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1. GIRIg

Botanik adi Prunus Armeniaca L. (Armeniaca vulgaris ILam.)
olan kayisi Malatys ilinin ekcnomisinde Onemli yer tutar.
Malatya borsasi kayitlarinz gcre 1987 yili ic¢inde uretilen
4 milyon 460 bin kilo kuru kayisiya karsilik 6 milyar 572
milyon lira gelir elde edilmigtir. 1987 yili kayisi rekol-
tesi 12-13 bin ton oldufu sanilmsktadar.

Gida maddelerine koruma zmaciyla kikurt dioksi
veya sulfurcdz asit tuzlarinin kullanildigl bilinmektedir.
Bu iglemler defisik gevrelerde silfitleme veya kiiklirtleme
olarak  adlandirilmigtir. Besinlerin biyolojik sktivite
nedeniyle bozulmalarini oOnlemek amaciyla kullanilan koru-
yucu maddelerin etkinliZi, bunlarin mutlak miktarina ve e-
ger dissosiasyon dengeleri 6nemli ise bunlarin dissosiye
clmamig fraksiyonuna bsZlidir. SUlfirdz asit tuzlari ¢o-
zinmemig sllflirdz asitten (802+520) dahs az etkin bir de-
zenfektan 6zellik gdsterir.

SUlflirdz asitin ¢esitli tuzlari (bislilfit, piro
silfit ve silfit) gida maddelerine renk olusumunu Jdnlemek
sikg¢e kullanilmak-

4

amaclyla ameciyla antioksidan oclarzk ta
tadir. Bununla birlikte korums &zelligi antioksidzn ve
antiseptik etkileri birlikte igerebilir.

Kikiirt dioksit ve silfilrdz asit tuzlari portakal
suyunun ag¢ik sari rengini korumasinda kullanildaigi gibi toz
sarmilsagin v.b. besin lUrunlerinin tezelifini ve rengini ko-
rumgk ig¢in de kullanilmaktadir. Kikiirt dioksitin diger uy-
gulamasil olarak pamuk tohumu yzZinin beyazlatilmasi ve ko-
runmasyl gosterilebilir,

Cevremizde ise kiikiirt dioksit kayisinin uzun si-
re bozulmadan saklenmasi ve saril rengini korumasil amaciyla
yaysin olsrak kullanilmaktadir.

DiZer taraftan kikiirtleme veya sitlfitleme islemin
den sonra besinlerde kalmasina misade edilen kiikiirt dioksit
miktarinin tesbit edilmesi veya fazlasinin giderilmesi bu
iglemin koruyucu 8zelliZi yeninda getirdiZi diZer sorunlar
olmaktadir.Bunun yaninda gida kalitesinin, kiklrt dioksitin
katildifgi bir seri reaksiyonlarda deZismesi sz konusu ola-

bilir. Kikirt gidermek ic¢in meyva sularinda siilfit silfata



Diger taraftan Salem S. A. (1973), kayisinin bil

e
icin verdigi deferler (Qlzelge 2-3. de gosterilmistir.

Cizelge 2-3. 100 g Kayisida Bulunan Maddeler.

Protein %1.0 Thiamine 0.03 mg
Yag %0 .2 Riboflavin 0.04 mg
Karbonhidrat %12.8 Niacin 0.6 mg
A vitamini 2700 IG* Su %85.3

C vitamini 10.0 mg Enerji 51 Cal.

¥ 1 IU A vitemini 0.544 pg A vitaminl asetattir.

Tirkiyede yetigen ksyisilarin bilesenlerinin or-
taya konmasi ile ilgili literatirde pek fazla bir bilgiye
raslanmaemektadir. Eksi A. (1982) tarafindan yapilan bir
¢alismada kurutulmus ksyisi posasinda bazi bilegerlerino

miktarleri g¢izelge 2-4. de gosterilmigtir.

Cizelge 2-4. Kurutulmus Kayis:i Posasinda Bazi Bilegenlerin

Miktarlara.

& mg/kg
Nem XD Potasyum 1200
Toplam Seker 38 .5 Sodyum 234
Ind. Seker 24 .0 Kalsiyum 1032
Sakkaroz 14 .5 Fosfor 527
Frotein (&Nx6.25) 4.1 Demir 38
Seliloz 1.8 Bakar 4
Yag 5.0 Cinko 2
Kil 246

Malatya'de yetigsen kayisilarin element bilegimi
konusunda Indni Universitesinde yiiriitiilen g¢aligmalar mev-
cut olup, Esen T. (1987) bazi kayisi tirlerinde element dii-
zeylerini ¢izelge 2-5. da belirtildigi gibi ssaptamsktadir.



Cizelge 2-5. lMalatya Ilinde Yetigen Bazl K2yisi Turlerinin

Element Igerigi ( ug/s)

Element Hacihaliloglu Hasanbey (6loZlu Gateloglu Soganca

Ca | 731 571 627 820 632
K 19876 19149 13300 23631 20429

Ka 1284 1190 570 1715 855

Mg 281 276 262 293 284

Fe 22.36 21.3%  22.54  15.00 23,01
Cu 3.87 3.72  3.41 2.10 5.29
Zn 3.83 3,74 3.95 3.58 1.91
Co 3.05 2,79 248 2.25 2.34
Mn 1.63 1.27 1.05 1.98 2.55
Ni 2.80 2.89 2,71 2.03 2.14

2.2.1. Kayisinin Vitamin IgeriZi

#ills, R.B.H (1983) tarsfinden yapilan calisma-
da 100 g kayisicda 16 mg C , 7 ug Karoten, 285 pg B karoten
0.03 mg tiyamin, 0.04 mg Riboflavin, 1.4 mg Kiasin bulunduzu
belirtilmektedir.



2.2.2 Vitaminlerin Beslenme Acisincdan Onemi:

Yitaminler insan ve hayvanlarin gelisme ve yasamlarinil sir-
dlirebilmesi igin gerekli, kigilk miktarlerda etkilerini gos—
teren organik maddeler olup enerji vermezler, fakat emerji
defismesi ve besin elementlerinin metabolizmasinin diizenlen-
mesinde oOnemli rol oymarlar.

‘Organizma kxendi enzim ve hormonunu sentez edebil-
mekte 1sede vitamini disardan almak zorundadir. A ve D vi-
tamini provitamin olesrak alinip organizmada gercek vitami-—
ne donustirilerek kullanilmektadir. Buglin yapilari aydin-—
latilmis 20 deZigik vitamin bilinmektedir. Bunlardan biri
diZerinin yerine kullanilamayacaZi gibi etkinlikleri bir-
birlerine baglidir. Olmamasi halinde hastalik seklinde
yckluklari fark edilebilir.

Vitaminler ysggda ¢Ozinenler ve suda ¢dzlinenler
olmak Uzere iki grube ayrilirlar. Yagda ¢Ozlinenler A, D,
E ve K vitaminleri suda g¢oOziinenler ise B grubu vitaminleri
ve C viteminidir. Viteminlerin Ozelliklerinde yalnizca

52 ve C vitamini anletilacaktir.

2:2:5 B, Vitamini (Riboflavin)

32 vitamini flavin grubuna dahildir. Ticari o©lgekte sente-
tik olarak elde edilebilmektedir. Molekll yapisi Sekil
2-10 da olduZu gibidir.

