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OZET

Hidroksimetilfurfuralin Bal Aromal Suruplarda HPLC Yoéntemi ile Analizi

Amag: Bu calismanin temel amaci, hidroksimetilfurfural (HMF) adli bilesigin
kantitatif olarak tayinine yonelik, uygulanabilirligi yiliksek, glivenilir ve basit bir yiiksek
performansli sivi kromatografi (HPLC) yoOnteminin gelistirilmesi ve uluslararasi

gecerlilik kriterlerine uygun sekilde valide edilmesidir.

Materyal ve Metot: HMF analizleri, ters faz HPLC sisteminde, partikiil boyutu
5 um olan ve 250x4.6 mm i¢ c¢apa sahip Cig kolon kullanilarak gergeklestirilmistir.
Dedeksiyon 284 nm dalga boyuna ayarlanmis UV dedektor yardimiyla yapilmigtir. Mobil
faz olarak, metanol ve asetonitrilden olusan 10:90 (h/h) oranindaki karisim kullanilmis;
akis hiz1 1.0 mL dak? olarak ayarlanmistir. Bu kosullarda yapilan analizler, 10 dakikadan
kisa siirede tamamlanmistir. Yontem validasyonu kapsaminda; dogrusallik, kesinlik
(intra-day ve inter-day), dogruluk (bias), stabilite, tayin edilebilme sinir1 (LOD) ve miktar
tayin st (LOQ) gibi analitik parametreler, ICH kilavuzu dogrultusunda

degerlendirilmistir.

Bulgular: Gelistirilen HPLC y&nteminin kalibrasyon egrisi, 0.10-100 ug mL*
derisim araliginda yiiksek diizeyde dogrusal bulunmustur (R>>0.999). HMF igin
hesaplanan giinii i¢i ve giinler aras1 kesinlik degerleri, %2.40’1n altinda kalmis; dogruluk
ise %0.88’den daha diigiik bagil hata degerleri ile ifade edilmistir. Bal aromali suruplarda
HMF'nin geri kazanim oranlarini belirlemek amaciyla GrinTuss, Biakaf ve Bisolnatur

marka suruplar ilizerinde standart ekleme yontemi kullanilmistir.

Sonu¢: Bu calisma kapsaminda gelistirilen ve basariyla valide edilen HPLC
yontemi ile piyasada bulunan bal aromal1 suruplarda HMF'nin giivenilir sekilde analizinin
gerceklestirilebildigi gosterilmistir. Analiz sonuglari, literatiirde yer alan benzer
calismalar ile karsilagtirilmis ve yontem dogrulugu ile giivenilirligi teyit edilmistir. Elde
edilen veriler, HMF’nin bal aromali {irtinlerdeki varliginin izlenmesinde bu yontemin

etkin sekilde kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Gegerlilik testi, HMF, surup, YBSK



ABSTRACT

Analysis of Hydroxymethylfurfural in Honey-Flavored Syrups by HPLC Method

Aim: The primary aim of this study was to develop a simple, reliable, and practical
high-performance liquid chromatography (HPLC) method for the quantitative
determination of the compound hydroxymethylfurfural (HMF), and to validate the

method in accordance with international regulatory standards.

Material and Method: HMF analyses were carried out using a reverse-phase
HPLC system equipped with a C18 column (5 pm, 250 x 4.6 mm i.d.). Detection was
performed using a UV detector set at a wavelength of 284 nm. The mobile phase consisted
of a mixture of methanol and acetonitrile in a 10:90 (v/v) ratio, with a flow rate set at 1.0
mL min. Under these conditions, the analysis was completed in less than 10 minutes.
Method validation was conducted in accordance with the ICH guideline, evaluating
analytical parameters such as linearity, precision (intra-day and inter-day), accuracy
(bias), stability, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ).

Results: The calibration curve of the developed HPLC method was found to be
highly linear within the concentration range of 0.10-100 pg mL* (R2> 0.999). The intra-
day and inter-day precision values for HMF were below 2.40%, and the accuracy
(expressed as relative error) was less than 0.88%. In order to determine the recovery rates
of HMF in honey-flavored syrups, the standard addition method was applied to

commercially available products including GrinTuss, Biakaf, and Bisolnatur.

Conclusion: The HPLC method developed and successfully validated in this
study demonstrated the capability to reliably analyze HMF content in honey-flavored
syrups available on the market. The analytical results were compared with previous
studies reported in the literature, confirming the accuracy and reliability of the method.
The findings indicate that this method can be effectively utilized for monitoring the
presence of HMF in honey-flavored pharmaceutical and commercial syrup formulations.

Key Words: HMF, HPLC, syrup, validation test
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1. GIRIS

Bal, tarihsel siirecte hem gida hem de geleneksel tedavi amaciyla kullanilan dogal
bir iiriindiir. Iceriginde baslica fruktoz ve glikoz olmak iizere cesitli sekerler, enzimler,
amino asitler, vitaminler ve fenolik bilesikler bulunur. Ancak bu degerli icerigin
korunabilmesi, balin iretiminden tiiketime kadar gegen siiregte uygun kosullarda
islenmesi ve muhafaza edilmesiyle dogrudan iligkilidir. Bu siirecte karsilasilan en 6nemli
kalite gostergelerinden biri, hidroksimetilfurfural (HMF) igerigidir.

HMF, 6zellikle heksoz sekerlerinin (basta fruktoz olmak iizere) asidik ortamda ve
1s1l islem altinda parcalanmasi sonucu olusan bir bilesiktir. Dogal olarak olusan bu
madde, balda 1s1l isleme ya da uzun siireli ve yiiksek sicakliklarda muhafazaya maruz
kalindiginda belirgin sekilde artar. Bu nedenle, HMF diizeyi, balin islenme ge¢misini ve
depolama kosullarin1 degerlendirmede énemli bir parametre olarak kullanilmaktadir.

Taze ve kovandan yeni hasat edilmis dogal ballarda HMF miktar1 genellikle 1
mg/kg’in altinda iken, sicaklik kosullarinin 20 °C’nin iizerine ¢ikmasiyla bu miktar
artmaya baslamaktadir. Ozellikle yaz aylarinda sicakligin 40°C’yi gectigi cografi
bolgelerde iiretim sirasinda bile HMF birikimi gozlenebilmektedir. Bu nedenle, bu gibi
iklim kosullarina sahip bdlgelerde iiretilen ballarda 10 mg/kg’a kadar olan HMF
seviyeleri normal kabul edilmektedir. Bununla birlikte, Codex Alimentarius ve Tiirk Gida
Kodeksi gibi uluslararasi ve ulusal standartlara gore, satisa sunulan ballarda HMF diizeyi
40 mg/kg’1 gegmemelidir.

HMF yalnizca balin 1s1l islem ge¢misi hakkinda bilgi vermekle kalmayip, ayni
zamanda iirliniin sahteciligi konusunda da ge¢miste dnemli bir gosterge olmustur. 1900’1l
yillarin baslarinda HMF, bala disaridan glikoz veya fruktoz bazli invert suruplar ilave
edilip edilmedigini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Bu yoniiyle HMF analizi, gida

giivenligi ve tiiketici saglig1 agisindan biiyiik bir 5Snem tagimaktadir. Ozellikle ¢cocuklar,



yasglilar ve bagisiklik sistemi zayif bireyler gibi hassas gruplarin bu tiir iiriinleri sik¢a
tiiketmeleri, balin kimyasal kalitesinin ve safliginin analiz edilmesini daha da 6nemli hale
getirmektedir.

Sadece bal degil, meyve suyu, siit, pekmez, recel ve tahil iiriinleri gibi diger
gidalarda da HMF, iirliniin 1s1ya maruz kalip kalmadigini ve uygun kosullarda muhafaza
edilip edilmedigini anlamada kullanilan yaygin bir kimyasal gosterge olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu nedenle literatiirde HMF tayinine yonelik ¢ok sayida analitik ¢aligmaya
rastlanmaktadir. Ancak, Tiirkiye piyasasinda satilan bal aromali suruplarda HMF
miktarinin tayinine yonelik yliksek performansli sivi kromatografi (HPLC) temelli
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu durum, bu alandaki akademik boslugu ortaya
koymakta ve yapilacak calismanin literatiire 0Ozgiin katki saglayabilecegini
gostermektedir.

Glintimiizde HPLC, farmasotik preparatlardan biyolojik materyallere kadar birgok
alanda giivenilirlik ve hassasiyet agisindan yaygin olarak kullanilan bir analiz yontemidir.
Bununla birlikte, tampon sistemleri iceren mobil faz kompozisyonlarinin giinliik olarak
hazirlanma zorunlulugu, kolon émriinii kisaltmakta ve analiz siirecini hem zaman hem de
maliyet agisindan zorlastirmaktadir. HPLC analizlerinde sistemin kosullandirilmasi,
uygun parametrelerin optimize edilmesi ve yontem validasyonu siirecleri zaman alici
olmakla birlikte, elde edilen verilerin giivenilirligini ve dogrulugunu dogrudan
etkilemektedir.

Bu tez calismasinda, eczanelerde ve piyasada satisa sunulan bal aromali
suruplarda HMF igeriginin belirlenmesine yonelik basit, uygulanabilir ve gilivenilir bir
HPLC analiz yonteminin gelistirilmesi amaglanmistir. Gelistirilen yontem, |CH kilavuzu
dogrultusunda dogruluk, kesinlik, se¢icilik, alt tayin sinir1 (LOD), miktar tayin siniri

(LOQ), dogrusallik, stabilite ve geri kazanim gibi temel validasyon parametreleri



acisindan degerlendirilmistir. Ardindan valide edilen bu yontem, piyasada bulunan bal
aromal1 surup Orneklerine uygulanarak HMF analizleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma,
hem bal aromal1 suruplarin kimyasal kalitesinin belirlenmesine katki saglamay1 hem de
gida giivenligi agisindan 6nemli bir kontrol mekanizmasinin olusturulmasina yardimei

olmay1 hedeflemektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hidroksimetilfurfural

Hidroksimetilfurfural (HMF) (Sekil 2.1), karbonhidrat i¢ceren gidalarda 1s1l islem,
asidik ortam ve uzun siireli depolama gibi faktorlerin etkisiyle meydana gelen 6nemli bir
kimyasal bilesiktir. Ozellikle heksozlarin asidik kosullarda dehidrasyonu veya Maillard
reaksiyonu (enzimatik olmayan esmerlesme) sonucunda olusan HMF, gida iiriinlerinde
hem kalite hem de tazelik gostergesi olarak degerlendirilir (Fallico ve ark., 2004).
HMF'nin olusumu, 6zellikle fruktoz ve glukoz gibi indirgen sekerlerin yiiksek sicaklik ve
diisiik pH gibi uygun ortam kosullarinda par¢alanmasi ile iligkilidir. Bu 6zelligi nedeniyle
HMF, karbonhidrat icerigi yiiksek olan gidalarda 1si1l islemin ve depolama siiresinin

izlenebilirligini saglayan kimyasal bir indikator olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.

HO / \\ 0
0

Sekil 2.1. HMF kimyasal yapisi

Asidik ortam ve yliksek sicaklik kosullarinda, asitlerin katalizor gérevi gordiigii
reaksiyonlar sonucunda monosakaritlerin su kaybetmesiyle pentozlardan furfural,
heksozlardan ise HMF meydana gelir (Belitz ve Grosch, 1999). Bu reaksiyonlar 6zellikle
ketopentoz ve heksozlarin dehidrasyonu ile ger¢eklesmektedir (Teixidd ve ark., 2006).
HMF olusum siireci literatiirde detayli bi¢imde agiklanmis olup, bu reaksiyonun kimyasal
mekanizmasi agiklanmistir. Reaksiyonun hizi; ortam sicakligi, pH degeri, su aktivitesi,
indirgen seker ve amino asit icerigi gibi bircok faktdrden etkilenmektedir (Burdurlu ve
Karadeniz, 2002). Nitekim her 10 °C’lik sicaklik artisinin, HMF olusum hizin1 dort katina
cikardigr belirtilmistir ki bu durum, sicaklifin bu reaksiyonda belirleyici bir faktor

oldugunu ortaya koymaktadir.



