha sonra kloriir ile ¢oker. Boylece
eluentten gelen bozucu iyonlar uzaklasmis olur. Iyonlasmamis haldeki analit asitler
kolondaki hareketli faz ve dolgu maddesinin gozeneklerinde tutulan hareketsiz sivi
arasinda dagilmaya ugrar. Gerg¢i bu iki faz arasinda farkl tiirlerin dagilimina diger faktorler
de etki eder, ama farkl asitler icin dagilma katsayisi, Oncelikle bunlarin iyonlagma sabitleri

ile ters orantilidir (23).



29
2.5.4. Yiiksek Performansh Boyut Ayirici Kromatografi

Bu metod kolon dolgu materyali {izerinde bir 6rnegin alikonmasini icermemesiyle daha
once aciklananlardan farkliik gosterir. Ayirma mekanizmasi, degisik molekiillerin porz
bir ortam (matrix) icinden gecerken farkli difiizyon veya permeasyon hizlarmna dayanir.
Jel-gecirgenlik veya jel-siizme kromatografi adi verilen boyut-eleme kromatografi,
ozellikle yiiksek mol Kkiitleli tiirlere uygulanabilen giiclii bir tekniktir. Boyut-eleme
kromatografi icin dolgu maddeleri, ¢oziinen madde ve coziicii molekiillerinin igine
difiizlenebilecegi diizgiin bir gozenek ag1 iceren kiiciik boyutlu (=10-um) silis veya
polimer partikiillerden meydana gelmistir. Bu gozeneklerde molekiiller, hareketli fazin
akis1 esnasinda etkin bir sekilde tutulur ve sonra birakilir. Ortalama gozenek
biiyiikliigiinden ©Onemli Ol¢iide daha biiyiik molekiiller, dolgu maddesi tarafindan
tutulmazlar ve bu molekiiller icin tutulma siiresinden bahsedilemez. Boylece bu molekiiller
kolondan hareketli fazla aym1 hizda gecerler. Ortama gozenek biiyiikliiglinden 6nemli
Olciide daha kiiciik molekiiller ise, dolgu maddesinin gozeneklerine girerek en uzun bir

siire i¢in alikonulur; bunlar en son elue edilirler (23).

Piyasada cok sayida boyut-ayirict dolgu maddesi bulunmaktadir. Bunlarin bazilar
hidrofiliktir ve sulu hareketli fazlarla kullanilabilmektedir. Hidrofobik olanlar1 ise apolar
organik ¢oziiciilerle kullanilir. Hidrofilik dolgu maddelerinin kullanildigi kromatografiye
jel siizme kromatografisi, hidrofobiklerin kullanildig1 kromatografiye ise jel gecirgenlik
kromatografisi olarak adlandirilmaktadir. Boyut-eleme kromatografi icin iki tip kolon
dolgusundan bahsedilir. Bu iki tiir kolon dolgu maddesinin her ikisinde de gézenek cap1 5-
10 um olan dolgu maddeleri kullanilir. Bu dolgu maddeleri, polimer ve silis esash
partikiillerden olusur. Silis esash partikiillerin avantajlari, kolay doldurma ve yiiksek
basinglarda ¢aligmaya uygunluk saglayan nispeten yiiksek saglamlik, su dahil, genis bir
¢oziicii araliginda kullanima izin veren daha biiyiik kararlilik yeni coziiciilerle cok daha
hizli dengeye erisme ve yiiksek sicakliklardaki kararliliktir. Silis esash partikiillerin
sakincasi, coziinen maddeleri adsorpsiyonla alikoymasi meyli ve ¢Oziinen madde

molekiillerinin bozunmalarini katalizlemesidir.

Boyut-eleme yontemleri, jel siizme kromatografi ve jel gecirgenlik kromatografidir. Jel
stizme kromatografide, sulu ¢oziiciiler ve hidrofilik dolgu maddeleri kullanilir. Genellikle
suda ¢oziinen maddelere uygulanabilir. Jel gecirgenlik kromatografide polar olmayan

organik coziiciiler ve hidrofobik dolgu maddeleri kullanilir ve daha az polar olan organik
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coziiciilerde ¢oziinen numunelere uygulanir. Boyut-eleme kromatografinin diger bir
uygulamasi, yiiksek mol kiitleli dogal iiriin molekiillerinin, diisiik mol kiitleli tiirlerden ve

tuzlardan ayrilmasidir.

Kisa ve belirli ayirma zamanlari, iyi bir duyarlik saglayan dar pikler, ¢6ziinen maddelerin
durgun fazla etkilesmemeleri sebebiyle numune kaybi olmamasi, ¢6ziinen madde ve
dolgu maddesinin etkilesmesine bagli kolon deaktivasyonunun olmayist bu
kromatografik yontemin avantajlar1 ve kromatogramlarin zaman skalasi kisa
oldugundan dolayi, sadece sinirli sayida pik elde edilebilmesi ve izomerler gibi benzer
biiyiikliikteki numunelere bu yontem uygulanamamasi, genellikle uygun ayirmalar i¢in

mol kiitleleri arasinda % 10 farka ihtiya¢ olmasi dezavantajlaridir (21).