Riboflavini suda ¢Gzmek oldukga gligtlir. Suda ¢d-
zundiiZlade sari yesil renkli fliloresans Ozellik gdsteren
bir ¢ozelti elde edilir. Alkali ¢Gzeltide riboflsvin U-
zerine 1s1k etkilendirilirse analitik bakimdan Onemli sa-
rimsi yesil renkte lumiflavin, asitli ve ndtral metanolli
¢Czeltide lumikrom meydana gelir.

Riboflavin yasayan her hlicrede ya fosforik esit
esteri yada proteine diniikleotid olsrak bagl:i gekilde bulu-
nur.

Riboflavin sari renkte kristalsi bir toz olup
282 C de bozunarak erir. Alkeli ortemda mor Stesi i1sinlarin
etkisi ile bozunur.

Riboflavin eksikligi bazi Ozel belirtilerle =nls-



silabilir, AZiz dil ve dudsk mukozasinda degisiklik, tir-
nak kirilmasi, dericde meydana gelen degisimlerle belli clur.
Gunluk alinmasi gereken Riboflavin 1.3-1.6 mg

civarindadir.

2.2.4 C Vitamini (Askorbik Asit)

Organizzarin en ¢oX gereksinme duydugu vitamin askorbik a-
sit veya C vitaminidir. Insan vicudu askorbik asit yapa-
maz, bunu digardan almak zorundadir. Taze meyve ve sebzeler-
de oOzellikle portakalda ¢okg¢a bulunur. Molekil yapisi Se-
kil 2-11 de gosterilmistir. IL—askorbik asit 190-192 °C de
bozunerak eriyen renksiz, kokusuz, 3 ml suda 1 g ¢dzinen

bir maddedir. D— askorbik asit askorbik asitin dort stero

izomerik big¢iminden biridir. Suda ¢Ozinebilen ve antioksi-
den bir medde oldugundan dolayi Onexnlidir.

C vitamini 1siktan uzzk tutulduZunds
%2 lik askorbik asit

kararli o-

lan renksiz kristaller gseklindedir.
¢C¢zeltisinin pH'1 2.8 dir. Asit (Czelligi 3. karbondski e-
ncol hidroksilinden ileri gelir.

Bilesiminde bulunan endiol grubundsn oturi kuvvet-
1li indirgencir. Kolayca ylkseltgenebilir ve olusan dehid-

rcaskorbik asit gene kolayca indirgenebilir.

Oy 0. 0.
C ~c o
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C viteminl oksijen bulunmzyan kxuvvetli asidik ¢o-
1de oldukg¢a kararlidir. Alkeli ortamda vela-iz agir me-
erin (Cu,Te) bulunmasiyla oksijen tarafindan hizli bir
sexllde pergalapir. Diger bir etkl ise askorbik asit oksi-
enzimidir. Bu enzim bir bakir protein kompleksinden o-

r
Ginlik C vitamini gereksinimi S50-75 mg dir. As-—
korbik asit eksikliginde viicudun mikroplu hasteliklsara kar-
§1 direnci szalir. Vitaminin tam eksikligi iskorbut hasta-

l11#1na neden clur.



2.3.1. Kurutme

Kurutmz en eski besin saklama yontemidir. En basit kurutma
ycntemi ise guneste kurutmadir. Denidratasyon terimi daha
ziyade yapay kurutme ig¢in kullanilmaktadir. gSekeri ylksek
olan geftali, kayisi, erik, uUzum ve dut gibili meyvalar acgik
havade glneste kolayca kurutulur. Fekat ileri llkelerde
dehidratorlerle yapay kurutma ustun tutulmaktadar. Bir cok
modern kurutma telmigi geligtirilmigtir. En pratik dehid-
ratorler yiksek hizli vantilatorler baglanmig akimla tinel
dehidratorlerdir. - Meyva. ve sebzelerin bulundugu kaplar
tunelin bir ucundan girer oteki ucundan ¢ikarlar. Baslan-
gicta yiiksek 1s1 (68-77°C) uygulanir. Su miktari azeldikca
hava akiminin sicakli¥i da disirulur.

Kurutma diglik bsassingta yapiliyorss bu
kurutma clarazk adlandirilir. Mikrcdzlgs ile kuru

plilmaktadir.

Kikiirtlene

Uzun streden beri sulfirdz asitler ve turevleri koruyucu ve
antiocksidan oclarak kxullanilmektadir. Kikirt dioksit karsr-
ma ve birgck enzimatik claylari inhibe etmek ig¢in cldukga
kullanisli bir koruyucudur. Bu nedenlerden dolayi et u-
runlerinde, saraplarda, kurutulmus meyvalarda genis bir se-
kilde kullanilmaktadir.

Kukirt dioksit veya sulfliroz asit tuzlarinin koru-
ma amaclyla besinlere eklenmesi kukurtleme ve siilfitleme o-
larak adlandirilmaktadir. Bu ama¢la kiikirt dioksit (802)
veya silflirdz asit (Hgsoﬁ), .sodyum silfit (N328057HEO) ;
sodyum pirosilfit veyes potasyum metebisilfit (K28205),
kalsiyum hidrojen sulfit veya kalsiyum bisilfit kullanil-
maktedir.

2,3.2 Meyvalarin Kukiurtlecmesi

Kiukirtlenmis kuru meyvalardski kiklirt dioksit miktari ki-

kirtleme zamanina ve sicakliZs baflidir. Optimum kikiirt-

5 i ) . .=
leme sicakligr 40-50 C dir. Meyvanin rengini korumasi



silfit igerifi ile ilgilidir. Kuxurt dioksit tut
artirmak i¢in gesitli oOn iglemler uygulanmektadir. Xayi-
r kukurtleme i;leminden once %5 lik sodyum sitrat ¢dzel-
1lara oranla da-

CoZu durumlarda kiixirtleme diger koruyucu madde-
lere gore daha iyi bir koruyucudur. Crnegln meyvalar bu
yénteamle uzun sire korunurken sodyum benzoat etkin olama-
maktadir.

Kukirtleme islemi genelde kapali bir odeda, tava
da yakilan kikirtten elde edilen kikirt dioksit gaziyla
yapilmaktadir. Kayisilar bu oda igerisine lst Uste yerlesg-
tirilmis kerevetler igerisinde konur. Kukurtleme igslemin
den sonra kayisilar kiukiurtleme odasindsn g¢ikarilarak kuru-

tulur,

2.4, Kikiirt diocksitin Hazirlsnisi ve Ozellikleri

2.4.1. Laboratuvarda Hazirl

]

nmna

o

1

4]

lzsen, renksiz bir gszdir.

Dl
5

Kikirt dioksit (SO ) kolay y
Kikiirt dioksitin laboratuvarda hzzirlanmasi ig¢in en iyi me-
tod sodyum stlfitin seyreltik asitle reaksiyona sokulmasi-

dir,

Na 805 + HESO4 == Na2804 + 520 * 802

2

NadsS0, + H2804 —ee Na5504 + H20 + SOE

5
Reaksiyon sonucunda olusan gaz, derisik sulfurik asit ige-
ren yikama sisesinden gegirilerek kurutulur ve bog bir kap-
te toplanir. Kikirt dioksit havadan iki kez daha afirdir.
Kikirt dioksit, derisik sililfirik asitin kikirt,

civa, ve bakirla reaksiyonundzn elde edilebilir.