Bal, dogasi geregi yiiksek miktarda seker (6zellikle fruktoz ve glukoz), diisiik pH,
hafif asidik yap1 ve su aktivitesi gibi HMF olusumu i¢in uygun kimyasal 6zelliklere
sahiptir. Bu nedenle balda HMF olusumu, hem {iretim hem de depolama asamalarinda
dikkate alinmas1 gereken onemli bir kalite unsurudur. Balin kimyasal 6zellikleri (seker
icerigi, toplam asidite, pH, mineral madde igerigi), islenme sekli ve depolama siireci gibi
etkenler, HMF olusum miktarini dogrudan etkilemektedir (Tosi ve ark., 2002). Ozellikle
fermantasyonun Onlenmesi ve kristalizasyonun geciktirilmesi amaciyla uygulanan 1s1
islemleri, ticari bal liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu islemler, taze
ballarda neredeyse sifira yakin olan HMF seviyelerinin artmasina neden olmaktadir.
Yiiksek sicaklik ve uzun siireli 1sitma islemleri sonucunda HMF miktar1 hizla artmakta,
bu da balin raf dmriinii ve kalitesini olumsuz etkilemektedir (Sanz ve ark., 2003; Morales
ve ark., 2009).

HMF, bu ozellikleriyle yalnizca balin degil, ayn1 zamanda islenmis diger
karbonhidrat i¢eren gidalarin da kalitesini belirlemede kullanilan giivenilir bir parametre
haline gelmistir. Bu kapsamda, Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi (Anonim, 2012) ¢igek ve
salg1 ballar1 igin HMF diizeyini maksimum 40 mg kg olarak sinirlandirmistir. Bu deger,
balin uygun kosullarda iiretildigini ve saklandigini gosteren 6nemli bir kriter olarak kabul
edilmektedir.

Gida endiistrisinde triinlerin raf Omriinli uzatmak, mikrobiyal gilivenligini
saglamak ve istenen duyusal 6zellikleri kazandirmak amaciyla uygulanan 1si1l iglemler,
¢ogu zaman HMF olusumunu da beraberinde getirmektedir. Isil islemler sonucunda HMF
olusumu kag¢inilmaz hale gelmekte, bu durum da iiriiniin hem besin degerinde azalma,
hem de istenmeyen kimyasal bilesiklerin birikimi gibi olumsuz etkiler dogurmaktadir
(Rada-Mendoza ve ark., 2002). Gidalarin isleme ve saklama siirecinde meydana gelen bu

tir kimyasal degisimlerin takibi, iiretim kosullarinin kontrolii acisindan oldukca



onemlidir. Bu noktada HMF, gida kalitesini etkileyen 1s1l islemlerin kontrolii i¢in etkin
bir gosterge olarak degerlendirilmektedir (Namaka ve ark., 1993).

Gida tretimi stirecinde HMF olusumu, yalnizca kaliteyi degil, ayn1 zamanda
tiketici sagligini ilgilendiren bir konudur. Yapilan arastirmalarda HMF’nin yiiksek
konsantrasyonlarda mutajenik, genotoksik ve sitotoksik etkilere sahip olabilecegi rapor
edilmistir. Ayrica HMF’nin bazi metabolik siireglerde aktif tiirevler olusturarak DNA’ya
zarar verebilecegi ve bu yolla kansere neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Rufian-
Henares ve De La Cueva, 2007; Durling ve ark., 2009).

2.2. HMF’nin Saghk Uzerine Etkileri

HMF, karbonhidratlarin yiiksek sicaklikta islenmesi sirasinda Maillard reaksiyonu
veya karamelizasyon gibi kimyasal siire¢ler sonucu olusan bir bilesiktir. Bal, regel, surup,
kurutulmus meyveler, kahve ve firin tiriinleri gibi birgok 1s1l islem gérmiis gidada dogal
olarak olusur. HMF, gida endiistrisinde kalite gostergesi olarak kullanilsa da, son yillarda
toksikolojik etkileri nedeniyle dikkat ¢ekmektedir (Janzowski ve ark., 2000).

Yapilan c¢alismalar, HMF’nin yiiksek dozlarda karaciger ve bobrek gibi
detoksifikasyon organlarinda toksik etki olusturabilecegini gostermektedir. Ozellikle
HMF’nin metabolitlerinden biri olan 5-siilfoksimetilfurfural (SMF), karaciger
hiicrelerinde (hepatositlerde) yapisal bozulmalara, bobreklerde ise proksimal tiibiil
hasarina yol agabilir (Bauer-Marinovic ve ark., 2019). Uzun siireli ve yiiksek doz
maruziyet durumlarinda, karacigerde hepatomegali ve hiicre i¢i dejenerasyon gibi
patolojik degisiklikler gbzlemlenmistir.

HMF nin sinir sistemi iizerindeki etkileri de yapilan in vitro ¢aligmalarda ortaya
konmustur. Ozellikle PC12 ve HT22 gibi noronal hiicre hatlarinda yapilan galismalarda,

HMEF nin hiicre canliligini azalttig1, kalsiyum iyonu salinimini artirdigi ve oksidatif stresi



tetikledigi belirtilmistir (Zhang ve ark., 2020). Bu etkiler, sinaptik iletisimi bozarak
norodejeneratif hastaliklara zemin hazirlayabilecek bir potansiyele igaret etmektedir.

HMF'nin genetik materyal {izerinde potansiyel zararli etkileri oldugu bazi
caligmalarla gosterilmistir. Janzowski ve arkadaslarmin (2000) yaptigi kapsamli bir
degerlendirmede, HMF'nin DNA hasarina neden olabilecegi ancak bu etkinin 6zellikle
metabolit formu olan SMF aracilifiyla ortaya c¢iktig1 belirtilmistir. Bununla birlikte,
yapilan bir¢ok in vivo deneyde mutajenik etkinin diisiik oldugu veya gozlenmedigi
raporlanmaistir.

HMF'nin kanserojen olup olmadig1 konusu bilimsel camiada tartismalidir. Uzun
siireli hayvan caligmalari, karaciger adenomu gibi timor benzeri olusumlara isaret
etmistir; fakat bu sonuglarin insanlar i¢in dogrudan genellenmesi miimkiin degildir
(Bauer-Marinovic ve ark., 2019). HMF'nin potansiyel kanserojen etkileri, 6zellikle
gidalarda siirekli maruz kalinan diisiik dozlarin uzun vadeli etkileri agisindan daha fazla
arastirma gerektirmektedir.

Zhang ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan calismada, HMF'nin mide
mukozasinda oksidatif stres olusturarak hiicre hasarina yol actig1, apoptozu indiikledigi
ve siki baglanti (tight junction) proteinlerinin ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir. Bu
durum, gastrointestinal bariyer biitlinliiglinlin bozulmasina ve patojen ge¢isinin artmasina
neden olabilir. Ayrica bu etkiler, HMF nin yiiksek oranda bulundugu bal aromal1 suruplar
gibi {irlinlerin uzun vadede mide saglig1 agisindan dikkatle degerlendirilmesi gerektigini
gostermektedir.

Zhang ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yiiriitiillen hayvan deneylerinde, HMF’ye
maruz kalan disi siganlarda estrus dongiistinde uzama, yumurtalik folikiillerinde atrofi ve
hormonal diizensizlikler gozlenmistir. Bu bulgular, HMF’nin endokrin sistemi

etkileyebilecek bir ¢evresel toksik madde olabilecegini diisiindiirmektedir.



Giinlik HMF alimz; diyetin igerigine, tiiketilen gidalarin tiiriine ve pisirme sekline
gore degismektedir. Yapilan ¢alismalarda giinliik 80-100 mg kg viicut agirhgina kadar
olan HMF alimlarinin toksikolojik a¢idan giivenli kabul edilebilecegi belirtilmistir
(Bauer-Marinovic ve ark., 2019). Ancak asiri 1s1l islem gérmiis veya uzun siire saklanmis
tirtinlerde bu sinirlarin asilabildigi bilinmektedir. Bu nedenle, 6zellikle gida iiriinlerinin
tiretim ve saklama kosullar1 dikkatle izlenmelidir.

HMF, bir¢ok gidada dogal olarak bulunmasina ragmen, yiiksek dozlarda
potansiyel saglik riskleri de tasiyan bir bilesiktir. Ozellikle karaciger, bobrek, sinir
sistemi, sindirim sistemi ve endokrin sistem tzerindeki etkileri bilimsel olarak
gosterilmistir. Bununla birlikte, mevcut veriler ¢ogunlukla hayvan deneylerine dayali
olup, insanlar {izerindeki uzun vadeli etkiler konusunda daha fazla epidemiyolojik ve
klinik aragtirmaya ihtiya¢ vardir. Gida iirlinlerindeki HMF miktarinin izlenmesi ve
maruziyetin kontrol altinda tutulmasi, halk saglig1 acisindan 6nem arz etmektedir.

Bu baglamda, karbonhidrat igerigi yiiksek olan ve 6zellikle ¢ocuklar gibi hassas
gruplarca tiiketilen gida tliriinlerinin HMF ig¢eriginin kontrol edilmesi biiyiik bir 6nem arz
etmektedir. Son yillarda, bal igerikli ya da bal aromal1 olarak piyasaya siiriilen suruplarin
sayisinda belirgin bir artis yasanmustir. Bu iriinler gogu zaman "dogal" ya da "bitkisel"
nitelikte pazarlansa da, igeriklerinde yiiksek sicaklik islemlerine maruz kalinmig
olabilecegi ve buna bagli olarak HMF seviyelerinin yiikselmis olabilecegi bilinmektedir.

Bu ¢alismada, eczanelerde ve piyasada farkli firmalar tarafindan satisa sunulan bal
aromal1 suruplarda HMF diizeylerinin tespiti amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
hizli, giivenilir ve pratik uygulanabilirlige sahip bir yiiksek performansh sivi
kromatografi (HPLC) yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontem ile farkli satig
noktalarindan temin edilen bal aromali suruplarda HMF diizeyleri belirlenmis; elde edilen

bulgular, iirtinlerin 1s1l islem ge¢misi ve kalitesi agisindan degerlendirilmistir. Boylece



piyasada yer alan bal aromali suruplarin HMF igerik diizeylerinin belirlenmesiyle, hem
halk sagliginin korunmasi hem de kalite standartlarinin denetlenmesine katki saglanmasi
hedeflenmistir.

2.3. HMF ile Tlgili Yapilan Calismalar

Gida {iriinlerinin islenmesi ve muhafazasi sirasinda maruz kaldigi 1s1 islemleri,
ozellikle seker icerigi yiiksek tiriinlerde, bazi istenmeyen bilesiklerin olusmasina neden
olabilmektedir. Bu bilesiklerin basinda gelen 5-hidroksimetilfurfural (HMF),
karbonhidratlarin asidik ortamda ve 1s1l islem altinda parcalanmasi sonucu olusur ve
bircok gidada kaliteyi etkileyen onemli bir indikator olarak degerlendirilmektedir.
Ozellikle fruktoz ve glukoz gibi heksoz sekerlerinin yiiksek sicakliklara maruz kalmasi
sonucu meydana gelen HMF, sadece iiriiniin islenme derecesini degil, ayn1 zamanda raf
omrii siliresince depolama kosullarinin uygunlugunu da yansitan kimyasal bir
parametredir.

HMF olusumu; sicaklik, pH, siire, seker tiirli ve konsantrasyonu gibi bir¢ok
faktorden etkilenmektedir. Bu durum, gida iirtinlerinde HMF seviyelerinin sadece tiretim
sirasinda degil, depolama siiresince de artabilecegini gdstermektedir. Ozellikle ticari
olarak iiretilen recel, marmelat, pekmez ve meyve sular1 gibi {irtinlerde, islem kosullarina
ve depolama siiresine bagli olarak baslangigta diisitk olan HMF seviyeleri zamanla
onemli 6lglide artabilmektedir. Rada-Mendoza ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yiiriitiilen
bir ¢aligmada, 38 regel ve 18 meyve bazli bebek gidasi 6rneginde HMF miktarinin 7.2 ila
71.7 mg kgt arasinda degistigi rapor edilmistir. Ayn1 ¢alismada, 20 °C ve 35 °C’de 12 ay
boyunca depolanan iiriinlerde HMF seviyelerinin sicaklik ve siireyle dogru orantili olarak
artt1g1 ve bu artigin iiriin kalitesini olumsuz etkiledigi gosterilmistir.