2.6. HPLC KULLANIRKEN ALINMASI GEREKEN ONLEMLER
2.6.1. Hareketli Faz Coziiciileri icin Onlemler

Farkhh dolgulu kolonlar icin c¢oziicii simrlamasi: Silika dolgulu bir kolon
kullanildiginda, kullanilan hareketli fazin pH’1na dikkat edilmelidir. Uygun pH aralig1 2
- 7.5 arasindadir. Gozenekli polimere sahip bir kolonun ¢6ziiciisiinii degistirirken, kolon
maddesinde sisme veya biiziilme olup olmadigina dikkat edilmelidir. Dolgu maddesinin
sismesi, su yiizdesiyle artar. Asit, baz, tuz veya iyon cifti reaktifi kullanildiktan sonra

kolon, metanol/su karigimi ile temizlenmelidir.

Coziiciiniin safhigi: HPLC’de kullanim i¢in miimkiin olan en yiiksek safliktaki

coziiciiler kullanilmaktadir.

Coziiciiniin degaze edilmesi: HPLC de hareketli fazda yiiksek basing altinda hava
cOziinlirse, pompa basinda veya dedektor hiicresinde dogru analize imkan vermeyen
hava kabarciklar1 olusur. Ayrica bu hava dedektérde yanlis 6l¢iime neden olabilir. Bu
yiizden mobil faz olarak kullanilan ¢6ziicii tamamen degaze edilmelidir. Degaze islemi
ozellikle, gazlarin kolayca ¢6ziindiigii su, alkol ve asetonitril veya bunlarm karigimi icin

mutlaka gereklidir.

Coziiciiniin siiziilmesi: HPLC ¢o6zeltileri, kullanilmadan once daima siiziilmelidir. Eger
stizilmeden kullanilirlarsa, kolon filtresi ve kolon basi tikanabilir. Bunun sonucunda
duyarligin azalmasi, basincin artmasi ve kolon Omriiniin azalmasi gibi degisik

problemler ortaya cikabilir. Sulu ortamda siizme genellikle seliiloz ester karisimi 0.22
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um gozenek biiyiikliigiine sahip filtrelerle, organik ortamda siizme ise 0.20 um gozenek
biiyiikliigiindeki politetrafloroetilen filtrelerle yapilir veya HPLC c¢oziiciisii i¢in 0zel

stizme aleti kullanilabilir.

Coziiciilerin degisimi: Eger c¢oziicii degistirilecek olursa, diger cozelti ilkiyle iyi
karisabilir olmalidir. Bu durum yalmizca pompanin diizensiz caligmasma yol agmaz,
ayn1 zamanda kolon ve dedektorii de kararsiz hale getirir. Bir tampon kullanildiktan
hemen sonra organik bir ¢oziicii kullanilirsa, HPLC sistemi tuzlarin ¢6kmesi yiiziinden
calisgamaz hale gelir. Bu kolonun Omriinii de etkileyebildiginden, organik c¢oziicii

kullanilmadan 6nce sistem su veya ara polaritede bir ¢oziicii ile temizlenmelidir (21).
2.6.2. Kolon Kullanim icin Onlemler

Kolon secimi: Ornegin molekiil kiitlesi, solvent sisteminin ¢oziiniirliigii, ayirma modu
gibi bilgiler performansh bir ayirmadan 6nce kolon secimine yardim eder. Ureticiler
kolon dolgu maddelerini, ayirdiklar1 bilesikler, Ornek kapasiteleri vb. sekilde

siniflandiran bir literatiir vermektedir.

On-kolon kullammmu: Hareketli faz, pompa cikisindan sonra, ayirmay1 saglayan kolon
ile aymi sabit fazi iceren bir on-kolondan gegirilir. Bu uygulamanin amaci, hareketli
fazdaki safsizliklar1 toplamak ve hareketli faz1 sabit faz ile doygunluga getirmektir. On-
kolon kullanmanin bir diger avantaji ise fiyatlar1 bir hayli yiiksek olan ayirici kolonlarin

Omriinii uzatmasidir. Ancak burada ayirma olmamasina dikkat edilmelidir.

Kolon tabakasimin bozulmasi: HPLC sistemi yeni ¢alistirilinca akis hizi yavas yavas
arttirilmalidir. Ayni uygulama sistem kapatilirken de izlenmelidir. Boylece kolon

tabakasimin bozulmaksizin kolon basincinin artmasi saglanir.

Kolonun korunmasi: Kolonlar rutubetli ve ¢ok yiiksek veya cok diisiik sicakliklarin
oldugu yerlerde saklanmamalidir. Kolonlarin 6zel bir ¢oziicii ile saklanmasi, kirlenmeyi
azaltir ve kolon Omriinii artirir. Bazi tamponlar (6zellikle halojen tuzlarmi iceren
tamponlar) kolonun paslanmaz ¢elik duvarini asindirir. Bu nedenle kolon saklanmadan

Once uygun bir ¢oziiciiyle temizlenmelidir.

Kolonun rejenerasyonu (yenilenmesi): Kolon performansi azaldiginda en iyisi kolonu
rejenere etmektir. Normal faz kolonlar1 kullanildiginda, kolon 6nce ¢ok az polarlikta bir
coziicii gecirilerek yenilenebilir ve sonra tekrar hareketli fazla dengeye getirilir. Ters faz

kolonlar1 metanol, THF, CH,Cl, gibi ¢oziiciilerle yenilenebilir (21).