S ¢+ 2 HESO4 —_ 3> 802 + 2 HEO

Cu + 2 HESO,-+ Cu504 + 802 + 2H20



2,4.2 Kukirtun Yakilmasiyla Eldesi

Kikirt dioksit ticari olarak kikirtin havada ¢esitli firin-
larda yakilmasiyla elde edilebilir. Kiikiirt 250 °C nin ii-
zerinde tutusur ve mavi alevle yanar. Kikiurtin yanmasiyla
2.2 kCal/g 1s1 eg¢iZa ¢ikar.

Uygun kukirt fairinin se¢imi yekilacek kikurtin
kalitesine ve iretilecek kukurt dioksitin miktarinas bsag-
lidir. En baesit kikurt yakma metedu ag¢ik tavaya koymak ve
1sitmaktir. Bu metodun en Snemli UstinliZui ucuz ve basit
olmasidir. Bununla birlikte sakincaes1l yanma hizl ve gaz
yo¥gunlugunun kontrol edilememesidir. Tavada yeskmada uygun
islem kiklUrtin kalitesine beZlidir. Kukurt igerisinde az
miktarda karbon igeren bilesiklerir bulunmasl yanmenin ys&a-—
vaslamasina veya alevin sdnmesine bile sebep olebilir. A-
¢ik tavada yakma metcdu ile elde edilen kukurtdiocksit bina-
larin dezenfekte edilmesinde, olusan gez yegunlufunun Cnem-
1i olmadiZ: yerlerde kullenilir. Tavza ile yakmadas yarcma
nizi have akis hizinin srtirilmssiyls artirilebilir,

Dépner kikiirt firinlari yiksek oranda kil igeren
veya diislik ksliteli kiikiirtten kikirt dioksit uretimi igin
uygunluk gdsterir. Bu tip firinlarda kukirt ve hava yatay

larsk dénen c¢elik bir silindirin bir tarafindan verilir.
Doéner tip firinlerda Uretilen gaz yuzdesi %5 ten %18 e ka-

dar deZXisebilir.

2.4.35. Kukirt dicksitin Gaz Halinin Ozellikleri

Kikirt dioksit gazinin basinci 10-250 C arasinda 1-312 atm
kadar degisir. Kukurt dioksit i¢in kritik sabitler ise
kritik siceklik Tc¢:157.5 C, kritik basing Pc: ?77.808, kri-
tik yogunluk dc: 0.525 g/ml dir. Buherlasma gizli isisi
A Hv 50°C, ABv=74.81 100°C AEv= 61.57 (cal/g) dar.

2.4.4, Kukiirt dioksitin Sivi Ealinin Ozellikleri

4

Kiikiirt dioksit kolayca sivilastirilebir. Normal atmeosferik

sartlarda_gaz -10.1°C de sivilasir. Sivi kilkirt dioksit



-72.7°C de daha bliyiik yogunlukta donar. Sivi kixirt diok-

sitin buharlastirilmes: yaklasik -50°%¢ lik 183 duglsine se-
bep olur. Bu o6zellik kukurt dioksitin sogutucu olarak kul-
lanilmasinl saglar. BSivi kikurt dioxsit incrganik ve orga-

nik bilesikler ig¢in ¢ok cnemli bir ¢dézucldur.

2.4.5. Kukirt Dioksitin Susuz Crtamégki_@@zﬁnﬁrlﬁgﬁ

Buzlu asetik asit kiikirt dioksiti sudan daha fazla c¢dzer.
15 C de 1 hecim buzlu asetik asit icerisinde 318 hacim ki-
kiirt dioksit ¢oOzlniir. Ayni sicaklikta 1 hacim suda 45 ha-

cim kikiirt dioksit ¢dziinmektedir.

2.4.6. Kikiurt Dioksitin Sulu GCzeltisi

Cizelge 2.7 de kikirt dioksitin su ig¢indeki ¢dzinirliugi ve-

rilmistir.

2

O 22.8

> 19.3
10 16.2
15 13.5
20 -5
25 9.4
50 7.8
35 6.5
40 5.4

502 nin suda ¢ozunurlizfi su sekildedir.

- - -E- e —

802 nin suda ¢oOzlinme mekanizmasi asagidaki sekilde verile-—

bilir. i
SO, + H,0 —> H.SO0.—= HY 4 HSOD
2 2 r‘*I' - 3
v
k= 3.4 1o° sn7l, k1= 2 108 Wt sn?
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Bitkl dokulari bitki govdesinden ayrildiginda bile solunum
Yapmaya devam eder. Hayvan dokulari ise solunum yapamaz
fakat enzimatik deZigmeler meydana gelir. Normal depolama
sirasinda sebze ve meyvalarda arome maddelerinin olusumuyla
Urinin tat ve kokusu degisir. Bu islem hiicrelerin Odlmesine
kadar devam eder. Ayni zamanda uUrunun besin degZeri diser.
Bu olsylarin sebebi su, hava, 1si, 1sik, enzimatik bozunma
ve inorganik katalizorler (iz elemetler v.b.) daha Gnemli-
si mikroplar veya bakterilerin etkisidir. Kisaca ifade e-—
dilirse fiziksel , kimyasel, biyckimyasal, ve mikrobiyolo-—
jik deZisgmeler birbirleriyle ilgilidir.

Besinlerin saklanmasinda genellikle bagarilmasa

gereken islemler sunlardir;

1) Mikrobiyolojik etkinligin durdurulmasi gere-
kir. Besiplerin saklanmasi sirasinda mantar ve bakterile-
rin gelismesi temel problemdir. Bakteri ve mantarlar mey-
va ve sebzelerde, tane ge ek ve tochumlarda agir ksyip-
lara neden olur.

2) Bitkisel iriinlerde solunum geciktirilmelidir.

3) Bitkisel dokularda kimyasal olay devam etti-
ginden bunun kontrolii gerekir. Yiksek sicakliklar genel-
likle bu olaylari hizlandarir.

4) Nem deigiklikleride zararl:i olabilir.

Besinlerde meydana gelen enzimatik ve kimyasal
reaksiycnlarin yiriyebilmesi igin neme ihtiyag¢ vardar.
Mikroorganizmalar gelismeleri ig¢in ¢Ozillmls nitrientlere
gerexsinim duyarlar. Bu nedenle sozi edilen etkinliklerin
onune gegmek igin besinlerin kurutulmalari gereklidir.
Besinler kurutulduklsrinda mikroorganizmelar inaktif du-
ruzma (sporlar) gegerler. Gerekli nem saglendiginds tekrar
geligsirler., Kurutulmus besinlerde enzimatik reaksiyonlar
meydana gelebilir. Enzimler havadsn nem sbsorbe edebilir
ve besinlgrin uzun siure segklanmzlarinz engel olur.