Kus ve arkadaglar1 (2005) tarafindan yiiriitiilen daha kapsamli bir analizde ise,

farkl tiirdeki gidalarda (6rnegin kurutulmus meyveler, bal, regel, tahil iiriinleri, meyve
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sulari, sirke ve helva) HMF miktarmin O ile 3500 ppm arasinda degistigi tespit edilmistir.
Bu genis varyasyon, HMF olusumunun sadece iiriin tipine degil, ayn1 zamanda isleme
kosullarina ve saklama ortamima da bagli oldugunu ortaya koymaktadir. HMF’ nin
olusumunu siirlandirmaya yonelik teknolojik uygulamalara dair bir bagka ¢alismada,
Kaplan (2006) meyve sularinin pastdrizasyon sonrasi hizla sogutulmasinin HMF
tiretimini sinirlamada etkili oldugunu gostermistir. Bu ¢alismaya gore, pastorize edilip
dogrudan sogutulmayan tiriinlerde HMF seviyesi, sogutulmus tirlinlere kiyasla %4.2 ila
%21.4 oraninda daha yiiksek bulunmustur.

Isil igleme maruz birakilan, seker icerigi yiiksek pek cok gida (kurutulmus
meyveler, meyve suyu, marmelat, regel, pekmez, salca, sirke, biskiivi, karamel tirtinleri
vb.) dogal olarak belirli miktarda HMF icermektedir. Bu bilesigin gida igerisindeki
yiiksek konsantrasyonlari, lirliniin renginde esmerlesme, tat ve koku profilinde degisiklik,
besin degerinde azalma gibi kaliteyi dogrudan etkileyen sonuglara yol acabilmektedir.
Ayrica HMF, yalnizca duyusal ve besinsel kaliteyi degil, ayn1 zamanda tiiketici sagligin
da 1ilgilendiren bir bilesiktir. Janzowski ve arkadaslar1 (2000) tarafindan yapilan
caligmalar, HMF'nin yiiksek diizeylerde toksik 6zellikler gdsterebilecegini, bu durumun
insan saglig1 agisindan c¢esitli endiselere yol agabilecegini ortaya koymustur. Bu nedenle,
bazi gidalarda HMF miktarina iligkin yasal sinirlamalar getirilmistir.

Tiirkiye'de yiiriirliikkte olan Tiirk Gida Kodeksi, ¢esitli iirlinler i¢in HMF sinir
degerlerini acikga belirtmistir. Ornegin, 2012/58 sayili Bal Tebligi kapsaminda bal
iiriinlerinde HMF diizeyi en fazla 40 mg kg™ olarak belirlenmistir. Yine 2007/27 sayili
Uziim Pekmezi Tebligi, s1ivi pekmezler icin HMF simirin1 75 mg kg, kat: pekmezler igin
ise 100 mg kg* olarak tanimlamustir. Ancak siit iiriinleri, meyveli toz igecekler, peynir

alt1 suyu gibi diger 1s1l islem gérmiis gidalarda HMF olusumunun kontroliine yonelik
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uygulamalarin yeterince sistematik olmadigi da bazi ¢alismalarca dile getirilmistir
(Dogan ve ark., 2004).

Malezya’da yapilan bir calismada, dokuz farkli bal 6rneginin hidroksimetilfurfural
(HMF) igerikleri yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemiyle analiz
edilmistir. Arastirma sonuglari, balin depolama siiresi ile HMF seviyesi arasinda anlamli
bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Taze ballarda 3-6 ay icerisinde 2.80-24.87 mg kg
arasinda HMF tespit edilirken, 12-24 ay gibi uzun siirelerde depolanan 6rneklerde HMF
seviyesinin 128.19-1131.76 mg kg™'a kadar yiikseldigi saptanmistir. Bu bulgular, balin
en ge¢ bir yil icinde tiikketilmesinin kalite agisindan 6nemli oldugunu gostermektedir
(Khalil ve ark., 2010).

Istanbul’da marketlerden temin edilen sekiz farkli ticari elma suyu &rnegi iizerinde
yapilan bir ¢alismada, HMF seviyeleri HPLC ile analiz edilmistir. Bulgular, HMF
iceriginin 1.77-7.73 mg L7 arahginda degistigini gdstermistir. Bu calisma, HPLC
yonteminin elma suyu gibi 1s1 iglemine tabi gidalarda kalite kontrol agisindan
kullanilabilirligini ve etkinligini vurgulamaktadir (Sahin ve Bilgin, 2020).

Farkli meyve suyu konsantreleri tizerinde yapilan bir arastirmada, HMF seviyeleri
0.4 ile 4.5 ppm arasinda degismistir. Bu degerlerin, liriinlerin gegirdigi 1s1l islemler ve
non-enzimatik esmerlesme reaksiyonlariyla dogrudan iliskili oldugu belirlenmistir.
HPLC yontemiyle elde edilen veriler, konsantre iiriinlerde HMF'nin 1s1ya bagli olusum
mekanizmalarinin anlagilmasina katki saglamaktadir (Ramirez-Jiménez ve ark., 2000).

Unifloral ballar ve ticari bal karisimlari izerinde yapilan karsilastirmali calismada,
HMF analizinde HPLC yontemi ile spektrofotometrik yontem karsilagtirilmistir. HPLC
yontemi, 1-4 mg kg? gibi diisiik konsantrasyon araliklarinda daha yiiksek dogruluk ve
hassasiyet sunarak spektrofotometrik yonteme gore daha iistiin bulunmustur (Smanalieva

ve Senge, 2009). HMF'nin portakal suyu 6rneklerinde tayini amaciyla gelistirilmis bir
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HPLC yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada, etil asetat ile ekstraksiyon sonrast ters faz
HPLC uygulanmistir. Yontem, %96.1 £+ 4.1 geri kazanim orani ve 5.0 ppb dedeksiyon
limiti ile oldukga giivenilir sonuglar sunmustur (Vallejo ve ark., 2003).

Nar suyu flizerine yapilan bagka bir arastirmada, Sep-Pak C-18 kartuslari ile
yapilan saflastirma islemi sonrasi HPLC ile analiz gergeklestirilmistir. Bu yoOntem,
HMF’nin nar suyundaki miktarinin dogru bi¢cimde belirlenmesini saglarken, fenolik
bilesiklerle olan potansiyel kimyasal etkilesimlerini de degerlendirmeye imkan tanimistir
(Taha ve ark., 2019).

HMF'nin toksikolojik 6zelliklerine odaklanan bir ¢alismada, bu bilesigin insan
sagligi lizerinde potansiyel kanserojen ve sitotoksik etkiler olusturabilecegi belirtilmistir.
HPLC ile yapilan 6l¢iimlerde HMF diizeylerinin yiiksek oldugu orneklerde ozellikle
DNA hasar1 ve hiicre toksisitesine dair risklerin arttig1 gozlemlenmistir (Kumar ve Sinha,
2021).

Malezya'da yapilan bir bagka calismada, farkli yorelere ait bal orneklerinin
fizikokimyasal Ozellikleriyle birlikte HMF igerikleri de HPLC yontemiyle analiz
edilmistir. Calisma, HMF diizeylerinin balin antioksidan kapasitesi ile ters orantili
oldugunu ve bu yontemin kalite belirlemede etkin sekilde kullanilabilecegini ortaya
koymustur (Moniruzzaman ve ark., 2013).

Misir’da gergeklestirilen bir calismada, meyve suyu 6rneklerinde hem HMF hem
de patulin miktarlar1 HPLC yontemiyle tespit edilmistir. Sonuglar, HMF seviyelerinin
0.53ile 477 mg L arasinda degistigini gdstermistir. Bu ¢alisma, HMF'nin kalite kontrolii
acisindan 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir (El-Kalyoubi ve Mohamed, 2021).

Gida tirtinlerinde HMF'nin bir kalite belirteci olarak kullanilabilirligine yonelik
yapilan bir ¢aligmada, farkli gida kategorilerindeki 6rneklerde HMF diizeyleri analiz

edilmistir. HPLC yontemiyle yapilan bu analizler, {iretim ve depolama kosullarinin
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izlenebilirliginde HMF’nin etkin bir kimyasal gosterge oldugunu ortaya koymustur
(Mroczek ve Wojciak-Kosior, 2018).

HMF ve benzeri furan tiirevleri, 6zellikle uzun vadeli tiiketimde saglik agisindan
risk olusturabilecek bilesikler olarak degerlendirilmektedir. HMF, pentozlardan furfural,
heksozlardan ise asidik ortamda ve yiiksek sicaklikta doniisiimle olugmaktadir. Bu
bilesigin mutajenik ve genotoksik etkileri, gesitli in vitro ve in vivo caligmalarla
desteklenmistir. Miller (1994), HMF'in hiicre diizeyinde mutasyonlara neden
olabilecegini, dolayisiyla potansiyel kanserojen bilesikler arasinda
degerlendirilebilecegini belirtmistir. Teixidé ve arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan
hayvan deneylerinde, HMF'nin yiliksek dozlarda iist solunum yollari, goz, deri ve
mukozalarda tahrise yol agtig1 ve sitotoksik etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica,
HMF’nin siilfotransferaz enzimleri araciligiyla biyolojik olarak aktif hale gelerek
DNA’ya zarar verebildigi, Rufian-Henares ve De La Cueva (2007) ile Durling ve
arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan caligmalarda ortaya konmustur. Teixidd ve
arkadaglar1 (2006) tarafindan yapilan toksikolojik degerlendirmelerde, farelerde oral
yolla verilen HMF'nin letalik dozu (LDso) yaklasik 3.10 g kg? viicut agirhig olarak
belirlenmistir.

Bu veriler, 6zellikle gida bilesenlerinin kanser yapici potansiyeli ve diinya
genelinde artan kanser prevalanst gdz Oniinde bulunduruldugunda, gida giivenligi
acisindan HMF nin kontrol altina alinmasinin gerekliligini agikca ortaya koymaktadir.
Hem saglik risklerinin onlenmesi hem de tiiketiciye kaliteli ve giivenli gidalarin
sunulabilmesi agisindan, HMF gibi bilesiklerin iiretim ve depolama siire¢lerinde etkin
sekilde izlenmesi ve yasal sinirlara uygunlugunun saglanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu baglamda, 6zellikle besin degeri yiiksek, dogal ve yaygin olarak tiiketilen bir

tirlin olan bal, iiretiminden tiiketiciye ulasincaya kadar kalite kontrol siire¢lerinin titizlikle
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yiirlitiilmesi gereken onemli bir gidadir. Bal, 6zellikle ¢ocuklar, yashlar ve bagisiklik
sistemi zayif bireyler tarafindan siklikla tercih edilmekte olup, bu durum balin kimyasal
iceriginin giivenli olmasi1 gerekliligini artirmaktadir. Uretim sirasinda uygulanan 1s1
islemleri ve sonrasinda gergeklesen depolama kosullari, balda HMF olusumunu dogrudan
etkileyen unsurlar arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, bal ve bal aromali tirtinlerde HMF
diizeyinin izlenmesi, iriiniin hem kalite hem de saglik agisindan uygunlugunu
degerlendirmede kritik bir rol oynamaktadir.

2.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, kompleks karisimlarda yer alan ve fizikokimyasal ozellikleri
birbirine olduk¢a yakin olan bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve kantitatif ya da
kalitatif olarak tayin edilmesi amaciyla yaygin sekilde kullanilan ¢ok yonlii ve gliglii bir
analitik ayirma yontemidir. Kromatografik teknikler, yliksek duyarlilik ve secicilik
saglamalari, ¢ok sayida bilesenin ayni anda analizine olanak tanimalari ve genis
uygulama yelpazeleri nedeniyle, modern analitik kimyada vazge¢ilmez bir yere sahiptir.
Bu yoniiyle, 6zellikle kimya, biyokimya, ¢evre bilimleri, ilag endiistrisi, gida analizi ve
klinik tan1 gibi bir¢ok alanda yogun olarak kullanilmaktadir.