32

2.6.3. Ornek Hazirlanmasi
2.6.3.1. Kat1 Ornekler

Bir 6rnegi HPLC sistemine vermek i¢in, bu Ornegin, hareketli faz olarak kullanilan
coziiciide ¢coziinmesi gerekir. Ornegin, metanol/su karisimi bir hareketli fazla ile analiz
yapilacaksa, ornek metanolde, suda veya metanol/su karisiminda c¢oziilmelidir. Eger
ornek boyle bir ¢oziiclide ¢oziinmiiyorsa, diger bir ¢oziiciide ¢oziinmeli, fakat bu
durumda kullamlan coziicii kesinlikle hareketli fazla karisabilir olmalidir. Ornek

bilesenlerinin, mobil faz ¢oziiciisiinde ¢cokmemesine de dikkat edilmelidir.
2.6.3.2. Stvi Ornekler

Sivi 6rneklerde ¢oziicii, sistem ile uyumluysa, dogrudan enjekte edilebilir. Eger 6rnekler
istenen coziiciide degillerse veya enjekte edilecek kadar derisik degillerse,

kurutulmalidir veya deristirilmelidir. Daha sonra hareketli fazda tekrar ¢oztinmelidir.
2.6.3.3. Orneklerin Siiziilmesi

Hareketli faz akisinda azalmaya, geri basincinda artmaya, kolon veriminde azalmaya ve
istenmeyen piklere neden olabilecek ¢oziinmeyen maddelerin kolona girmesini dnlemek

icin, 6rnegin enjeksiyondan once siiziilmesi tavsiye edilir (21).

2.7. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFIDE YONTEM
GELISTIRME

Sivi kromatografik bir yontemin gelistirilmesinde iizerinde durulacak en onemli husus,
yeterli ayirmaya ulasildiginin belirlenmesidir. Bu yontemler, genellikle mobil fazin
bilesiminin (su-organik faz orani) optimize edilmesinde kullanilir. Yiiksek performansh
stvi kromatografide ayirmanin optimizasyonu, segiciligin maksimum hale getirilmesini

gerektirir.

Kromatografik sistemin seciciligi, kromatografik sistemde ¢oziinen, mobil faz
bilesenleri ve durgun faz arasindaki biitiin etkilesimleri yansitir. Bu etkilesimler,
sicaklik, mobil fazin yapisi gibi deneysel kosullarin degistirilmesiyle yonetilebilir.
Secicilik, ¢oziinenlerin dagilma katsayilar1 ile ilgilidir ve c¢Oziinenlerin kapasite
faktorlerinin bir fonksiyonudur. Bu nedenle coziinenlerin alikonma davranislarini ve
onlarin deneysel kosullara bagimliligini anlamak, seciciligin ve devamimda ayirmanin

optimizasyonu i¢in gereklidir.
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Coziinenlerin alikonma davranigini kontrol eden 6nemli deneysel parametreler, sicaklik,
mobil faz bilesimi ve mobil faz pH’sidir. Birgok durumda sicaklik, mobil faz organik
modifiyer derisimi ve pH degerlerinin kapasite faktorii iizerindeki etkileri incelenerek,
deneysel parametreler arasindaki bagintilar anlasilmaya calisilir. Bu calismalarda, pH ve
organik modifiyerin sabit olmasi saglanarak sicaklik degisiminin etkisi; pH ve
sicakligm sabit olmasi saglanarak organik modifiyerin etkisi ve organik modifiyer ve

sicakligin sabit olmasi saglanarak pH degisiminin etkisi incelenir (41).
2.8. HPLC’NIN UYGULAMA ALANLARI

HPLC, yapilar1 benzer kimyasal tiirlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi islemlerinde giiclii
ve kullanigh bir aractir. Buna ek olarak ayrilan tiirlerin kalitatif ve kantitatif

analizlerinde de kullanilan bir yontemdir (37).

HPLC giiniimiizde bashca kullaniom alanlari;; kimya, biyokimya, biyoteknoloji,
farmakoloji, tip kimyasi, bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini iceren alanlarda
ayirma ve analiz icin vazgecilmez bir aractwr. Bunlar yaninda organik, inorganik ve
biyolojik bilesenler, polimerler, kiral bilesenler, kiiciik iyonlar ve makromolekiillerin
ayrilmasi, safsizlik tayini, buharlagabilen ve buharlagsmayan yapilarin tayini, notral, iyonik

ve cift iyonik tiirlerin tayini ve bilesen izolasyonu ve saflastirilmasidir.

Kimyasal ayirma, ilaglarin 6nemli kimyasallarin saflastirilmasinda, kimyasal sentezlerde,
kullanilan bir yontemdir. Kromatografi karigimlarin ayrilmasi i¢in miikemmel bir teknik

olmasina karsin ayrilmis bilesiklerin kesin teshisi i¢in gerekli detaylar1 saglayamaz.
HPLC’nin yaygin uygulamalart;
1. Fizyolojik 6rneklerdeki bazi aminoasit, niikleik asit ve protein miktarlarinin tayini

2. llag aktif maddelerinin, sentetik biyoiiriinlerin ya da farmasotik ilaglardaki

bozunma iiriinlerinin tayini
3. Pestisit ve insektisit ve diger ¢cevresel orneklerin tayini
4. Karigimlardaki bilesenlerin ayrilmasi
5. Kalite kontrolii
6. Bir karisimdaki polimerlerin molekiiler agirlik dagilimimin belirlenmesidir.