Besinlerin kurutulmesi sirasinda meydana gelen
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kimyasal defismeler onemli rcl oynamaktadirlar. Besinde
bulunan ¢oziinmiis tuzlar (iyonlar) karbonhidratlar, protein-
ler, gsitler, v.b. gibi kimyasel tiirler; enzimatik deZisme-

er, hidroliz, protein bozunmasi, karsrma gibi yeni kimya-
sal dizenlemelere ugramaktadir. Enzimatik olmayar karar-
ma reaksiyonu besin maddelerinin deZerlerinin kaybolmasina
sebep clur. Iste besinlerin 1sitilmesl ve uzun siire depo-

lanzasl sirasinda meydana gelen kahverengilesmenin nedeni
Maillard reaksiyonu olarak bilinir. Sekerlerin aminlerle
regksiyonu besin kimyasi ve teknolojisi bakimindan ¢ok &-
nemlidir. Fransiz kimyacisi Maillard ilk kez 1912 de glu-
koz ve glisin igeren ¢ozeltinin isitilmesiyla melanoidinler
denilen kahverengi pigmentlerin olustugu gozlenmigtir. A-
minier, sminc asitler ve proteinlerin seker, aldehit ve ke-
tonlerla verdigi reaksiyona Maillard reaksiyonu denilmekte-
dir. Maillard rezksiyonu pH a bsZli fakat 02 den baZimsiz-
drr.

nlere Etkisi

[

.5.1. Kukiurt dioksitin Prote

ny

Sulfurdz asit tuzlari proteindeki sistin (cysteine) in di-
silfit baglariyla etkileserek tersinir bir resksiyonla or-

inal proteini kisimlara ayirir.

ca,

= —
CH2 b,
! =2 R @ ; .
S o é protein in tiocl kisma
| * 503 —
? +
- 5-505
protein éH
2
d::

proteinin tiyosiilfonat kismi

2.5.2. Kikiirt Dioksitin Tiyamine Etkisi

Vitamin Bl veya tiyamin sulfit iyonuyla vitazmin aktif ol-
mayan iuriinler verir.

Tiyamin igeren besin ve gida maddelerini korumsa
araciyla kikirt dioksit veya silfirdz asit tuzlari kullani-

i1 bu vitaminin bozulmssina sebep oclur.

&



2.5.3 Sekerlere ve Karbonil Bilesiklerine Etkisi

Sulfiroz asit tuzlari sekerlerin aldehidik ag¢ik zincir se-
killeri ile gekers ximyasal bagii sulfit uUrinleri vererex

reaxsiyona girer.

?H ?Oiﬂa
E—?"—'_W H—?:O HO*?—H
G-o8 " H-C-04
HO=C=H 0 =———= ROl o NaHSO, HO—C—H
H—?—OH H—?-OH H—é—OH
3 S H=g=0H E—C~OH
CH,OH CH,OH (‘3;2 OH
D glikoz agik zinocir glikozun hidrok-
bigimi sisulfonat ture-
vi

Gidalarin igerdizi glikoz veya diger gsekerlere
beZlanan silfitin koruyucu ozelligi keybolmaktadir. Bu ne-
denle gidanin serbest kiikirt dioksit veya sulfit miktari
ile toplam kiklrt dicksit miktari ¢ok cnemlidir,

Kukurt dioksitin gegitli gekerler ile bzaZlenmasi
i¢in denge sabitli sistemin hidrojen iyonu konsantrasyonuna
baglidir. Orpegin sulfurdz asit ile glikoz arasindaki re-
aksiyonun denge sabiti pH 3.0 ile 5.5 arasinda en dusiktir,
AsitliZin ve bazliZin artmasiyla denge sabiti biuylur. Kikirt
dioksitin sekerlere bz¥lanma derecelerl su sekildedir;

arabinoz glikoz meloz lektoz friktoz sakaroz.

Kikxirt dioksitin aldehitlere baflesnmasi hidroksi-

stilfonat olusturur.

J
R-C=0 =« NaHSOB — - ER-£-80

Aldehit Hidroksi siulfonat

|

(9]
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santrasycnuna ve bu bilesenlere baglanma kuvvetlerine b
dair.

2.5.4. Kikiirt Dioksitin Enzimatix Kararmaya Etkisil

Enzimatik kararmaye kesilmis bir elmanin hizli bir gekilde
kararmasil iyi bir Ornektir. Aynl oliay patates ve muzda da
gorulebilir., Bu oksidatif resksiyona sebep olan enzimle-

re fenolaz adi verilir. Bunlar renksiz fenolik bilegikle-

rin oldukca renkli kinonlara donusmelerini kolaylastairar.
! k4 S J =1

“N-0H 0, 7 °Fo
| =3
—~~0E katekolaz Q§>JL:O
katekol o—kinon
(renksiz) (rerkli)
fenolasz grubu enzimlere katekolaz la birlikte tirozinsz ve
askorbinaz enzimleri de dahildir. Fenolazler genellikle
meyve ve sebzelerde bulunzaktzadi Klikirt dioksit fenclaz-
lari inaktive ederek enzimatik karasrmayl onler.

-
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2.5. Vitamin Apalizleri

Vitaminlerin analizi basglica su uUg sekilde yapilmaktadir.
l. Kimyasal,
2. Fizikokimyesal,

3. Biyolojik metodlar.

Vitamin snalizinde kullsnilen kimyasal yontemler, vitamin
molekiiliiniin bazi reaktiflerle verdigi resksiyocna dayanir.
Bu resksiyonlardan o6zellikle rerk verenleri uygulanmsktadir.
BSyle reaksiyonlar ¢ok sayida vitaminler i¢in bulunmus ise-
de ayn1i veya benzer reaksiycnlarin vitamin olmaysn veye
farkli birg¢ok bilesikler tarafinden da vermesi metodlarin
dogrulugunu oOnemli Olgiide etkileyebilmektedir. BRununla bir-
likte bugin adsorbsiyon kromatografisinin kullanilmssy ha-
linde vitaminlerin ayni resksiyocnu veren diger maddelerden
ayrilmasi mimkin olabilmektedir. Kromstofrafik esaslara
dayanan tayin metcdlar:i dshs ileriki bdlimlerde etraflica
anlatilacaktir.

Kinyasal metodlara Ornek clesrak C vitaminin diklor
fenol-indofenol ¢ozeltisi ile titrasyonu gdsterilebilir.

Fiziko kimyasal yontemde spektrofctometrik yon-
tem kullanilabilmekte olup burada mor Stesi veya godriinen
1s1g1n vitaminler tarafindan adsorbsiyonu ol¢imi yapilar.
Bu olay vitaminde spesifik zdsorbsiyocn gdsteren gruplarin
bulunmasindan ileri gelir. Bu nedenle bu yontem tek bir
vitamin turt i¢in spesifik degfildir. Ayni karekteristik
Frubu bulunan baska kimyasal bilesiklerde syni sogurma o-
zelligi gosterirler. Aralizden Once mimkin oldugunca bu
bilesiklerin uzaklastirilmasi gereklidir.

Florimetrik, kalorimetrik, polarografik, kromatog—
rafik tiurbidimetrik metodlar fizikokimyasal metodlardir.

Biyolojik yontemler ¢ok zaman keybina ve pahzli-
ya mal olur. Bu metodda bir grup deney hayvani yalniz be-
lirlenecek vitamin bulunmayen fakat diger vitaminler ve be-
sin m&ddeleri bulunan gidalarla beslenirler. Vitamin eksik-
liginden ileri gelen hastalik vitamin tayini yapilacak mad-
de ile tedavi edilir. Sonuglar istatistik olarak hesapla-

nir. $imdi bu sekilde belirleme yapilmemakta yerine mikro.:

T




a 1
taminlere gereksinme gostermeleri
ve bu siradsa mikrocrganizmalarin besl yerinde meydana getir-
dikleri asit ve bulenikl:ilizin Olgililmesine deysnir. DBu yon-
temde biyolojikx ydntere glre ¢ok dshe az vitamine ihtiyeg
vardir. Ucuzdur ve kisa zamznde yapilebilir.