Kromatografinin bilimsel temelleri, 20. yiizyilin baslarinda Rus botanik¢i Mikhail
Tswett tarafindan atilmistir. Tswett, bitkilerdeki pigmentleri ayirmak amaciyla, toz
halindeki kalsiyum karbonat ile doldurulmus bir cam kolondan klorofil ve ksantofil i¢eren
bitki Oziitlerini gegirerek bu pigmentleri birbirinden basarili bir sekilde ayirmistir.
Pigmentlerin kolon igerisinde farkli yliksekliklerde renkli bantlar olusturmasi, bu
yontemin “renk yazimi” anlamima gelen Yunanca kokenli kromatografi terimiyle
adlandirilmasina neden olmustur.

Kromatografik ayirma islemleri genel olarak iki temel fazin etkilesimine dayanir:

hareketli faz (mobil faz) ve sabit faz (stasyoner faz). Numune, gaz, sivi veya siiperkritik
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akiskan formundaki hareketli faz ile birlikte sabit faz iizerinden gecirilir. Bu siirecte,
karisimdaki her bir bilesenin sabit faz ile olan etkilesim derecesi farkli oldugundan,
bilesenler kolonda farkli hizlarda ilerler ve bdylece birbirlerinden ayrilir. Ayrim
mekanizmasi, adsorpsiyon, dagilim (partisyon), iyon degisimi ya da molekiiler boyut
fark1 gibi fiziksel ve kimyasal prensiplere dayanabilir. Bu nedenle, kromatografi genel
anlamda; sabit bir ortama uygulanan karigimdaki bilesenlerin, secilen hareketli faz
yardimiyla farkli tagima hizlarina ve etkilesim kuvvetlerine bagli olarak ayrilmasina
dayanan ayirma yontemlerinin timiinii kapsayan bir terimdir.

Kromatografi teknikleri, kullanilan fazlarin tiirline, ayirma mekanizmasina,
uygulama amacina ve analiz edilen numunenin yapisal ozelliklerine gore farkli
kategorilere ayrilmaktadir. Baslica kromatografik yontemler arasinda gaz kromatografisi
(GC), yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi
(TLC), iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi (GFC) ve afinite
kromatografisi gibi teknikler yer almaktadir. Her bir yontem, 6zgiil uygulama alanlarina
gore optimize edilerek hem kalitatif hem de kantitatif analizlerde etkin olarak
kullanilmaktadir. Sonu¢ olarak kromatografi, modern analitik bilimlerde bilesenlerin
ozelliklerine gore yiiksek dogruluk ve duyarlilikla ayrilmasini saglayan, genis uygulama
alanina sahip, ¢ok yonlii bir ayirma teknolojisidir.

2.4.1. Kromatografik Yontemlerinin Simiflandirilmasi

Kolon kromatografisinde, sabit faz silindirik ve dar bir kolona doldurularak
yerlestirilir; hareketli faz ise bu sabit faz icerisinden disaridan uygulanan basing
yardimiyla gegirilir. Bu sayede karigimi olusturan bilesenler, sabit faz ile etkilesimlerine
bagl olarak farkli hizlarda ilerleyerek birbirlerinden ayrilir.

Diizlemsel kromatografi yontemlerinde ise sabit faz, diiz bir plaka (6rnegin cam,

aliminyum ya da plastik) iizerine ince bir tabaka halinde sabitlenir. Hareketli faz, bu
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diizlem boyunca kapiler etki ve yer ¢ekiminin yardimuiyla ilerler. Bu yontem, genellikle
daha basit ve hizli 6n analizler i¢in tercih edilir.

Bunlarin disinda kromatografik teknikler, yalnizca sabit fazin fiziksel yerlesimine
gore degil; ayn1 zamanda ayirma mekanizmalarina, kullanilan fazlarin fiziksel haline ve
bilesenlerin sabit fazla etkilesim tiirlerine gore de c¢ok g¢esitli sekillerde
siiflandirilabilmektedir.

2.4.2. Kromatografide Temel Olan Fiziksel ve Kimyasal Olaylar

Kromatografik ayirma yontemlerinin temelinde, karisimi olusturan bilesenlerin
sabit ve hareketli fazlarla olan fiziksel ve kimyasal etkilesim farkliliklarina dayali dort
ana ayirma mekanizmast yer almaktadir. Bu mekanizmalar; dagilma (partisyon),
adsorpsiyon, iyon degisimi ve molekiiler boyut eleme (jel filtrasyon) temellidir. Her bir
mekanizma, kendine 6zgli faz kombinasyonlari, analit 6zellikleri ve uygulama alanlar
dogrultusunda gelistirilmis ¢esitli kromatografik tekniklerin temelini olusturmaktadir.

2.6.2.1. Dagilma (Partisyon) Kromatografisi

Dagilma kromatografisi, 6zellikle s1vi kromatografi teknikleri arasinda en yaygin
olarak kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemin temel prensibi, analit molekiillerinin,
birbirleriyle karismayan iki sivi faz (sabit faz ve hareketli faz) arasinda farkli dagilim
dengeleri kurmasidir. Sabit faz genellikle bir destek yiizey iizerine adsorbe edilmis ya da
kimyasal olarak baglanmis sivi fazdir. Hareketli faz ise tek bir ¢oziiciiden veya uygun
oranlarda karistirilmis ¢6ziicii sistemlerinden olusabilir.

Dagilma kromatografisi, kullanilan fazlarin bagil (goreli) polaritelerine gore iki
ana alt tiire ayrilir:

Normal-Faz Kromatografisi (NP-HPLC): Sabit fazin polar, hareketli fazin ise
apolar oldugu sistemlerdir. Bu yontemde polar bilesikler sabit fazla daha gii¢lii etkilesim

gosterdiginden, kolonda daha uzun siire tutulurlar.
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Ters-Faz Kromatografisi (RP-HPLC): En yaygin kullanilan dagilma
kromatografisi teknigidir. Sabit faz apolar (genellikle C18 gibi hidrokarbon zincirleriyle
modifiye edilmis silika), hareketli faz ise polar (su, metanol, asetonitril gibi) 6zellik tasir.
Apolar bilesikler sabit faza daha ¢ok tutunur ve daha geg eliie olurken, polar bilesikler
daha hizli kolonu terk eder. Bu yontem, ila¢ etkin maddeleri, biyomolekiiller, ¢evresel
analizler ve kompleks karisimlarin ayrilmasi gibi ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir.

2.4.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisi, kromatografik teknikler arasinda tarihsel olarak ilk
gelistirilmis olan yontemdir. Bu yontemin temelinde, karisimdaki bilesenlerin sabit faz
olarak kullanilan kat1 yiizeylere (6rnegin silika jel veya aliimina gibi adsorbanlara) olan
farkli adsorpsiyon kuvvetleri yatmaktadir. Hareketli faz genellikle sivi hélde olup,
bilesenlerin sabit faza tutunma egilimleri ile tasinma egilimleri arasindaki denge iizerine
kuruludur.

Bilesenlerin sabit fazla olan etkilesim kuvvetleri (0rnegin van der Waals
kuvvetleri, hidrojen baglar1 ya da dipol-dipol etkilesimleri) farklilik gosterdigi i¢in, her
bir bilesenin kolondan gegis siiresi farkli olur ve boylece ayrim gerceklesir. Bu yontem,
ozellikle diisiik molekiiler agirlikli organik bilesiklerin ayrilmasinda etkilidir.

2.4.2.3. Tyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi, iyonik bilesiklerin sabit faz iizerinde bulunan karsit
yiiklii iyonlarla yer degistirme prensibine dayanmaktadir. Sabit faz olarak kullanilan iyon
degistirici maddeler, ¢oziinmeyen, yiliksek molekiil agirlikli ve genellikle polimerik
yapiya sahip materyallerdir. Bu maddeler, yapilarina baglh olarak katyon veya anyon
degistirici olarak siniflandirilabilir.

Organik iyon degistiriciler, genellikle regine adi verilen polimerik

malzemelerdir. Bu maddeler suda ve cogu organik ¢oziiciide c¢oziinmezler ve
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yiizeylerinde yiiksek yogunlukta fonksiyonel gruplar (6rnegin —SOs~ veya —NH;")
bulundururlar. Bu sayede selektif olarak anyon veya katyonlarla etkilesime girerek ayrim
yapabilirler.

Inorganik iyon degistiriciler, en yaygm olarak zeolit gibi kristal yapidaki
aluminosilikatlar olup, iyon degisim kapasitesi oldukca yiiksek olan malzemelerdir.
Zeolitler genellikle Na2A1>Si4O12 genel formiilii ile temsil edilir.

Bu yontem, 6zellikle farmasotik bilesiklerin (ilaglar ve metabolitleri), biyolojik
stvilarin (serum, plazma), gida katki maddelerinin, vitamin karisimlarinin ve sekerlerin
analizi gibi ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.

2.4.2.4. Boyut Eleme (Jel Filtrasyon) Kromatografisi

Boyut eleme kromatografisi, jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) veya jel siizme
kromatografisi (GFC) olarak da adlandirilir. Bu yontemde ayirma islemi, molekiillerin
fiziksel biiytikliiklerine (hidrodinamik hacimlerine) gore gergeklesir. Sabit faz, belirli bir
gozenek capina sahip silika ya da polimer esasl1 jel taneciklerinden olusur.

Bu teknikte, kii¢iik molekiiller sabit fazdaki gozeneklerin i¢ine difiize olur ve bu
nedenle kolonda daha uzun siire kalirlar. Buna karsin, biiyiikk molekiiller gézeneklere
giremediklerinden sabit fazla daha az etkilesime girer ve hareketli fazla birlikte kolonu
daha hizli terk ederler. Boylece, biiylik molekiiller 6nce, kiiciik molekiiller ise daha sonra
eliie edilir.

Boyut eleme kromatografisi, oOzellikle polimerlerin molekiiler agirlik
dagilimlarinin ~ belirlenmesinde, proteinlerin  saflagtinlmasinda  ve  biyolojik
makromolekiillerin ayrilmasinda siklikla kullanilan bir yontemdir. Ayrica non-
denatiiratif (yapt bozulmadan) analiz yapabilme avantaji nedeniyle biyoteknoloji ve

farmasotik uygulamalarda da 6nemli bir yer tutmaktadir.
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2.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Klasik sivi kromatografisi, karisim bilesenlerinin bir ¢oziicli (hareketli faz)
araciligiyla sabit faz iceren bir kolondan gegirilmesi ve bu siirecte bilesenlerin kolon
boyunca farkli hizlarla ilerleyerek bantlar (zonlar) halinde ayrilmasi esasina dayanur.
Numunedeki bilesenlerin daha net ve etkin sekilde ayrilabilmesi i¢in, baslangigta daha
uzun kolonlar tercih edilmistir. Ancak bu tiir sistemlerde, bilesenlerin tamamen ayrilmasi
saatler siirebildiginden, analiz siiresi ciddi Ol¢lide uzamistir.

Alternatif olarak, ayirma etkinligini artirmak amaciyla kolon igerisinde kullanilan
sabit faz partikiillerinin boyutlar kiigiiltiilmiis, bu da ¢oziniirliigii artirsa da hareketli
fazin kolondan gegis stiresini ciddi bigimde artirarak yine uzun analiz siirelerini zorunlu
kilmastir.

Bu problemlere ¢oziim getirmek amaciyla arastirmacilar, kolondaki partikiil
boyutunu kiigiiltmekle birlikte kolon ¢ap ve uzunluklarini da azaltmis, bdylece sistemin
genel hacmini diislirmiislerdir. Ancak kiiglik partikiillerle doldurulan kolonlarda,
hareketli fazin akis direnci arttig1 i¢in, bu fazin kolondan etkin bi¢imde geg¢irilebilmesi
amaciyla disardan basing uygulanmaya baslanmistir. Bu yaklagimin sonucunda, Yiiksek
Basingli Sivi Kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography-HPLC) teknigi
gelistirilmistir.