HPLC teknigi ne kadar gelismis ve yaygin bir teknik olsa da bazi sinirlamalar: vardr:
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1. Bilesenlerin tanimlanmasi, bazi durumlarda kiitle spektrometresi ile kombine

edilmemis olan HPLC kullanildiginda yeterli olmayabilmektedir.
2. Karmagik orneklerde iyi ¢oziiniirliik saglamak zor olabilmektedir

3. Ayni anda sadece bir 6rnek analiz edilebilmektedir (21).

2.9. pH OLCUMU

pH olctimii, gida iiriinlerinin kalite kontroliinde yer alan en Onemli parametrelerden
biridir. pH, 6rnegin turuncgil meyveleri, meyvesular1 ve siit iriinleri gibi dogal
irtinlerin kalitesi hakkinda bilgi elde edilmesini saglar. pH aym zamanda, asidite

regiilatorleri ve koruyucularin kullanimi a¢isindan da 6nemli bir parametredir.

Olgiim igin  kullanilacak olan pH elektrodunun gereksinimleri, analizleri
gerceklestirilecek gidalar kadar cesitlilik gostermektedir. Ornek icin uygun bir
diyaframin sec¢ilmesi 6zellikle onemlidir, ¢iinkii aksi taktirde elektrolit kopriisii 6rnegin

kendisi nedeni ile hizlatikanabilmekte ve hatali 6lciimlere yol acabilmektedir (22).

Bizim calismamizda Batu A., Karagéz D.D., Kaya C., ve Yildiz M., nin kullandig1
metot ile pH tayini yapildi (6).

2.10. TOPLAM ASITLIK

Meyvelerin tadi, yapilarinda bulunan asit/seker oranina baghdir ve meyve tiiriine,
cesidine baglh olarak degisebilmektedir. Sivi pekmezlerde zamanla sekerin bir kismi
dibe ¢okmekte ve iist kisimda seker miktar1 azaldigindan eksime ve saraplasma
meydana gelmektedir ve boylece asitlik artmaktadir. Calismamizda Giingdor N.’{in

kullandigz asitlik tayin metodu uygulanmistir (42).



3. GEREC VE YONTEM

3.1 MATERYAL

Bu calismada materyal olarak kullanilan pekmez 6rnekleri kayseri yoresinden toplanan
farkli kazan pekmezleridir. Toplanan Ornekler +4 °C’de analize kadar muhafaza

edilmistir. Ornek hazirlama islemlerinin yapildig: giin, analizler tamamlanmustir.
3.2. KULLANILAN CiHAZLAR
Tezin ¢alisilmasi sirasinda kullanilan cihazlar asagida belirtilmistir.

HPLC: HMF analizlerinin yapilmasinda AGILENT marka 1100 seri HPLC cihaz
kullanilmistir. Aymrmalarda 5 pum partikiil boyutlu, 4,6 mm i¢ ¢apa sahip, 150 mm
uzunlugundaki C18 kolon (Eclipse XDB-C18, USA) kullanilmustir.

Kombine cam elektrotlu pH metre: Pekmez Orneklerinin pH’larin1 kombine cam
elektrotlu WTW 3401 model sicaklik kontrollii pH metre ile yapilmistir. pH metre’nin
kalibrasyonu cihazin iiretici firmasi tarafindan verilen sertifikali pH 4,01
(Model:stp4,order no:108705), 7,00 (Model:stp8,order no:108706) ve 10,01
(Model:stp10,order no:108722) teknik tamponlar1 kullanilarak yapilmaistir.

Deiyonize Su Cihazi: Tiim ¢6zme ve seyreltmelerde kullanilan deiyonize su, UV
lambali Millipore marka Elix 5® model deiyonize ters osmos cihazindan temin
edilmistir. Cihazdan elde edilen saf su 14 MQ cm™ direncindedir. Elde edilen su CO,

adsorplanmasini engellemek icin agzi kapah kaplarda muhafaza edilmistir.
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Analitik Terazi: Pekmez orneklerinin ve diger kimyasal maddelerin tartimi 0,0001 g
duyarlikli, maksimum 210 g’a kadar tartabilen Ohaus marka EP214C model analitik

terazide yapilmustir.

Karnstiricr: Seyrelme sonrasi homojenligi saglamada Heidolph marka 3001 K model

manyetik karistiric kullanilmigtir.

Etiiv: Temizlenen malzemelerin kurutulmasinda Niive marka FN 120 model etiiv

kullanilmustir.

Buzdolabi: Pekmez Ornekleri ve standart HMF Profilo marka BD4602 model

buzdolabinda saklanmuistir.

3.3 KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER

Calismada kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup asagida belirtilmistir.

Metanol, (%99,8;d=1.032 g mL'l) Merck (Darmstadt, Germany) firmasi tarafindan
tiretilmistir.

Asetik asit, (%99,7;d=1.266 g mL'l) Merck (Darmstadt, Germany) firmasi tarafindan
tiretilmistir.

HMEF standartlar1 SAFC firmasi tarafindan iiretilen 1,243 ¢ mL™ yogunlugundaki, en az
% 99 saflikta (Cas No: 67-47-0 ) olan standarttan hazirlanmistir.