Bu metodda Ozellikle sut asiti meydana getiren
bakteriler kullanilir ve asit titrasyonla belirlenir. Bu
sekil araliz pantotenik asit, nikotinik asit ve biyotin i-

¢in ¢ck dofru sonu¢ vermektedir.
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2.7. SIVI KROMATCSRAFININ TEMEL ILKELERLY

2.7.1. Kromatografi

Kolon krcmatc#rafi Kus botanikgisi Mikhail Tswebtt tarafin-
bulunmus ve adlandirilmistir.Tswett klorofil ve ksantofil
gibi gesitli bitki pigmentlerini ince kalsiyum karbonat
doldurulmus cam kolondan ¢oziclu yardimiyla geg¢lrerek ayir-
maya ¢alisti. Ayrilmis tirler kolonda renkli bandler ha-
linde goziikiiyordu. Bu nedenle greek dilinde renk anlaminsa
gelen chroma Ve yszma anlamina gelen graphbein kelimelerini
bu metoda ad olarak secti

KrometoZrafinin uygulamasi son kirk yilda hizli
bir sekilde artti. Bu arada yslnizca yeni kromatografik
tekniklerin gelistirilmesi disinda kompleks karigimlarin
karekterize edilmesi c¢alismaleri yapildi. Er buyik patla-
mayl 1952 de A. J. P. Martin ve R. L. M. Synge ye bu alan-

deki buluslzri icin Nobel &dili verilmesiyle yapti. Sip-
hesiz 1937-1972 wyillzri sresincdz zlinan 20 Nobel odilinde
kromatoX¥refinin rol oynamasi oldukga etkileyicidir.

KromatoZrafi; kompleks karigizlarin ayrilmasi, izcle edilme-
si ve ayrilmis bilesiklerin tanimlanmasinil igine alir
ofZrafi terimi sistem ve teknigi anlatmaya
T

yeterli degildir. Kromatografi ¢cesitli sistem ve uygulsme-
laryi icerir. Bununle birlikte biitin kromatografi texnikle-
ri, bir hareketli faz (mobile phase) ve bir sabit faz (sta-
tionary phase) igerir. Bilegenler hareketli fazin akigsiyla
sabit faz boyunca tasinir.Ayirma Ornek bilesenlerinin gog-—

me hizlarinin farklaligina daysnir.

Kromatofrafik Metodlarin Siniflandirilmssi

Kromatofrafik metodler iki yonden siniflandirilsbilir. Bi-
rincisi sabit ve hasreketli fazin fiziksel durumuna baflidir.
Kolon kromatofrafide hareketli fez bir tip igerisinde bu-
lunan sabit faz igerisinden basing veye yergekimi etkisiy-
le gecer. Diizlemsel kromatoXrafide ise hareketli faz bir
plakanin veya bir kagidin bogluklari arasindan kapiler et-

ki ile geger. Diger bir siniflama ise analiz edilen madde-
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2.7.2. Lineer Kromatogrsfi

ot

Biitiin kromatoZrafik ayirmalar bilegenin b eketli ve szabi
faz arasindaki dagilma farkliligina baglidir. Dagilma kat-

saylsi K, su gekilde verilir.

Bureda CS ¢oziinen maddenin sabit fazdaki konsentrasyonu,

C ise ¢odziinen maddenin hareketlil fazdaki konsantresyonudur.
tdeal durumda daZi1lma orasnl g¢ozunen maddenin her turlu

konsantrasyon araliXinda sabittir. Bu durumda CS deoZrudan

C,. ye bazlidir. Bunula birlikte dogrusal olmayan durumlar

da vardir. Sazi tipik defilms egrileri Sekil 2.1. de go-

riulmektedir.

C

m

Sekil 2-1. Tipik da¥ilim egrileri.

fdeal durum sekilde goriilen C egrisidir. B ve D egrileri
dissosiasycn ve assosiasyon claylariylia agiklsnabilir. A
efrisi tipikx adsorbsiyon izotermidir. Goruldizgli gibi yuk-
sek konsantrasyonlarda dagilma Oranl konsantrasyondan ba-

gimsizdir. Bu tip efriler belli konsantrasyon areliginda

dogrusaldar.

2.7.3. Kolon Kromatografi

Sekil 2-2. A ve B bilesenini igeren bir karisimin kolon
kromatografisi ile nasil gyrildigini gostermektedir. Bu

metod eliisyon (Elution) kromatografisi olarak adlandirilir.

no
A%



Ellsyon {yikama) bilegenlerin kolon boyunca y
Ornek bir kisim hareketli faz 1ige e
ve kolonun Ust kismina konur. Bilesenler iki faz arasinda
dazilma oranlarina gore daZilima ugrarlar. Hareketli fa-
z1n kolona iistten verilmeye baslanmasiyla bilegenler asa-
g1 dogru slriklenmeye zorlanir. A ve B maddelerinin faz-
lar arasindaki daZilma farkliligindan dolayi turler birbi-
rinden ayrilarak kolcnun alt terafina dofru ilerlerler.
Ayrilmis tlirler dedektérler vasitasiyla tayin edilir. De-
dektdr sinyali zamana gore grafife ge¢irildiginde kromatof-
ram elde edilir. Pik altindaki alanler her bir bilegenin

miktariyla doZru orantilidar.

roek ¢ozicu
R e G RV
4 & j
2. | i
AN
Dolgulu
kelon
|2
A sl
== B ]
SR e s
Dedektor (=} g || Q_I1D
éq = AL =
4:_..-/ .j ..j __.3 5
to tl t2 t5 t4

zamen, ©

Sekil 2-2. Kolon kromatofrafisi ile A ve B karisimlarinin

ayrilmasinin sematik olarak gosterilmesi.
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2.7.4. Elisyon Kromatografinin Teorisi

Sekil 2-2. de verilen gematik kromatografik ayirmada A nin
dafilma katsayisindan B nin dagilma katsayisi daha buyuk-
tir. Yani B bileseni sabit fazda daha ¢ok deZilmaktadir.
DaZilma oranlari arasindaki farklilik ne kadar buyuk olur-
sa ayrilmis iki bandin arasindaki uzaklik o kxadar fazla o-
lur. Degilme oranlari arasindaki ferk kigik ise iyi bir a-
yirma elde etmek igin daha uzun bir kolona ihtiyag¢ vardir.
Sekil 2-3. te gdrildigi gibi iyi bir ayirma kolon uzunlugu
ile ilgilidir. Buda ayirms zemaninip uzun sireli olmasina

neden olur.

A
bz
-.. "-,‘\‘
/// ‘///;é \E////;;\\\
zaman, ©

Sekil 2-%. PFarkli uzunluktaki kolonlarda A ve B maddele-

rinin konsantrasyon profilleri.