1970’1 yillarin ortalarinda ortaya ¢ikan HPLC, kolon dolgu malzemelerindeki
ilerlemeler, diisiik hacimli sistem tasarimlar1 ve dedektdrlerin cihaza entegre edilmesiyle
hizli bir gelisim gostermistir. 1980’11 yillardan itibaren, bu teknik kimyasal bilesiklerin
ayirimi ve analizi alaninda yaygin bir bicimde kullanilmaya baslanmistir. Zamanla teknik
donanimin ve uygulama protokollerinin iyilestirilmesiyle birlikte, bu yontem daha hassas,

daha hizl1 ve daha giivenilir hale getirilmistir. Giiniimiizde, yontemin modern hali Yiiksek
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Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography) olarak
adlandirilmaktadir.

HPLC’nin bu denli yayginlagsmasinin temel nedenleri arasinda; yliksek duyarlilik
diizeyi, dogru ve tekrarlanabilir kantitatif sonuglar elde edebilme kabiliyeti, ugucu
olmayan ya da 1stya duyarl bilesiklerin analizine olan uygunlugu ve genis uygulama
alanma sahip olmasi yer almaktadir. Ozellikle farmasétik endiistri, ¢evre kimyasi,
biyokimya, gida analizi ve klinik tan1 gibi halk sagligi ve sanayinin pek cok alanini
dogrudan ilgilendiren sektorlerde, HPLC 6nemli bir analitik arag¢ haline gelmistir.

2.5.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi, ¢oziicii tanki, pompa, enjektor,
kolon, dedektor ve kaydedici olmak iizere alt1 ana boliimden olusan bir sistemdir (Sekil

2.2).

Cozlicl

HPLC Kolonu

Dedektdr

Enjektdr

Atik

Sekil 2.2. Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazinin sematik goriiniisii
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2.5.1.1. Kolonlar

HPLC sistemlerinde kolonlar, analiz basarisini dogrudan etkileyen en kritik
bilesenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu kolonlar, genellikle yiiksek basinca
dayanikli olacak sekilde tasarlanmis, diizgiin i¢ yiizeye sahip paslanmaz ¢elik borulardan
imal edilmektedir. Bununla birlikte, baz1 6zel uygulamalarda, o6zellikle goriiniirliik
gerektiren durumlarda kalin cidarli cam kolonlar da tercih edilebilmektedir.

Standart bir analitik HPLC kolonu tipik olarak 3-4 mm i¢ ¢apa ve 10-40 cm
uzunluga sahiptir. Kolon icerisinde yer alan sabit faz materyali ise ¢ogunlukla 5-10
mikrometre (um) c¢apinda silikajel (silika bazl) parcaciklardan olugmaktadir.
Giliniimiizde en yaygin kullanilan analitik kolonlar, 25 c¢cm uzunlugunda, 4.6 mm ig
capinda ve 5 um partikiil boyutuna sahip dolgu malzemesi ile doldurulmus olanlardir. Bu
tiir kolonlar, yiiksek verimlilik sunmakta olup, 1 metre uzunlugunda yaklasik 40.000-
50.000 teorik tabaka icerebilmektedir. Teorik tabaka sayisi, bir kolonun ayirma giictiniin
onemli bir gostergesidir.

Son yillarda, daha kiiciik hacimli orneklerin daha hizli ve daha az ¢oziicii
kullanilarak analiz edilmesini saglamak amaciyla mikro kolon teknolojileri
gelistirilmistir. Bu yiiksek performansli mikro kolonlar, genellikle 1-4.6 mm i¢ ¢apa ve
3-7.5 cm uzunluga sahip olup, igerdikleri dolgu maddelerinin parcacik boyutlar1 3-5 um
araligindadir. Bu kolonlar, kompakt yapilar1 sayesinde daha kisa siirede ve daha diisiik
¢oziicii tilketimi ile yliksek ¢oziliniirliiklii ayirimlar gergeklestirebilmektedir. Ayrica, bu
mikro kolonlarla ulasilan teorik tabaka sayis1 100.000'e kadar ¢ikabilmektedir.

Kolonlarin performansini siirdiirebilmek ve kullanim dmriinii uzatmak amacuyla,
cogu sistemde asil analitik kolonun 6niine bir koruyucu kolon (guard veya pre-column)
yerlestirilir. Bu 6n kolonlar, hareketli faz icerisinde ya da numune matrisinde

bulunabilecek partikiil, tortu ve diger kontaminantlarin analitik kolona ulagmasini
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engelleyerek sistemin verimliligini korur. Goreli olarak daha diisiik maliyetli olan bu
kolonlar, kolaylikla degistirilebilir yapidadir. Ancak dikkat edilmesi gereken 6nemli bir
husus, koruyucu kolon dolgu malzemesinin bilesim ve partikiil boyutu bakimindan
analitik kolona uygun ve uyumlu olmasidir. Bu sayede sistemin genel kromatografik
performansinda herhangi bir kayip yasanmadan uzun siireli ve giivenilir analizler
gerceklestirilebilir.

2.5.1.2. Pompalar

HPLC sistemlerinin temel bilesenlerinden biri olan pompalar, siki bir sekilde
doldurulmus kolon igerisinden hareketli fazin sabit ve kontrollii bir hizla gegirilmesini
saglayan mekanik cihazlardir. Pompa performansi, sistemin genel analiz siiresi,
tekrarlanabilirligi ve ayirma verimliligi agisindan biliylik 6nem tasimaktadir. HPLC
sistemlerinde yaygin olarak kullanilan {i¢ ana pompa tiirii bulunmaktadir. Bu pompa
tiirlerinin her biri, kendine 6zgii avantajlara ve sinirliliklara sahiptir.

1. Pistonlu Pompalar

Pistonlu pompalar, giiniimiizde ticari HPLC sistemlerinin yaklasik %90’1nda
kullanilmakta olan en yaygin pompa tiirtidiir. Bu sistemlerde, motorla kontrol edilen bir
pistonun ileri-geri hareketiyle, ¢6ziicii kiigiik hacimli bir silindir igerisine alinir ve yiiksek
basingla disar1 pompalanir.

Avantajlar:

o Kompakt i¢ hacim yapisina sahiptir.

o Yiiksek cikis basinglar1 (400 bar ve {izeri) saglayabilir.

e Gradyan eliisyon sistemlerine entegre edilmeye uygundur.

o (oziicli viskozitesi ve kolon geri basincindan biiylik dl¢lide bagimsiz, kararli

akis hizi Uretir.
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Dezavantaj:

o Akis, piston hareketi nedeniyle pulslu (titresimli) karakterdedir; bu durum
analiz hassasiyetini olumsuz etkileyebilir ve 0Ozellikle hassas dedeksiyon
sistemlerinde sinyal kararlili§in1 bozabilir.

2. Siirgiilii (Disli Tahrikli) Pompalar

Stirgiilii pompalar, bir vida mekanizmasi ile ¢alisan, kademeli motor kontrollii

sistemlerdir. Bu mekanizma, hareketli fazin kolon igerisine sabit bir sekilde itilmesini

Avantajlar

o Pulsuz (titresimsiz) ve sabit akis hizi saglar.

o Viskozitesi yiiksek ¢oziiclilerde dahi sabit akis performansi gosterir.

o Geri basingtan etkilenmez.

Dezavantajlari:

e Siurli ¢oziicii hacmi nedeniyle uzun siireli analizlerde yetersiz kalabilir.

e (Coziicii degistirme islemi zahmetli ve zaman alicidir, bu da sistem esnekligini
azaltir.

3. Pnomatik Pompalar

Pnomatik pompalar, basingli hava veya gaz kullanilarak ¢alisan en basit pompa

sistemleridir. Bu sistemlerde gaz basinci, ¢ziiciiniin bir hazneden itilerek kolona dogru

ilerlemesini saglar.

Avantajlarr
e Pulsuz akis saglar; bu da dedeksiyon sistemlerinde daha stabil sinyaller elde

edilmesini kolaylastirir.
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Dezavantajlari:

o Diisiikk c¢ikis basincina sahiptir, bu nedenle yiiksek basing gerektiren

uygulamalarda yetersiz kalabilir.

e (oziicl kapasitesi sinirlidir ve akis hizi kontrolii daha zordur.

Her bir pompa tiirii, kullanim amaci, analiz siiresi, ¢oziicii 6zellikleri ve sistem
bilesenleri goz dniinde bulundurularak secilmelidir. Giiniimiizde ¢ogu HPLC sisteminde
pistonlu pompa teknolojisi, sundugu yiiksek basing kapasitesi ve gradyan sistemlere
uyumlulugu nedeniyle tercih edilmektedir. Ancak spesifik uygulamalarda pulsuz akis
gereksinimi veya ¢Oziicii tiirii gibi etkenlere bagli olarak diger pompa tiirleri de
kullanilabilmektedir.

2.5.1.3. Enjektorler

HPLC sistemlerinin ilk donemlerinde, numune enjeksiyonu genellikle manuel
enjeksiyon yontemiyle gergeklestirilmekteydi. Bu yontemde, yiiksek basinca dayanikli
0zel mikro siringalar kullanilarak numune dogrudan kolona enjekte edilmekteydi.
Genellikle 100 atm (yaklasik 10 MPa) basinca kadar dayanabilen bu mikro siringalar,
yapisal olarak dayanikli olmalarina ragmen bazi sinirlamalara sahiptir.

Bu yontemin temel avantaji basitlik ve ekipman maliyetinin diisiik olmasidir.
Ancak enjekte edilen numune hacminin tekrarlanabilirligi agisindan ciddi kisitlar
barindirmaktadir. Siringa ile yapilan enjeksiyonlarda hacimsel tekrarlanabilirlik
genellikle %2-3 diizeyinde kalmakta, bircok durumda ise bu oran daha da diismektedir.
Bu durum, kantitatif analizlerde sonug giivenilirligini sinirlayan énemli bir faktor olarak
degerlendirilmektedir.

Giliniimiizde ise manuel enjeksiyonun yerini, otomatik numune enjeksiyon
sistemleri almistir. Bu sistemler, ornek sarimi esasina dayanmakta olup, hassas ve

tekrarlanabilir numune girisine olanak tanimaktadir. Otomatik enjeksiyon sistemleri,
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modern HPLC cihazlarinin entegre bileseni haline gelmis ve manuel enjeksiyona gore
hem tekrarlanabilirlik hem de is giicii verimliligi agisindan 6nemli avantajlar saglamistir.

Bu sistemlerde kullanilan enjeksiyon dongiileri (loops) genellikle degistirilebilir

yapidadir ve 5 pL ile 500 pL arasinda farkli numune hacimlerinin hassas bigimde kolona
verilmesine olanak tanir. Ayrica otomasyon ile birlikte, numune siralamasi, tasiyici
¢Oziici uyumu ve ¢oklu numune analizi gibi islemler de yliksek hassasiyetle
gerceklestirilebilmektedir. Bu sayede hem analiz siiresi kisalmakta hem de insan kaynakli
hatalarin 6niine gegilebilmektedir.

2.5.1.4. Dedektorler

HPLC sistemlerinde, numunelerin kolon ¢ikisina ulastiktan sonra tanimlanmasi ve

miktarlarinin belirlenmesi i¢in dedektorler kullanilir. Bu dedektorler, numunelerin 151k
enerjisini elektrik enerjisine doniistiirerek, analiz edilen bilesiklerin tespiti ve
nitelendirilmesi siirecini saglar.

Stvi  kromatografisinde kullanilan dedektorler temelde iki ana grupta

siniflandirilabilir:

1. Birinci Tip Dedektorler: Bu dedektorler, hareketli fazin bazi temel fiziksel
ozelliklerinin degisimlerini Olger. Analitlerin kolon boyunca hareket ederken,
ornegin kirilma indisi, dielektrik sabiti veya yogunluk gibi y18in 6zellikleri
lizerinde yarattig1 degisiklikler, dedektdr tarafindan algilanir. Bu tip
dedektorler, analitlerin varligim1 dolayli olarak yigin ozellikleri iizerindeki
etkileriyle tespit eder.