Titrisol NaOH :0,1 M NaOH Merk firmasi tarafindan iiretilmistir.
Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Kayseri ve yoresinden toplam 100 iiziim pekmezi ornegi 100 g’lik polietilen kaplara
alinmigtir. Toplanan 6rnekler aymi giin laboratuara getirilerek analize kadar +4 °C’de

buzdolabinda saklanmuistir.

3.4. YONTEM

3.4.1. HMF Analizi
3.4.1.1.0rneklerin Hazirlanmasi

Yaklasik 2 g pekmez 6rnegi (0,0001 g duyarlikla) bir beherde tartilip, yaklasik 10 mL
deiyonize su ile sallamali karistiric1 karistirilarak ¢oziildii. Coziilen 6rnek 25 mL’lik bir
balon jojeye aktarildi. Beherde kalan kalinti deiyonize su ile yikanarak balon jojeye

eklendi. 25 mL’ye deiyonize su ile tamamLandi. Hazirlanan bu ¢ozelti 0.20 um gozenek
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capl tek kullanimlik filtrelerden siiziildii. Siiziintiiden alinan 6rnek HPLC’ye (20 pL)

enjekte edildi. Her O6rnek iki paralel enjekte edilmistir.
3.4.1.2. HPLC Metodunun Olusturulmasi

HPLC i¢in metot Zappala ve arkadaslar1 tarafindan yayimlanan makalenin hareketli faz
akis hiz1 degistirilerek uyguland1 (44). Sabit faz olarak 4,6x150 mm’lik C18 kolon,
mobil faz olarak % 1’lik asetik asit- metanol (9:1 oraninda) karisimi kullanildi. Tayin
DAD dedektor ile 285,0 nm dalga boyunda yapildi. Hareketli fazin akis hizlarinin
metoda etkisi 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1 ve 1,2 mLdak™! akis hizlar1 denenerek kontrol edildi.
Optimum akis hiz1 1,0 mL dak™ olarak secildi.

3.4.1.3. HPLC Metodunun Dogrulugunun Belirlenmesi

Pekmez orneklerindeki HMF miktarinin tayininin dogrulunu belirlemek i¢in bir pekmez
ornegine Ornek hazirlama igleminden once, son hacimde 1,0, 2,0, 6,0 ug mL™"' olacak
sekilde HMF ilave edilmistir. Hi¢ ilave yapilmamis 6rnek ve HMF ilave edilen ornekler
ayr1 ayri Bolim 3.4.1.1°de anlatilan 6rnek hazirlama islemine tabi tutulmustur. Bu
sekilde hazirlanan orneklerin analizleri Boliim 3.4.1.2°de anlatildig1 gibi yapilmustir.
Orneklerdeki HMF miktari, HMF standartlar1 kullanilarak hazirlanan kalibrasyon

dogrular1 kullanilarak tayin edilmistir.

3. 4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi

Oncelikle standart HMF’den 100 pgmL™"’lik stok HMF ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok
cozeltiden belirli hacimlerde alinip seyreltilerek 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 ve 5,00 pgmL'1
derisimlerinde standart ¢alisma cozeltileri hazirlandi. Bu c¢ozeltiler kullanilarak Bolim

3.4.1.2.°de anlatilan kromatagrafik sartlarda kalibrasyon dogrulari ¢izildi.
3.4.2 pH Tayini

pH cihaz1 6l¢ctimden 6nce pH tamponlar1 (pH 4,01, 7,00 ve 10,01) ile kalibre edildi.
Ornekler bir beher icinde bire bir oraninda deiyonize su (pH’s1 yaklasik 7 olan) ile
seyreltildi. Beher karistiricr tizerine konulup homojenligi saglandi. pH cihazinin probu
homojen haldeki 6rnek i¢ine daldirilarak degerler kaydedildi. Her Ol¢iim sonrasinda

deiyonize su ile probu temizlendi ve kurulandi.
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3.4.3. Asitlik Tayini:

Yaklagik 2 g (0,0001 duyarlikli) pekmez ©rnegi tartildi ve son hacim 25 mL ye
deiyonize su ile tamamlandi. Ornekler titre edilerek harcanan NaOH miktarlari
kaydedildi. Kor analiz i¢in, 25 mL deiyonize su 0.1 mol L' NaOH ile titre edildi.

Toplam asitlik miktar: sitrik asit cinsinden asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

V harcanan - V kor
g ornek

X

H,-C-COOH

HO-C-COOH H,0 Ma= 240,0 g mol"! Meg=0,2101/3=0,0700 g

H,-COOH

Sitrik asit
X: Sitrik asitin miliesdeger agirhigi = 0,07 g

V: Harcanan NaOH hacmi



4. BULGULAR

4.1. KROMATOGRAFIK SARTLAR

HPLC sartlar1 Zappala ve arkadaslar1 tarafindan yayimlanan makalenin akis hizi
artirilarak uygulanmistir. En uygun akis hizi 1,0 mL dk™ olarak belirlenmistir. Dalga
boyu 6l¢iimleri DAD ile 285,0 nm’de kaydedilmistir. HMF pikinin cikis siiresi 6,15 +
0,1 dak. (N:21) olarak tesbit edilmistir. 0,75 ug mL™" derisimindeki HMF standardinin

kromatogrami Sekil 4.1°de verilmistir.