Kromatogramde bir bilesife &it pikin kalinliZi
kolonda band genislemesinin bir fonksiyonudur. Bant genis-
lemesi pikin ¢ikis zamanina da baZlidir. Keclon verimlili-
gi ayrimsal demitma sistemine benzer gekilde teorik plaka
sayisi ile dlg¢iiliir. Teorik plaka sayisi N, kolon uzunlu-
Funa L, bagli olduZundan kolonlarin verimliliklerinin kar-
silastirilmasinda kullanilmaz. Boyle bir karsilestirmada
kullsnilacak 6l¢i kolon uzunlugundan begimsiz olmasl gere-

kir. Bcyle bir o6l¢u teorik esdefer plaks sayisidir.
Kolon uzunlugu L = N ° H ise (2-1)
teorik plaka sayisa,

N-L / H dir (2-2)
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Teorik plaka esdeger say2syl ne
iyi olur. N ve H teri
lzmak ig¢gin gaz Xrom

at
lardir. Daha sonralar:i ger

cek
dengenin kurulmadigl dolayisiyia teorik plake olmayacafl is-
patlanmigtir. Bununia beraber ayirmanin olduZu kolondzki
xarmasik olayl anlatm igin plaka yuksekliZi ve teorik pla-

ak
ka kavramlari birer yoldur.

2.7.5. Kolon Verimliligi ve Hiz Teorisi

Hiz teorisi elde edilmig pikin yayilmasina etkl eden degig-
kenlerin belirlenmesi, pik sekilleririn degerlendirilmesi
igin geligtirilmigtir.

Kolon Verimliligi Olgiumi

Tipik kromatogramda (Sekil 2-2.) veyz kolondskxi band
(Sekil 2-3.) normel hata veya gaus egrisine benzemeki

Clgim deXerleri frekasnsa karsi ¢izilmig gibidir. GCau

& e

risi varyans (01 veya standart sapma (¢ ) ile oran d
Kolonun etkinliZini kolonun birim uzunlugundzki

varyans ile tanimlamak mumkundur.
Fo "
H=0C/L (2-3)

Burada H santimetre olarak plaka yuksekligidir. L santi-
metre olarak kclon uzunlugudur. (2-2) denklemiyle (2-3)
denklemi 1le birlestirilirse

s 2 -

N = L /G" (d-—4>
elde edilir. Burada N, kolon uzunlugundaki plaka sayisidair.
Kolon verimliliZi plakxa sayisi ile artar veya plaka ylksek-

liginin artmasiyla azslar.

N ve H nin Deneysel Degerlendirilmesi

Sekil 2-5. zaman absis olmsk uzere tipik bir kromatoZrami
gostermektedir. Burszda t tutulmas zamanl (zlikonma zamani),
ornek kolona verildikten sonra kolonun sonundan ¢ikmasi ig¢in

ge¢en siredir



9 zaman, dakika
Se2kil 2-5. Standart sapmanin kroratografik pikten tayi-
ni. Burads, W = 4 71T dir.

Ixi standart sepma T ve ¢ su gekilde baflsntili-

dar.

T a )
L/tR

]
¥
fl\)
\n

Burada L/t% saniyede santimetre clarsk bir ma z
-
talamasidir. Gauss egrisine benzer pikin ikl yaninin uzan-
g

tilari absis ile kesistirildizinde olusan liggenin alenl pik

altindaki alanin yaklasik %96 sins karsilik gelir. Bu ugge-
nin taban uzunluZu pik maksimumundan indirilen dikmenin Ta-
bani1 kestifi noktadan itibaren 2  kadardir.
!ﬁ' o q‘fr
Burada W iicgenin taban geniglizidir. Bu bsZint:i (2-5) denk-
lemine uygulanirss,
- L W
& tR
(2-3) denklemiyle birlestirilirse
g LW
16 t
r
%
ve N =16 (——) (2-6)

o



vesaplanmasinda diger bir metod ise pik maksimumundan

o]

1
tabans indirilen dikmenin yari yiksekligindeki pik genigli-
n

K
in dlcilmesine dsyenir. Bu durumda Teorik Plaka sayisi

t
N =5.58 (—B )2 (2-7)

3./
elde edilir. N ve H parametreleri kolon ureticileri tara-
findan ve literatiirlerde kolon verimliliginin olguslU olarak

verilmektedir.

2.7.6 -Band Genislemesi

Band genislemesi, maddenin kolondan gegerxen birkag kitle

jletim islemi sebebiyle hizindaski defigmelerin ortaya ¢ik-

mas1 sonucu olur. Hareketli fszin dogrusal hizi ve sicskli-

1, vizkozitesi, kolon dolgu maddesinin tenecik boyutu a-

virma etkinliZine etki eden parametrelerdir. Cofu kromatog-

rafik kolonlarin etkinligi su tanim ysrcdimiyls bir yaklag-

tirma yapilsbilir.

E = B/u4+ Cs-u + Cm-u (2-8)
Burade H santimetredeki plaka yliksekligi, u saniyede san-
timetre olarak hareketli fazin dofruszl hizidir. B, Cs,

ve Cm madde ve kolona bagli olarzk degisen kutle transfer
lo

ol
katsayilaridir. Bir krozategrafik kolonda meydana gelen

kiitle iletim iglemleri sunlardir.

Uzunlamesire Difu n: BRBir molekilin bir bandin derigik

yreltik bir yone dogru hareketl sonucu

[{ ]

U
merkezinden dahsa
olur. Akls yoniinde veya akig yoninun tersine de gergekle-
sebilir. Bu tlr diflizyon hareketli ve sabit fazin her 1ki-
sinde de gerceklesebilir. B katsayisi gaz kromatografi ha-
ri¢ ¢ofu pratik kullanimlar ig¢in sifir alinir.

Sabit Fazdan Hsreketll Faza ve Hareketli Fazdan Sabit Faza
Kiitle Transferi: Analiz edilen bilesenin hsreketli fazdan
sabit faza sabit fazdan hareketli faza transfer hizi kro-
matofrafik kolonun verimliligini etkilemektedir.

Hareketli_Fazdaki Kiitle Transferi: Hareketli fazdaki kit-

le transferi olduk¢a karisik bir olgydir. Hareketli faz-

o,



in ta k ¢apinin karesi

1_[-

da kiitle transferi dolgu maddes

Cozlici ve ayrilacak bi-

}_[
}..I
?‘I

ile ve ¢dzlUciu hiziyla orsnt:i
lzulu bir kolondan gegerken gesitlil

-
=

O

ol 7  Fors- ST
sik molekiilleri, d

'u yollarin uzunluklari birbirinden de-

M
H
}._J
[4v}
ry
L]
hj

iiller kolcnun scnuna degisik zamanda

p;

mole:

o T
o
(0,94
=
a1
55

—

vararlar Bu da krcmatogramda bilegige ait pikin genigle-
i

mesine neden olur. Bu genisleme kolon dolgu maddesinin ta-

necik biiyiiklii#ine, sekline, nssil doldurulduguna, ve kolo-

0]

nun i¢ capina baflidir. Dolgu maddesi pordz ise bu oyuklar-

de dureZan hacimlar meydana gelecektir. Buoun sonucunda pik

geniglemesi olur.