2. Ikinci Tip Dedektorler: Bu dedektorler ise analitin kendine 6zgii 6zelliklerine
yanit verir. Bu ozellikler arasinda UV-Goriiniir bolge absorbansi, floresans
siddeti veya diflizyon akimi gibi parametreler yer alir. Bu tiir dedektorler,

hareketli fazin dogal olarak sahip olmadigi, yalnizca analitlerin gosterdigi
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ozelliklere tepki vererek, bilesiklerin daha belirgin ve hassas bir sekilde tespit
edilmesine olanak tanir.

Bu iki dedektor tiirti, HPLC analizlerinin dogrulugunu ve hassasiyetini arttirmak
icin kullanilir ve farkli analiz hedeflerine gore se¢ilebilir.

UV-Goriiniir Bolge Dedektorler

UV-Goriiniir Bolge dedektorleri, analitlerin belirli bir dalga boyunda 1s1k
absorplama ozelliklerini kullanarak tespit edilen dedektorlerdir. Bu dedektorlerde,
dedektore gelen maddeye belirli bir dalga boyunda 1s1k gdnderilir ve bu 151k, maddenin
absorplamasi sonrasinda ¢ikan 1s181n siddeti dlgiilerek analiz yapilir. UV-Goriintir Bolge
dedektorleri, genellikle iki ana tipe ayrilir:

1. Filtreli Ultraviyole Absorbans Dedektorleri: Bu dedektorler, sabit dalga
boyunda calisan ve basit yapida olan cihazlardir. Dalga boyu se¢imi, interferansli filtreler
kullanilarak yapilir. Bu dedektorlerde genellikle civa lambas1 UV 1s1k kaynagi olarak
tercih edilir. En yaygin kullanilan dalga boyu ise 254 nm'dir; bu dalga boyundaki 1sin,
interferansh filtre aracilifiyla ayristirilarak kullanilmaktadir. Bunun disinda, alternatif
151k kaynaklar1 kullanilarak farkli dalga boylarinda da 6l¢iim yapilabilmesi miimkiindiir.

2. Monokromatérliic Ultraviyole Absorbans Dedektorleri: Bu tip
dedektorler, degisken dalga boylarina sahip olup, bir monokromator araciliiyla ¢alisma
dalga boyu secilebilir. 108-400 nm arasindaki dalga boylari i¢in déteryum lambasi, 400-
800 nm arasindaki dalga boylar1 i¢in ise tungsten lambasi kullanilir. Bu dedektorler,
analitlerin maksimum absorpsiyon dalga boyunda ¢alisabilme avantaji sunar. Ayrica,
daha hassas 6l¢iimler yapilmasina olanak tanir ve diisiik dalga boylarinda ¢alisabilmesi
nedeniyle son derece kullanishidir. Bu dedektorler, 6zellikle analitlerin UV-Goriiniir
bolgedeki 151k emilim 6zelliklerini hassas sekilde 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilir ve

oldukgca cesitli uygulama alanlarina sahiptir.
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2.6. Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), kalitatif veya kantitatif analizlerin dogrulugunu
belirlemek amaciyla yapilan testlerin tamamini ifade eder. Bu testler, analiz edilen
ornegin dogru sonuglar verdigini dogrulamak i¢in gergeklestirilir.

Yontem gegerliligi testi icin kullanilan temel parametreler asagida siralanmustir:

1. Dogruluk

2. Kesinlik

3. Orneklerin Kararlilig: (Stabilite)

4. Dogrusallik

5. Secicilik

6. Duyarlilik

7. Geri Kazanim

Biyolojik ortamlarda ve farmasotik preparatlarda etkin maddelerin miktariin
belirlenmesinde gelistirilen yontemlerin gegerlilik testlerinin yapilmasi gerekmektedir.
Bu testlerin nasil gergeklestirilecegi asagida 6zetlenmistir.

2.6.1. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, bir analitik yontemde elde edilen sonuglarin ger¢ek degere veya kabul
edilen gercek degere ne kadar yakin oldugunu belirtir ve genellikle bagil ya da mutlak
hata ile ifade edilir. Kesinlik ise, analitik bir islemde 6nceden belirlenmis kosullar altinda
ayn1 homojen drnekten alinan bir¢ok drnegin, her birinden elde edilen 6l¢iim sonuglarinin
birbirine ne kadar yakin oldugunu gosterir ve genellikle % BSS (bagil standart sapma) ile
Olciiliir.

. Giinici Kesinlik: Ayni giin i¢inde birbirinden bagimsiz olarak hazirlanmis
numunelerden yapilan analizlerin sonuglarmin birbirine yakinligini ifade eder. Bu, n=6

ornek i¢in yapilan 6l¢iimlerle % BSS olarak belirtilir.
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. Giinler Aras1 Kesinlik: Farkli gilinlerde (en az alti giin boyunca)
birbirinden bagimsiz olarak hazirlanmig numunelerden yapilan analizlerin sonuglarinin
birbirine yakinlik derecesini ifade eder. Bu c¢alisma, ayni zamanda yontem
uygulanabilirliginin de bir dl¢iisiidiir.

2.6.2. Orneklerin Kararhlig (Stabilite)

Analiz siiresince saklanan oOrneklerin bozunmadan ve sabit kalabilmesini
saglamak amaciyla yapilan testler kararlilik (stabilite) testlerini olusturur. Etkin madde
iceren Orneklerin, laboratuvar kosullarinda nem, sicaklik, hava, dondurma-¢ozme gibi
etkilere maruz kaldiginda etkin maddenin ne kadar siire sabit kaldig1 belirlenmeli ve bu
stire literatiirle de karsilastirilmalidir.

2.6.3. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Bir analiz yonteminde ¢ozeltiler, en diisiik derisimden en yiiksek derisime kadar
hazirlanir ve analiz yapilir. Elde edilen cihaz cevabi (6rnegin absorbans, akim, alan,
yiikseklik vb.) ¢oOzeltinin derisimine kars1 grafiksel olarak ¢izilir ve bu grafikle
kalibrasyon egrisi olusturulur. Kalibrasyon egrisinden regresyon denklemi ve korelasyon
katsayis1 hesaplanir.

2.6.4. Duyarhhk

Duyarlilik, analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri tespit edebilme
kapasitesinin bir dl¢iistidiir.

2.6.5. Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Tayin alt sinir1 (LOQ), belirlenen deney kosullar1 altinda analitik yontemin,
numune i¢indeki analiti uygun dogruluk ve kesinlikle tespit edebildigi en diisiik
derisimdir. Kromatografik analizlerde LOQ degeri, pik yiiksekliginin giiriiltii

yiiksekligine oran1 10 olan derisim olarak tanimlanir.
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2.6.6. Gozlenebilme (Teshis) Sinir1 (LOD)

Bir analitik yontemin gézlenebilme (teshis) siniri, bir 6rnekteki incelenen bilesigin
belirlenebilen en diisiik miktaridir. G6zlenebilme sinir1, kantitatif tayin i¢in dogruluk ve
kesinlik ifade etmese de yalnizca bir sinir degeri sunar. Kromatografik ¢aligmalarda
gozlenebilme sinir1, pik yiiksekliginin giiriiltii yiiksekligine orant 3 olan derisim olarak
kabul edilir.

2.6.7. Geri Kazamim

Geri kazanim, analiz sonucu bulunan degerin ger¢ek degere orani olarak
tanimlanir. Bu parametre, analiz edilen 6rnekteki bilesigin geri kazanilabilirligini ve

dogrulugunu degerlendirmek i¢in kullanilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

5-Hidroksimetilfurfural

e GrinTuss

o Biakaf

e Bisolnatur

e Bal

e Uziim pekmezi

e Keciboynuzu pekmezi
e Recel

e Fosforik asit

e Asetonitril

e Metanol

Deiyonize su

3.2. Kullanilan Cihazlar

e Etiiv

e Ultrasonik banyo

e Terazi

e Karistirici

3.3. HPLC Sistemi

e Agilent 1260 Infinity Il HPLC sistemi
o Ace C18(250x4.6 mm, 5 um)

e UV dedektoru
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3.4. Etik Kurul ve Kromatografik Yontem Sartlar

Bu ¢alisma, in vitro kosullarda gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda, 24.09.2024
tarihinde Eczacilik Fakiiltesi Etik Alt Kurulu'ndan 2200310117 numarali karar ile tez
calismasi i¢in gerekli izin alinmistir. HPLC analizlerinde UV dedektorlii Agilent 1260
Infinity II HPLC sistemi kullanilmistir. Analizlerde Ace CI18 ters faz kolonu tercih
edilmis ve dedeksiyon dalga boyu olarak 284 nm’dir. Mobil faz olarak metanol-asetonitril
(10:90, h/h) karisimi kullanilmis ve akis hizi 0.5 mL dak? olarak ayarlanmstir.

Kromatogramda HMF bilesigine ait pikin alikonma zaman1 5.6 dakikadadir.

3.5. HMF i¢in HPL.C Deneyinin Yapihsi

HPLC igin optimum calisma kosullar1 belirlendikten sonra, HMF c¢ozeltileri
hazirlanarak kromatogramlar1 alinmistir. Kromatogram alanlari dikkate alinarak yontem
gecerlilik testi parametreleri hesaplanmistir. HMF, polar 6zellikte bir bilesik oldugundan,
analizlerde apolar bir sabit faz ile polar mobil fazlarin kullanilmasi tercih edilmistir.

3.6. Yontemlerin Numunelere Uygulanmasi

Geligtirilen ve validasyonu tamamlanan yontemin uygulanabilirligini
degerlendirmek amaciyla, HMF igerebilecegi diisiiniilen bal aromal1 suruplar (GrinTuss,
Biakaf, Bisolnatur) ile marketten temin edilen baz1 gida tiriinlerinde (bal, tiziim pekmezi,
keciboynuzu pekmezi ve recel) HMF miktar tayini HPLC yontemi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma i¢in eczaneden temin edilen bal aromali surup (GrinTuss,
Biakaf, Bisolnatur) ve marketten alinan gida triinlerindeki (bal, {izim pekmezi,
kegiboynuzu pekmezi ve recel) numunelerden 0.5 gram tartildi. 10 mL metanol iginde
¢ozlilmeye birakildi. 1 dakika vorteks yapildiktan sonra siiziilerek numune ¢ozeltilerinin
HPLC kromatogramlar almip pik alanlar1 okundu. Orneklerin kromatogram alanlar

standart kalibrasyon egrisinde yerine konularak derisimleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. HPLC Yontemi

4.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

HMF icin, metanol igerisinde 100 pg mL™ derisiminde stok ¢ozelti hazirlandi. Bu
stok ¢ozeltiden belirli hacimlerde alinarak metanol ile seyreltilmek suretiyle 0.1, 1.0, 5.0,
10, 25, 50 ve 100 pg mL? derisimlerinde HMF standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢ozeltilerle yapilan HPLC analizlerinde UV dedektor kullanilarak HPLC

kromatogramlari elde edildi (Sekil 4.1).

“WWD1 A, Wavelength=284 nm (HMFPHMFO,1.0)
“WWD1 A, Wavelength=284 nm (HMFPHMF 1.0}
A, Wavelength=284 nm (HMFHMFS.O)
Vavelength=284 nm (HMFPHMF10.D)
elength=284 nm (HMFHMF25.D
“WWD1 A, Wavelength=284 nm (HMFPHMF5D.Dj
“WVWD1 A, Wavelength=284 nm (HMFPHMF100.D)
mall -
500—
400—
300— )\
200— |
- [
= AN
100— - Jh
. Fu
o=
I I I I I I I
L] 2 4 L] k] 10 12 14 min

Sekil 4.1. HPLC ¢alismasinda HMF ¢ozeltilerinin kromatogramlari (0.1, 1.0, 5.0, 10,
25,50 ve 100 pg ml?)