Norm.

5 HWF

T T T T T T
1 2 3 4 5 6

Sekil 4.1. HMF standart goriintiisii
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Pekmez 6rneginin kromatogram ise Sekil 4.2°de goriilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi

pekmez Orneginde de iyi bir ayrilma goriilmiistiir. Hazirlanan calisma c¢ozeltilerinin

sinyalleri Diyod Array Dedektor ile kaydedildi.

Norm.

200
150
1004

501

Sekil 4.2. Pekmez 6rnek kromatogrami

4.1 YONTEMIN DOGRULUGU VE KALIBRASYON EGRIiSi

Yontemin dogrulugu bir pekmez Ornegine bilinen miktarlarda HMF eklenerek

dogrulandi. Geri kazanma degerleri asagidaki formiil ile hesaplandi.

o : _  Bulunan HMF milktan- Pekmezdeld HMFE Miktan _
Yo Geri Kazanma = X 100

Eldenen HMFE Milctan

Elde edilen sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Pekmez 6rnegine HMF ilavesi ve geri kazanim degerleri

Eklenen HMF, pg mL™" Bulunan HMF, pg mL™! % Geri Kazanma
0,0 4,440,3 -
1,0 5,440,3 100
2,0 6,2+0,1 90
6,0 10,6+0,1 103
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4.2. KALIBRASYON DOGRUSUNUN CIiZiLMESI
HMF analizlerinin yapilabilmesi icin 0,25- 5,00 ug mL™ arahgmdaki standart HMF
cozeltileri kullanilarak kalibrasyon dogrular: tiiretilmistir. Elde edilen kalibrasyon

dogrusu Sekil 4.3’de verilmistir. Kalibrasyon dogrusunun korelasyon katsayisi en az

0,99’dur.

HMF, DAD1 A
Area = 199.904672*Amt -3.8390619

Area | Rel. Res%(8): 9.2458¢-1
1000

0 Correlation: 0.99959

‘ ‘ T T
0 2 4 Amount[ng/ ul]

Sekil 4.3. Kalibrasyon dogrusu

4.3. PEKMEZ ORNEKLERININ HMF, PH VE TOPLAM ASITLIK
Toplanan pekmez 6rnekleri ile ilgili elde edilen sonuglar asagidaki tabloda verilmistir.

Mevcut oOrneklerin pH, toplam asitlik (sitrik asit cinsinden) standart sapmalar1 ile

birlikte HMF degerleri Tablo 4.2’de verilmistir.



Tablo 4.2. Pekmez ornekleri ile ilgili elde edilen sonuglar ( n:2 )
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Ornegin Alindig1 Yer Hl\/{ﬁgl\’gii)tan pH tﬁggif:;ﬁ?iﬁ‘;;g)
1. Yesilhisar 141.6+1.6 4.56 77.0
2. Yesilhisar 32.9+0.0 5.03 59.5
3. Yesilhisar 53.6£0.9 5.04 56.0
4. Yesilhisar 6.9+0.9 5.57 49.0
5. Yesilhisar 5.0+0.0 5.06 56.0
6. Yesilhisar 31.0+1.8 5.57 49.0
7. Yesilhisar 20.0£2.6 5.20 59.5
8. Yesilhisar 16.2+0.0 5.01 63.0
9. Yesilhisar 13.7+0.0 5.18 49.0
10. Yesilhisar 68.7£0.9 4.30 94.5
11. Yesilhisar 37.2+0.0 4.23 98.0
12. Yesilhisar 120.4+0.8 5.30 56.0
13. Yesilhisar 20.6£2.6 5.20 59.5
14. Yesilhisar 10.1+0.1 5.30 56.0
15. Hacilar 70.8+0.0 5.09 52.5
16. Hacilar 87.1+0.0 5.15 49.0
17. Hacilar 35.7£0.9 5.13 49.0
18. Hacilar 46.0+£0.9 4.95 80.5
19. Hacilar 25.5+0.9 5.52 49.0
20. Hacilar 172.940.9 4.56 91.0
21. Hacilar 75.0£0.9 5.14 45.5
22. Hacilar 70.3£0.9 5.00 56.0
23. Hacilar 103.5£1.8 5.10 52.5
24. Kayseri (Istk Meydani) 87.0+0.0 5.10 52.5
25. Kayseri(Inecik Bag) 62.2+0.9 5.64 45.5
26. Kayseri (Gomeg) 74.8+£0.9 5.04 56.0
27. Kayseri (Sakarbegendikbaglar1) 49.0+£0.9 5.50 49.0
28. Erkilet 73.1£0.8 5.21 52.5
29. Erkilet 52.3%6.1 4.90 84.0
30. Erkilet(Ebi¢ Koyii) 24.8+0.0 5.50 49.0
31. Erkilet 69.9+0.0 5.63 45.5
32. Erkilet 11.3+0.8 5.16 52.5
33. Erkilet 12.1+0.0 5.17 56.0
34. Erkilet 30.3£0.9 5.17 56.0
35. Incesu(Garipce) 20.6£0.9 5.14 56.0




Tablo 4.2. Pekmez 6rnekleri ile ilgili elde edilen sonuglar ( n:2 ) (devami)