2.7.7. Termodinamik Degiskenlerin Pik Geniglemesine Etkisi

Bunden onceki k skenlerin band genigleme-

3 % 21
sine etkisini gc ia denge veya termodinemik
deZigkenlerin et i

Tutulme Zameni

¢in ortalsma dofrusal gcgms hizi v,

I

Bir madde

<1
1
-
~
o
—
P
O
S

ile verilir. Ren

dcfrusal hizi u,

= :
u =—p]—— dir. (2-10)
Dafilma Katsayisi ile Tutulma Zsmanl Arasindaxi Befinti

Bir madde hareketli fazda oldugu sirece go¢ eder. Bu neden-
le g5¢ hizi hareketli fazin hizinin kesri gibi tanimlanabi-
lir. Béylece go¢ hizi v,

maddenin hareketli fazdszkl mecl sayisi

v - u
madderin toplam mold

veya
Co Vo _ 1 y  (2-11)

V = u = u (
Cm Vm+ CSVS l+CSVé/Cme

yazilsbilir. Burada Cm ve CS siresiyla maddenin hareketll
faz ve sabit fazdaki konsantrasyonu, benzer sekilde V. Ve



(2=11)

R

1

Xapasite Fakisri

Kapasite faktéri k', maddenin gd¢ bhirziyle ilgili omeamli bir

parametredir ve

(2-13)

S

N

(2-9) ve (2-10) denklemini (2-13) denklemine uygulzarseak,

L
L - ( i, (2-14)
+ + !
LI'R \Jm l. K
ve t,-t t!
Y BBl o (2-15)
T t
o B

denkleml elde edilir.

Segicilik FekiZru

Seg¢icilik faktord

™
txt

X =T e (2-186)
KA
ceklinde terimlanir. Burede KB deha ¢ok Tutulan B ye git
dagilma katsayisidir. KA ise daha az tutulzsn A ya ait dea-

Ei1lma katssyisidir. Seg¢icilik ile kapasite arasindzki ba-

ginta,
k!l

= —= (2-17)




geklindedir. Buradaki k' yerine (2-15) denklemindeki degZer

yazrlirsa

(ty) ot
o e BB 0 (2-18)

((tg)a-ty)

Kolon Hezelusyonu

$ekil 2-6. de A ve B turlerinin kromatogrami gorilmektedir.

Rezelusyon,
it g 1 O _ 24z
S
WA/2+WE/2 WA+HB
2((t5)p—(t5),)
_ R7A
R, = 22 (2-19)
Wy * Mg

Sekil 2-6. Rezellisyon, Rs: 2 Z/(Wﬁ+WB).

WA = wB = W alirsak denklem (2-19),

_ (eg)g = (tg),
8 W

klini glir.

Ri}]
(n



8

t

2
N = 16(—2= y&

W

oldugundzan

T
N

RS -
(tH)B 4

Bu denklem (2-15) denklemiyle birlestirilirse R_,

k '

o IF e -
R () (—2 ) (2-20)
=< l+k;
B
Buradan N yi gekersek,
lek.
_— 2 (> 2 B pad "
r =" RN =S T
N =16 Rs (;?:I“) ( T ) (2-21)
R
kA ng alinirsa ve ayni sekilde kA = ké ;'k' kebulu yepilir-
sa,
I" ! ~
R, = IV o1y (—E (2-22)
4 l+k’
itk
N = 16 Rg(-——i——dz( — e (2-23)
-1 k'
bureda k', ké, ké nin ortalamasidir.
Elisyon Zamani ve Rezeliisyon Arasindaki BaZinta
Denklem (2-9) denklem (2-13) e uygulanirss
L= l+ké
(tp)g = N » B (—2—)
Bu derklem denklem (2-21) e uygulanirsa
16 R H (1+k?)?
(tp)g =——2— (oop—)° —325—  (2-24)
' B

elde edilir.



2.7.8 Genel Elusyon Prcocblemi

Sekil 2-7. de kapasite faktorleri ve dafilms katsayilari
farkli 6 bilegsenden olusan bir karisimin kromatoframi go-
rilmekxtedir. a krcomatoframinds sartlar 1 ve 2 nolu bile-
senleri ig¢in iyi bir ayirma elde edilecek sekilde ayarlan-
mistir. 1 ve 2 nolu bilesenler ig¢in kapasite faktorler:i
optimum araliktadir. 5 ve © nolu bilesenleri piklerin ya-
vilmasindan &tiri tanimlamak oldukga gligtir. b krometogra-
minda ise 5 ve © nolu bilesenin iyi bir gekilde ayrilmasi
icin sartlar ayarlanmig fakat genel ayirim oldukgsa elverig-
sizdir. Bunula birlikte eliisyon zamani idealdir. c¢ kroma-
toZ%raminda ise 1 ve 2 nolu bilesenin ayrilmasi elverisli de-
gildir. Sekillerle gosterilen bu problem genel eliisyon
problemi olarak isimlendirilir. ZElusyon problemlerini or-
tadan kaldirmek ic¢in, sivi krometografide ellisyon sirasin-
da sivi fazin bilesimi degistirilerek gesitli k' degerle-

ri elde edilir (gresdient eluticn). Bu gekild

birbirinden ayrilmssi saflznmig olur. G

ise iyi bir ayirim elde etmek ig¢in kolon sicaklifyl progranm-

11 olarak artirilir (temperatiire programing).

2.789. KromatoXrafi ile Kalitatif ve Kantitastif Anzliz

Kzlitatif Anealicz

Kromatografik tekniklerde kelitatif enaliz agafidaki yoOn-
temlerle yapilabilir.
1. Alikonma hacim ve zamanlarinin karsilastirail-
masi
2. Karbon sayisi ile log VP arasindakl bagintidan
yararlzanmak. )
3., Kovat alikonma indisi
4, Birden fazla kolonda elde edilen alikonma ve-
rilerinin karsilastirilmasi.
5. Sec¢ici dedektorlerin kullanilmasi.

Kromatografik tekaniklerde keslitatif analiz klasik
anlamda alikonma hacim veya zamanlarinin karsilagtirilmesiy-

la yapilmektadir. Bununla birlikte kromatografik kosullerin
analizden analize degismesi sorun yaratmsktadir. Birden
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S2kil 2-8. <, k', N degerlerinin artmasiyla ayirmada

meydsna gelen def*igiklifin sematik olarak gosteriligi,
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fazla kolonda elde edilen tutulma zamanlarinin kKarsi
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o
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rilmasi tutulma zamanlari esit clan maddelerin ayni

D

4N

Lo

dir, Butun bu yoOntemler yined

[4M]

ler colmsa olasiligr fazl

itatif znaliz ig¢in kesin bilgiler vermez. Ancak kromatoZ-

e

Ry

\ s

rafik yontemlerin Ustin ayirma yetenekleri spektroskop

F_J

yontemlerin gug¢lu tanimlama Ozellikleriyle birlestirilirse

guclu bir ‘kalitstif =ansliz cihazina sahip olunur. Bu spek-
troskopik yontemlerln en Onemlileri, infrared (IR), nikle-

er magnetik rezonans (NMR), ve kiitle spektroskopisidir. Bu

amagla kromatofrafi cihazlari (GC ve LC) bu spektroskopik

aletlere baglanmaktadir.