4.1.2. Yontemin Gecgerlilik Testi (Validasyonu)

4.1.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

0.1-100 pg mL? derisim araliginda hazirlanan HMF ¢ozeltilerine ait pik alani
degerleri derisimlerine karsi grafige aktarilmis ve bu sayede kalibrasyon egrisi

olusturulmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. HPLC yontemi kalibrasyon egrisi
HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerine ait regresyon denklemlerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1'de sunulmustur.

Tablo 4.1. HPLC calismasinda HMF’ye ait kalibrasyon egrileri ile ilgili istatistiki
degerler

Parametre HMF
Dogrusal aralik (ug mL™) 0.1-100
Regresyon dogrusu denklemi y=81.922x-70.62
Korelasyon katsayist (r) 0.9971

4.1.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

HMF ic¢in kalibrasyon egrisinin en diisiik derisiminden daha disiik
konsantrasyonlarda bir dizi ¢0zeltisi hazirlanarak kromatogramlari elde edildi.
Kromatogramlarda sinyal/giiriiltii orani 3 olan derisim gézlenebilme sinir1, orani1 10 olan
derisim ise tayin alt sinir1 olarak kabul edildi. Bu dogrultuda, HPLC yontemiyle
belirlenen gozlenebilme siir1 0.030 pug mL?, tayin alt sinir1 ise 0.10 ug mL* olarak tespit

edildi.
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4.1.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogruluk ve kesinligi, giinii i¢i ve giinler arasi varyasyonlar dikkate
alinarak degerlendirildi. HMF’nin kalibrasyon egrisi aralifinda yer alan {i¢ farkli
derisimde hazirlanan ¢ozeltilerin, ayni giin iginde ve farkli giinlerde (en fazla 3 giin
icerisinde) kromatogramlari elde edildi ve her birinin pik alani ii¢ kez 6l¢tildii. Elde edilen
degerlerin ortalamalart ile standart sapmalari hesaplandi. Ydntemin kesinligi, yiizde bagil
standart sapma (%BSS) ile; dogrulugu ise bagil hata degeriyle ifade edilerek Tablo 4.2'de

sunuldu.

Tablo 4.2. HPLC ydnteminin giini¢i ve giinler arasi dogruluk ve kesinlik degerleri

Gilinigi Giinler arasi
Eklenen  Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ng mL?) sapma hata ~ BSS sapma BSS
2.50 249+0.021 -040 0.84 2.48 +0.035 -0.80 1.41
375 37.83+0.763 0.88 2.02 37.77 £ 0.907 0.72 2.40
75 7557+0.586 0.76 0.78 75.46 + 1.692 0.61 2.24

4.1.2.4. Kararhlik (Stabilite)

HMF'nin stok ve standart ¢Ozeltilerinin analiz stiresince Stabilitesini
degerlendirmek amaciyla kararlilik calismasi yapildi. Bu amagla, ii¢ farkli derisimde
hazirlanan HMF c¢ozeltileri oda sicakliginda, 4 °C ve -20 °C’de 24 ve 48 saat siireyle
bekletildi. Belirtilen stirelerin sonunda ¢ozeltilerin kromatogramlari alinarak pik alanlari
ol¢iildii. Elde edilen sonuclar, ¢ozeltilerin taze olarak hazirlandiginda elde edilen pik
alanlar ile karsilastirild1 ve kararlilik degerlendirmesi yiizde geri kazanim hesaplanarak

Tablo 4.3’te sunuldu.
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Tablo 4.3. HMF’nin HPLC yontemiyle belirlenen kararlilik (stabilite) degerleri

Eklenen Oda sicakligi  Oda sicakligi 4°C 4°C -20°C -20°C
(ug mL1) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
15 99.3+£2.05 99.4+2.05  99.6+2.04 99.3+2.61 100.2+3.07 99.3+1.57
50 101.2+3.54 98.7£3.03  99.3£1.68 99.7+2.49 101.3+1.46 98.6+3.06
80 99.4+2.09 101.3+2.75  99.4+2.15 99.7+1.76 99.6+2.13 99.7+3.28

4.1.2.5. Geri Kazanim

Bal aromali suruplarda geri kazanim c¢aligmalari, standart ekleme yontemi

kullanilarak gerceklestirildi. GrinTuss, Biakaf ve Bisolnatur suruplarindan 10 pg mL*

derisiminde ¢ozeltiler hazirlanarak pik alanlari 6l¢iildii. Ardindan bu ¢ozeltilere,

HMF’nin ti¢ farkli derisimdeki standart ¢ozeltileri ilave edildi ve hem giinii i¢i hem de

giinler aras1 pik alanlar1 kaydedildi. Elde edilen pik alanlari, ayn1 derisimlerdeki saf

standart ¢oOzeltilerden elde edilen degerlerle karsilastirilarak ylizde geri kazanim

hesaplandi ve sonuglar Tablo 4.4’te sunuldu.

Tablo 4.4. HPLC yontemiyle belirlenen bal aromali suruplarin giinigi ve giinler arasi geri
kazanim degerleri

Giinigi Giinler arasi

Preparal  Eklenen Bulunan+std.  Geri %  Bulunan+std. Geri %
(ug mL?) sapma kazanom BSS sapma kazanim BSS
15 14814024 987 162 14814024 980 4.29
GrinTuss 40 40.41+0.133 1010 033 4033+0.152 1008 0.38
(10ngmLY) 99 90s52:0.188 1006 021 91.07£0369 1012 041
15 152440423 101.6 277 1489+0434 980 2091
Biakaf 40 41.02+1.063 1025 259 41.07+1.096 1027 2.67
(B0ngmLY) 99 9056+1807 1006 199 89.46+1786 994  1.99
15 15.08+0389 1005 258 14.78+0.497 985  3.36
Bisolnatur 40 40.09+1.336 1002  3.21 41.07+1.402 1027 341
(10pgmL?) g5 go67+1782 996 181 90.76+1927 1008 212
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4.1.3. Yontemin Numunelere Uygulanmasi

Bu c¢alisma i¢in bal aromali surup ve gida iirtinlerinden 0.5 gram tartilarak 10 mL
metanol i¢inde 50 mg mL? derisimde numune 6rnekleri hazirlandi. Numune &rnekleri
0.45 um filtreden siiziildiikten sonra hemen HPLC kromatogramlar1 alinip pik alanlari
okundu. Bal aromali suruplarda ve marketten aliman gida iiriinlerinden elde edilen
kromatogram Sekil 4.3-10°da verildi. Gelistirilen ve validasyonu tamamlanan yontemin
uygulanabilirligini degerlendirmek amaciyla, bal aromali suruplar (GrinTuss, Biakaf,
Bisolnatur) ile marketten temin edilen gida iiriinlerinde (petek bal, siizme bal, {iziim
pekmezi, kegiboynuzu pekmezi ve regel) HPLC yontemi kullanilarak HMF miktar tayini
yapildi. Bu calisma kapsaminda, bal aromali surup ve gida orneklerinden 0.5 gram
tartilarak 10 mL metanol igerisinde 50 mg mL? derisiminde numune c¢ozeltileri
hazirlandi. Numuneler 0.45 pm filtre ile siiziildiikten hemen sonra HPLC analizine tabi
tutuldu ve pik alanlar1 kaydedildi. Bal aromali suruplar ile marketten alinan gida

iriinlerine ait kromatogramlar Sekil 4.3-4.10 arasinda sunulmustur.

VWD A, Wavelength=284 nm (HMFP\Bisolnatur gurup.0)
VWD A, Wavelength=284 nm (HMPBiskaf gurup.D)
"WWD1 A, Wavelength=284 nm (HMPWGnnTuss surup. D)

Sekil 4.3. Eczaneden satin alinan bal aromali suruplarin (GrinTuss, Biakaf, Bisolnatur)
HPLC kromatogrami (50 mg mL?)
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VWD1 A, Wavelength=284 nm (HMFUnalSavsarbalpetekbilal.0)
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Sekil 4.4. Marketten satin alinan petek balin HPLC kromatogrami (50 mg mL™)
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Sekil 4.5. Marketten satin alinan siizme balin HPLC kromatogrami (50 mg mL™)

VWD A, Wavelength=284 nm (HMFUnalSavsarpekmezbilal. )
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Sekil 4.6. Marketten satin alinan {iziim pekmezinin HPLC kromatogrami (50 mg mL™?)
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VWD A, Wavelength=284 nm (HMFUnalSavsarrecelbilal. O
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Sekil 4.7. Marketten satin alinan visne regelin HPLC kromatogrami (50 mg mL™)

VWD A, Wavelength=284 nm (HMFUnalSavsarkeciounuzcamb. D)
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Sekil 4.8. Marketten satin alinan kegiboynuzu pekmezinin HPLC kromatogrami (50 mg
mL?)

VWD A, Wavelength=284 nm (HMFUnalSavsarbal unal.Oj
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Sekil 4.9. Marketten satin alinan bagka bir markadaki petek balin HPLC kromatogrami
(50 mg mL)
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WVWD1 A, Wavelength=284 nm (HMFUnalSavsarrece] unal. )
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Sekil 4.10. Marketten satin alinan baska bir markadaki re¢elin HPLC kromatogrami (50

mg mL1)

Orneklerin kromatogramlarindan elde edilen pik alanlar1 standart kalibrasyon

egrisinde yerine konularak HMF derigimleri hesaplanmistir. Suruplarda (GrinTuss,

Biakaf, Bisolnatur) ve marketten satin alinan gida triinlerinde (petek bal, siizme bal,

tizim pekmezi, ke¢iboynuzu pekmezi ve regel) HPLC yontemi ile bulunan HMF

miktarlar1 Tablo 4.5°de verildi.

Tablo 4.5. HPLC ¢alismasinda farkli numunelere (50 mg mL™) ait HMF miktarlar (n=3)

Numune HMF miktari (ug mL ™Y % BSS
GrinTuss surup 6.023 + 0.025 0.42
Biakaf surup 3.679+0.037 1.00
Bisolnatur surup 3.113+£0.035 1.12
Petek bal 2.030+0.019 0.94
Stizme bal X marka 4.859 + 0.036 0.74
Stizme bal Y marka 6.345 + 0.062 0.98
Uziim pekmezi X marka 14.232 + 0.145 1.02
Uziim pekmezi Y marka 30.174 + 0.359 1.19
Vigne regeli X marka 3.718 £ 0.028 0.75
Visne regeli Y marka 6.677 +0.055 0.82
Kegiboynuzu pekmezi X marka 31.104 £ 0.292 0.94
Kegiboynuzu pekmezi Y marka 38.631 £ 0.479 1.24
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5. TARTISMA

Bu caligmada HMF’nin kantitatif olarak tayinine yonelik, uygulanabilirligi
yiiksek, glivenilir ve basit bir yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemi

gelistirilmis ve uluslararas: gegerlilik kriterlerine uygun sekilde valide edilmistir.

HPLC yontemi, kromatografik bir teknik olup gida analizlerinde 6zellikle miktar
tayinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kromatografi, karmasik karisimlardaki
kimyasal bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesinde sik
basvurulan yontemler grubunu olusturur. Bu grup igerisindeki HPLC ydntemi, dogruluk,
kesinlik, tekrarlanabilirlik, secicilik, duyarlilik ve hizli sonu¢ alma gibi ozellikleri

sayesinde diger yontemlere kiyasla bir¢ok avantaja sahiptir.

Calismada kullanilan HPLC yonteminin temel parametreleri soyle 6zetlenebilir:
Ace C18 ters faz kolonu ve 284 nm dedeksiyon dalga boyu secilmistir. Mobil faz olarak
metanol-asetonitril (10:90, h/h) kullanilmis, akis hiz1 0.5 mL dak™ ve enjeksiyon hacmi
20 pL olarak belirlenmistir. HPLC analizinde HMF’nin alikonma zamani 5.6 dakika

olarak saptanmustir.