Ornegin Ahndig1 Yer Hl\/{ﬁgl\/}[gl{()tan pH tﬁ;‘:ﬁﬁ;ﬁi‘?ﬁ‘g";ﬂ)
36. Incesu(Saraycik) 31.7£3.4 5.19 56.0
37. Incesu 94.4+0.0 4.94 80.5
38. Incesu(Saraycik) 61.4+0.9 4.85 80.5
39. Incesu 25.0+0.0 5.30 52.5
40. incesu 71.8+0.0 4.96 80.5
41. Incesu 53.1£0.8 4.78 84.0
42. Incesu(Garipge) 144.2+0.9 4.84 84.0
43. Incesu 60.1£0.8 4.75 87.5
44. Incesu 50.6£0.9 5.07 56.0
45. Incesu(Subasi) 49.8+0.8 5.27 52.5
46. Incesu (Karahoyiik) 52.6+0.0 5.17 56.0
47. Incesu(Hamurlu) 25.5+0.0 4.78 77.0
48. Incesu 33.6+0.9 5.10 56.0
49. Pinarbast 64.6£3.5 4.84 73.5
50. Pinarbasi(Pazaroren) 59.6+0.0 5.09 59.5
51. Pinarbasi 101.9+0.8 4.92 80.5
52. Pazaréren 27.2+0.9 5.09 59.5
53. Pazaroren Koyii 20.1+£0.9 5.13 56.0
54. Yahyal 22.8+0.9 5.03 56.0
55. Yahyal 60.9+0.0 5.04 56.0
56. Yahyal 33.8+0.0 5.28 52.5
57. Yahyal 70.2£1.7 5.18 56.0
58. Yahyal 3.0+0.0 5.18 56.0
59. Sarioglan(Muratli) 183.8+1.8 5.31 52.5
60. Sarioglan 35.0+0.0 5.20 56.0
61. Sarioglan 32.8+1.7 5.02 56.0
62. Sarioglan 37.244.3 5.04 56.0
63. Sarioglan 140.6%1.7 4.70 77.0
64. Gesi 54.0£1.7 5.15 56.0
65. Gesi 174.1x1.7 4.87 73.5
66. Biinyan 47.6x3.4 5.04 56.0
67. Emmiler Koyt 35.6£1.7 5.08 56.0
68. Ozvatan 73.5+0.0 4.87 73.5
69. Akkisla 19.4+1.7 5.27 52.5
70. Bayramhacikoyii 43.5+0.9 5.05 56.0
71. Himmetdede 3.2+1.6 5.20 52.5
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Tablo 4.2. Pekmez 6rnekleri ile ilgili elde edilen sonuglar ( n:2 ) (devami)

Ornegin Alindig1 Yer Hl\/{ﬁgl\/}[gl{()tan pH tﬁggif:;ﬁ?i:‘;;g)
72. Himmetdede 79.248.8 5.03 56.0
73. Talas 60.1+0.9 4.90 80.5
74. Sariz 56.1+1.7 5.10 56.0
75. Sariz 50.3+0.8 4.70 84.0
76. Sariz 47.8+0.0 5.30 52.5
77. Sariz 50.3£0.8 4.70 77.0
78. Sariz 4.3+0.1 4.70 77.0
79. Felahiye 36.5+0.0 5.10 56.0
80. Felahiye(Alabes) 38.1x1.7 5.27 52.5
81. Felahiye 3.2+0.6 5.23 52.5
82. Felahiye (Hasanci) 30.0+0.9 5.19 52.5
83. Tomarza 134.940.0 4.94 66.5
84. Giinesli Koyii 146.2+0.9 5.10 59.5
85. Giinesli Koyii 25.1£0.9 4.83 77.0
86. Saraycik 76.2+0.9 5.41 38.5
87. Kayseri Siiksiin 44.7£1.8 4.99 49.0
88. Yuval1 Koyii 59.0£0.9 4.96 56.0
89. Molu Koyii 90.3+0.9 5.55 42.0
90. Develi 53.2£1.7 5.05 45.5
91. Develi 50.4£0.9 5.30 56.0
92. Akkisla 19.3+£0.9 5.01 56.0
93. Yamula 64.6+0.0 5.22 59.5
94. Yamula 59.1£0.9 5.14 56.0
95. Yamula 68.3+£0.9 5.00 56.0
96. Elmal1 Koyii 94.6£1.8 5.17 52.5
97. Hobek Koyii 1.6+0.2 4.14 105.0
98. Kermelik Koyii 71,7£0,0 5,07 59.5
99. Kermelik Koyii 6.0+0.0 5.07 59.5
100.Develi 21,5+0,9 5,05 56.0
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan ¢alismada, Kayseri ve yoresinden toplanan geleneksel yollarla iiretilmis 100
tizim pekmezi Orneginin HMF, pH ve toplam asitlik miktarlar1 tayin edilmistir.
Analizleri yapilan iiziim pekmezi 6rneklerindeki HMF miktarlar1 1.6 ile 183.8 mg kg™
araliginda degismektedir. Orneklerin ortalama HMF diizeyi 57.4+40.9 mg kg™ olarak
hesaplanmistir. Orneklerin 18 tanesinde HMF miktar1 “Tiirk Gida Kodeksi Tebligi’nde”
iiziim pekmezi drneklerinde miisaade edilen en yiiksek HMF miktar1 olan 75 mg kg™

diizeyinin iizerinde oldugu belirlenmistir.

Pekmezlerin pH degerleri 4.14 ile 5.64 arasinda degigsmektedir. “Tiirk Gida Kodeksi
Tebligi’ne” gore tath iiziim pekmezinin pH degeri 5.0-6.0 araliginda olmasi gerektigi
bildirilmektedir. Toplanan {iziim pekmezi 6rneklerinin 27 tanesinde pH degerinin “Tiirk
Gida Kodeksi Tebligi’nde” verilen alt smir degeri 5.0 degerinden diisiik oldugu
belirlenmistir. Titre edilebilir asitlik miktari ise sitrik asit cinsinden 38.5-105.0 mg kg™

araliginda degigsmektedir.

Toker ve Hayoglu 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada Sanliurfa yoresinin geleneksel
bir iiriinii olan giin pekmezini kendileri iireterek kimyasal analizlerini yapmuslardir. Elde
ettikleri 11 iiziim pekmezi rneginin HMF derisiminin 0.15 ile 1.20 mg kg araliginda
oldugu belirlenmistir. Pekmezlerin pH degeri ise 5.09 ile 6.49 araliginda degismektedir.
Toplam asitlik ise miktar1 (tartarik asit cinsinde) 80-1180 mg kg™ araliginda degistigi
bildirilmistir. Elde ettigimiz sonuclar burada elde edilen sonuclarla karsilastirildiginda

toplanan Orneklerdeki HMF miktarinin bu ¢alismada bulunan degerlerin ¢ok daha
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tizerinde oldugu goriilmektedir. pH degeri ise topladigimiz orneklerde daha diisiik
degerlerdedir. Buna ragmen toplanan Orneklerdeki toplam asitlik miktar1 Toker ve

Hayoglu tarfindan yapilan ¢caliymada elde edilen degerlerden ¢cok daha diisiiktiir (45).

Akbulut ve Ozcan 2008 yilinda yaymmladiklar1 bir ¢aliymada Selguk Universitesi’nde
pilot olarak iirettikleri Sorgum pekmezinin kimyasal analizlerini yapmustir. HMF
diizeyini 15.1+1.0 mg kg™, pH degeri 5.9 ve titre edilebilir asitlik 6800 mgkg”
oldugunu belirtmistir. Calismamizda elde edilen sonuglarla bu sonuglar karsilastirildigi
zaman HMF degerinin bizim ortalama degerlerimizden yaklasik 1/3 kadardir. pH degeri
topladigimiz orneklerin pH degeri daha diisiiktiir. Toplam asitlik ise daha yiiksektir
(46).

Bilgicli ve Akbulut 2009 yilinda yayimladiklar1 bir caligmada Tiirkiye'nin farklh
yerlerinden toplanan dut, kayisi, andizotu, iiziim ve karpuz pekmezi Orneklerinin
kimyasal analizlerini yapmislardir. Uziim pekmezi 6reginin HMF diizeyi 34.1 mg L™ ve
pH degeri 4.58 olarak verilmistir. Calismamizda elde edilen ortalama HMF degeri ve
pH degeri bu calismada elde edilen degerden daha yiiksektir (47).

Bozkurt, Gogiis ve Eren, 1998 yilinda yayimladiklar1 bir ¢alismada pekmezde saklama
sirasinda ortaya ¢ikan maillard reaksiyonu iizerine pH, sicaklik ve ¢oziinebilir kuru
madde miktarmin etkilerini incelemislerdir. Reaksiyonun bir ara iiriinii olan 5-
hidroksimetil furfural birikimi referans alarak takip etmislerdir. Pekmezde de iiretim
esnasinda uygulanan yiiksek sicakligmm 5-HMF olusumuna neden oldugu ve saklama
sirasinda konsantrasyonunun arttigi ve buna bagh olarak da pekmez kalitesinin diistiigii
gozlenmistir (48). Yaptigimiz calismada bazi iiziim pekmezi Orneklerinde HMF
degerlerinin yiiksek olmasinin 1s1 islemin fazla uygulanmasi sonucu oldugu

diistiniilmektedir.

Sonug olarak geleneksel yollarla iiretimi yapilan pekmezlerde bilingsiz yapilan asir1 1s1l
islemler sonucu kolon kanseri basta olmak iizere tiimorojenik etkiye neden olan HMF

artmakta ve insan saghgini ¢ok ciddi tehlikelere maruz birakmaktadir.

Bunun igin insanlarimizin bilin¢lendirilmesi biiyiik ¢nem arz etmektedir. Ozellikle
kirsal kesimlerde c¢okca iiretimi yapildigr icin bilhassa koylii iireticilerimizin
bilgilendirilmesi ve almalar1 gereken Onlemlerin anlasilir sekilde izah edilmesi

gerekmektedir.
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HMF olusumuna, yiiksek 1s1l islem uygulanmasmin ve bu 1sil islem siiresinin
uzamasinin etkisinin oldugu bilinmektedir. Ancak HMF olusumunda hangi gida icin
hangi sicakligin ne etkisinin oldugu ve 1s1l islem siiresinin ne kadarla siirlandirilmasi
gerektigi ile ilgili literatiir bilgisine rastlanmamustir. Ozellikle sekerli gida iiriinleri icin,
farkli sicaklik ve farkli 1s1l islem siirelerinin HMF olusumuna etkilerin nasil oldugunun

arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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