Elde edilen HPLC sonuglarinin 6zeti asagida verilmistir: HPLC-UV yontemi ile,
0.10-100 pg mL? derisim aralizinda HMF standart ¢ozeltilerine ait pik alanlar1 grafik
tizerinde derisime karsi plot edilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon
egrisinin regresyon denklemi y = 81.922x - 70.62 (y: pik alani, x: derisim) ve korelasyon
katsayist (r) 0.9971 olarak bulunmustur. Yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD) 0.03 ng
ml 2, tayin alt simir1 (LOQ) ise 0.10 pg mL " olarak belirlenmistir. Giinii i¢i ve giinler aras1
kesinlik degerlendirmesinde yiizde bagil standart sapma (%BSS) ve dogruluk
degerlendirmesinde bagil hata degerleri sirasiyla %2.40 ve %0.88’in altinda tespit

edilmistir.
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Ayrica, caligmada gelistilen yontem ile Erzurum’da eczanede satilan bal aromali
3 farkli surupta ve ¢esitli marketlerden temin edilen 1 adet petekli bal, 2 adet siizme s1v1
bal, 2 adet iiziim pekmezi, 2 adet regel ve 2 adet kegiboynuzu pekmezi numunesi
orneklerinde hidroksimetilfurfural (HMF) miktarlar1 belirlenmis ve sonuglari
incelenmistir.

HMF, sekerli gidalarin 1s1l isleme ve depolama sirasinda olusan bir bilesik olup,
gida kalitesinin ve glivenliginin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre olarak kabul
edilmektedir. Calismada, eczaneden temin edilen bal aromali 3 surup numunesi 50 mg
mL ! konsantrasyonda hazirlanmis ve analiz sonucu numune igerisinde 3.113-6.023 ug mL™*?
araliginda HMF miktarlar1 bulunmustur.

Bal aromal1 suruplarda HMF igerigi, iirliniin kalitesini ve glivenligini belirleyen
onemli bir parametredir. HMF, sekerlerin 1s1] islem ve uzun siireli depolama sirasinda
bozunmasiyla olusan bir bilesiktir ve yiliksek seviyeleri, iirlinlin asir1 1s1l igleme tabi
tutuldugunu veya uygun olmayan kosullarda saklandigini gosterebilir.

HMF igerigi i¢in uluslararasi standartlar agisindan uluslararasi diizeyde, bal ve bal
aromali tirtinlerin HMF igerigi i¢in belirli sinirlar bulunmaktadir. Uluslararas1 Bal
Komitesi (International Honey Commission)’ne gore islenmis ve/veya Karistirilmis
ballarda HMF igerigi 40 mg kg1 gegmemelidir. Tropikal iklimlerden gelen ballar ve bu
ballardan yapilan karisimlar igin bu smir 80 mg kg olarak belirlenmistir. Avrupa Birligi
(AB) Direktifi (2001/110/EC) agisindan balin HMF igerigi, tropikal iklimlerden gelen
ballar i¢in 80 mg kg™t gegmemelidir. Tiirkiye Gida Kodeksi agisindan Tiirkiye'de, bal
aromal1 suruplar i¢in HMF igerigi, Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi'nde belirtilen sinirlar
icinde olmalidir. Bal aromali suruplarda HMF igerigi, {irlinlin kalitesi ve giivenligi
acisindan kritik 6neme sahiptir (Bilgen, 2010). Uluslararasi ve ulusal standartlara

uygunluk, tiiketicilerin sagligimm korumak igin gereklidir. Ureticilerin, HMF igerigini
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minimize etmek i¢in uygun iiretim ve depolama kosullarina dikkat etmeleri 6nemlidir.

Bal aromal1 suruplarda HMF igerigi, iirliniin kalitesini ve giivenligini belirleyen
onemli bir parametredir. Uluslararas1 ve ulusal standartlara uygunluk, tiiketicilerin
saghigini korumak icin gereklidir. Ureticilerin, HMF igerigini minimize etmek icin uygun
tiretim ve depolama kosullarina dikkat etmeleri 6nemlidir. Bal aromali suruplarda HMF
icerigini kontrol altinda tutmak i¢in asagidaki onlemler 6nerilmektedir (Kopjar ve ark.,
2010).

Isil Islemden Kaginma: Balin 1sil isleme tabi tutulmasi, HMF olusumunu
artirabilir. Bu nedenle, 1s1] islemin minimumda tutulmasi veya hi¢ uygulanmamasi tercih
edilmelidir.

Uygun Depolama Kosullari: Balin nem orani, pH degeri ve depolama sicakligi
gibi faktorler HMF olusumunu etkiler. Bu nedenle, balin serin ve kuru ortamlarda,
dogrudan giines 1s181indan uzak sekilde saklanmasi onerilir.

Taze ve Saf Bal Kullanimi: Taze ve saf bal kullanimi, HMF igeriginin diisiik
olmasini saglar. Ayrica, siipheli HMF seviyeleri, iiriiniin safligi konusunda da ipuglari
verebilir.

Ayrica, Erzurum’da ¢esitli marketlerden temin edilen 1 adet petekli bal ve 2 adet
farkli marka siizme sivi bal numunesi 50 mg mL* konsantrasyonda hazirlanmig ve analiz
sonucu numune igerisinde petek bal i¢in 2.030 pg mL™ konsantrasyonda, 2 adet farkli
marka siizme s1vi bal numunesinde de 4.859 - 6.345 pug mL™* konsantrasyon araliginda
HMF miktarlar1 bulunmustur.

Erzurum’da ¢esitli marketlerden temin edilen 2 adet farkli marka tiziim pekmezi
numunesi 50 mg mL ! konsantrasyonda hazirlanmis ve analiz sonucu 2 adet farkli marka tiziim
pekmezi numunesinde 14.232 - 30.174 g mL* konsantrasyon araliginda HMF miktarlari

bulunmustur.
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Erzurum’da cesitli marketlerden temin edilen 2 adet farkli marka visne receli
numunesi 50 mg mL? konsantrasyonda hazirlanmis ve analiz sonucu 2 adet farkl1 visne
regeli numunesinde 3.718 - 6.677 pug mL™ konsantrasyon araliginda HMF miktarlart
bulunmustur.

Erzurum’da ¢esitli marketlerden temin edilen 2 adet farkli marka keciboynuzu
pekmezi numunesi 50 mg ml konsantrasyonda hazirlanmis ve analiz sonucu 2 adet farkli
keciboynuzu pekmezi numunesinde 31.104 - 38.631 pg mL™ konsantrasyon araliginda
HMF miktarlar1 bulunmustur.

HMF, karbonhidrat iceren gidalarin 1sil islem gormesi ve/veya uzun siireli
depolanmasi sonucunda olusan, Maillard reaksiyonu ve sekerlerin asidik ortamda
parcalanmastyla ortaya ¢ikan 6nemli bir kalite ve giivenlik gostergesidir. Ozellikle bal ve
bal aromali iirinlerde HMF, iirliniin tazeligi ve uygun iiretim-depolama kosullarina uyum
acisindan temel bir belirte¢ olarak degerlendirilmektedir. Uluslararast Bal Komisyonu
(IHC) ve Avrupa Birligi (2001/110/EC) direktiflerine gore, HMF sinir degeri 1liman
iklimlerden gelen saf ballar i¢in 40 mg kg, tropikal iklim ballar1 i¢in 80 mg kg ve
Tiirkiye Gida Kodeksi Bal Tebligi'ne gére de bu smir 40 mg kg™ olarak belirlenmistir.

Bu calismada, HMF miktarlarinin tespiti i¢in yiiksek duyarlilik ve dogruluk
saglayan HPLC yontemi kullanilmistir. Yontemin dogrulugu, kesinligi ve
tekrarlanabilirligi validasyon ¢alismalartyla dogrulanmustir.

Calismada analiz edilen tiriinler 3 adet eczanede satilan bal aromali surup, 1 adet
petekli bal, 2 adet siizme sivi bal, 2 adet iiziim pekmezi, 2 adet visne receli, 2 adet
kegiboynuzu pekmezi iiriiniidiir. Tiim numuneler 50 mg mL? konsantrasyonunda
hazirlanarak analiz edilmistir. HMF degerleri ise 12 farkli numune i¢in 2.030-38.631 ng

mL* konsantrasyon araliginda bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemi
kullanilarak bal aromali suruplar, petekli ve slizme bal, liziim pekmezi, recel ve
kegiboynuzu pekmezi iiriinlerinde hidroksimetilfurfural (HMF) miktarlar1 belirlenmis ve
elde edilen veriler ulusal ve uluslararasi mevzuatla karsilastirilmistir.

Analiz sonuglaria gore tiim numunelerde tespit edilen HMF miktarlari, Tiirk Gida
Kodeksi Bal Tebligi (2012/58) ile Avrupa Birligi Direktifi (2001/110/EC) ve
International Honey Commission (IHC) tarafindan belirlenen 40 mg/kg sinir degerinin
altinda kalmistir. Bu durum, analiz edilen iriinlerin kalite ve glivenlik acisindan risk
tasimadigini ve iretim ile depolama kosullarinin biiyiik oranda uygun sekilde
yirlitildiglini gostermektedir.

Bal aromali suruplarda belirlenen HMF miktarlar1 3.113 - 6.023 ug mL* araliginda
olup, bu degerler uluslararasi sinirlarin olduke¢a altinda seyretmektedir. Benzer sekilde,
petekli ve siizme ballarda 2.030 - 6.345 pug mL?, regel ve tizim pekmezi 6rneklerinde
3.718 - 30.174 pg mL?, kegiboynuzu pekmezi tiriinlerinde ise 31.104 - 38.631 pg mL*?
HMF konsantrasyonlari tespit edilmistir. HMF diizeylerinin diisiik bulunmasi, iirtinlerin
asir1 151l isleme maruz kalmadigini ve uygun saklama kosullarinda muhafaza edildiklerini
gostermektedir.

Calismada kullanilan HPLC y6ntemi, duyarliligi (LOD: 0.03 ug mL?, LOQ: 0.10
ug mL?), dogrulugu (r = 0.9971), kesinligi (%BSS < %2.40) ve hizli analiz siiresi (HMF
alikonma zamani: 5.6 dakika) ile giivenilir ve uygulanabilir bir analitik yontem olarak
degerlendirilmistir. Bu yontem, gidalarda HMF tayini i¢in ileri diizeyde giivenilirlik

sunmakta ve rutin kalite kontrol analizlerinde kullanilabilecek niteliktedir.
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HMF olusumu; iirliniin icerdigi seker tipi, pH diizeyi, uygulanan 1sil islem ve
depolama siiresine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle iiretim
stireclerinde 1s1ya maruz kalma siiresi ve sicaklik degerleri dikkatle optimize edilmelidir.

Ozellikle regel, iiziim pekmezi ve keciboynuzu pekmezi gibi yogun seker iceren
tirtinlerin tiretiminde, geleneksel yontemlerin modern teknolojilerle desteklenmesi ve
vakum altinda iiretim gibi alternatif yontemlerin tercih edilmesi HMF olusumunu
azaltabilir.

Bal aromali suruplarin iiretiminde taze, diisiik nem igerikli ve dogal seker profiline
sahip ham maddeler kullanilmali, raf Omrii boyunca friinlerin uygun kosullarda
saklanmasi saglanmalidir.

HMF diizeylerinin raf dmrii boyunca sabit kalip kalmadiginin degerlendirilmesi
amaciyla triinlerin depolama siiresince izlenmesi ve periyodik analizlerle denetlenmesi
Onerilmektedir.

Literatiirde HMF nin biyoerisilebilirligi ve sindirim sonras1 metabolik etkilerine
dair ¢alismalar sinirli oldugundan, bu alanda daha fazla in vitro ve in vivo arastirmaya
ithtiya¢ duyulmaktadir.

Gida otoriteleri tarafindan bal aromal tirtinlere 6zgii HMF sinir degerlerinin agik
bir sekilde tanimlanmasi, bu iiriin gruplarinin denetimlerinin daha etkin bir sekilde
yapilmasina katki saglayacaktir.

Son olarak, tiiketici bilinci artirilarak, gida etiketlemesinde {iretim tarihleri, icerik
bilgileri ve 6nerilen saklama kosullar1 gibi bilgilerin seffaf ve anlagilir bicimde sunulmasi,

tirtin kalitesinin siirdiiriilebilirligi agisindan 6nem arz etmektedir.
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