Kantitatif Ansliz

Kantitatif kolon kromatoZrafi snsliz edilen maddenin piki-
nin yiksekliZinin veya alaninin standzrtlarla kargilssti-
rilmasina dayanir. Ayirma sirasinda gartlar uygun sekilde
kontrol edilebiliyorsa pik glenil veya ylksekligi maddenin
kcnsantrasycnuyla dofru orantilidir. Kantitatif znalizde

lmasi bagari a¢lisindan cnemlidir. De-

f

ayirimin yeterli

b |

Uksek etkinlikli svirmalsards
r7 J

ﬁ!
'...l

o
dektorlerin verdifi sinyal
tabani ¢ok dar, komponent saylisi ¢ok degil ise hepsi tek
tek ayrilmis iZne seklindeki pikler halinde kaydedilir.
Etkinlik dzha duslkse gauss egrileri hslincde, simetrik ve-
ya c¢arpirk, i¢ ige gegmig pikler elde edilir, . Ozellikle
¢czgen karisimi degismelerinde zemin ¢izgisi efrilikleri
pik tebanlarinin ¢arpilmasina sebep olur. (0zgenin dedekto-—
ri etkilemesi ise, pik tabanlarinin gorilmesini engelleye-
bilir. Bu tir sorunlar rpicel degerlendirmeleri zorlasti-
rir. CCzum igin metodu iyi oturtmak, ve ayirimi olsbildizi
kadar dizenlemek, zemin ¢izgisini iyi saptamak gibi Onlem-
ler alanabilir. QCesitli kantitatif esnaliz metodlari vardir.

Bunlar;

Fik Yuksekligine Dayali Kentitatif Ansaliz

Clg¢lim enbasit olarek, dzellikle iZne sexlindeki piklerde,
cetvelle pik yiliksekliginin 6lg¢imi ile yapilir. Yayilmenin
olmadiZr yliksek etkinlikli ayirmalarda bu yontem uygulana-

bilir. Dikkat edilmesi gereken ise, kolon sicakliinin
kontrold, eluent skis h2zinin sabit tutuimasi, Ornegin ko-



1

lona verilme hizi gibi deZiskenlerin kontrol alti

rasadir. Ayrica kolona asiri crnek veraekten kag¢inilmala-
dir. Bu degerlendirme metodunds ba#fil hata %5-10 arasin-
dadir.

Pik Alanina Dayal: Kantitatif Analiz

Pik alanlari piklerin yay:ilmasi etkisinden bagimsizdir,
Bundan doleyi pik alani oOlgumu pik yuksekligi olgumunden
dahe 1iyi sonug¢ verir. Bununla birlikte pik yuksekligi ol-
¢umi daha kclay ve nizlidair.

Gogu modern kromatoZrafik cihazlar pik zlani o0l-
¢limu ig¢in dijital elektronik integratorler igermektedir.
En basit pik aleni hesaplamasi pikin yari yiiksekligindeki
pik genigligi ile pikin yuksekliginin gerpimiyla yapilar
DigZer metodlar ise; plenimetri ile, piklerin dizgin bir
sekilde tek tek kesilip anzlitik terazide fTertzlmasi, top
ve disk integrasyonudur. lcNair ve Bonelli bu teknikleri

karsilesztirmis ve gu beg standart sapma degerlerini ver-

1

11
srasyon, %0.44 ; top ve disk integ-
E1 %1.7 ; yikseklikle pik yera

1

mistir. Elektronik int
resyonou, %1.3% ; k 5 £

yiiksekli#inceki genisli in garpilmasi, %2.6 ; planimetre
4.1 .

n
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2.7.10 Yiiksekx Etkinlikli Sivi Kromatografi(HPIC)

Kolon kromatografinin 4 temel tipl verdar,
n

1- DaZilma (partisyon) kromatografisi

-bagli faz (bonded-phase)
~S1vi-s1ivl
2- Adsorbsiyon veya sivi-kati kromatografisi

%_ Eleme veya dJdel kromatografisi

Tswett in orjinal g¢aligmasi dshil ilk sivi krcma-
tografi uygulamalari, 50-500 cm uzunlugunda ve 1-5 cm gapli
cam kolonlarda yapiliyordu. Kullanilan dolgu maddesinin
tanecik boyutu ise 15C-20C pm ¢capindaydi. Bu nedenle akig
hizl oldukga diisiiktii ve buna bagli olarak ayirma birkag
ssat veya daha uzundu. 1960 yilindan itibaren 10 um ve da-
ha kiigiik ¢apli partikiiller kullanilmaya baslandi. Bundan
sonrae dashe gelismis kromatografi cihazlarina gerek duyuldu

Yiiksek etkinlik kisaca ve genel clarszk belli bir
ayirim etkinliZi elde etmek igin gerekli kosgma suresi, ve-
ya belli bir silirede elde edilen ayirim ve tayin glcli olarzk
tanimlansbilir. Yiiksek etkinlikli sivi krometografi (High
Performance Liquid Chromatography) tiim analitik ayirma  tek-
nikleri icinde en hizli gelismeye ve Onem bir yere sahip
bir tekniktir.

Yiiksek etkinlikli sivi kromatografi ile termal
kararsiz ve ucucu colmayan tlirlerin ayirim: ve tanimlanmasi
miimkiindiir. Amino asitler, proteinler, nikleik asitler,
hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, terpenoidler,
pestisitler, antibiyotikler, steroidler, organometalik tur-
ler ve gesitli incrganik bilegiklerin ayrilmasi ve tayini
olanaklidair.

Sivi kromatografi konusu birkag¢ ycnden ele alina-
rak, karsilastirilmali olarek incelenebilir;

Uygulama-sonug¢landirma ag¢isindan:

—Ornek hazirligi ve uygulama,
-Kosusturma olayl ve sabit faz-sivi faz iligkileri
-Kosusturma sonrssl nitel ve nicel enegliz gekilleri

Ayirmay: Seglayan giigler agisindan:
—Si1vi-kati (adsorbsiyon veya tutunma ile filtres-



ycn veys molekiiler elek, gegirgenlik, buyuklux
boseltim veya ¢ap aylirim)

-Savi-sivy (dagrlim)

~Iyon degisimi, ve iyon ¢iftleme (degisim-dagilaim)
-Elektriksel yuxluluk.

Kullanilan destek fazina gore de:

aZi1t kromatogrefi ve elektroforezi,
—Ince tabaka kromatofrafi ve elektroforezi
-Kolon kromatoZrsfisi ve tubuler elektroforez

—-Jel kromatoZrafisi ve elektroforezi

Uygulanan teknik ve emaci agisindan ise:
-Preparetif (Hazirlik),
—Analitik (Nitel ve nicel), :
-Elisyon (Yikara),
-Uzaklsstirzs,

-Strekli
Krcmateogrefili tipleri soz konusudur.

2,7.11 Ayirmayi Sezlevan Glgler ve Etkinlik

Adscrbsiyon (Tutunmszs) KromatoZrafisi

Ayirmeyl saglayan olay, bir ¢oOzlci ig¢indeki maddelerin kol-
loidal ve ¢oOziiclide ¢dzlinmeyen kati faz tarafindan adsorbe
edilerek tutulmasidir. Adsorbsiyor olayi, kollocidal-hacim
/yizey orani kligiik teneciklerin ylizeyinde, gerc¢ek ¢ozelti
¥apan ki¢cik molekiillerin tersirir bir tepkime 1ile Van der
Waals-zayif hidrojen baflari ile tutulmasidir. Adsorsiyon
olayinin giddeti, iki madde aressindaki fizikokimyasal ¢ge-
kim kuvvetleri yaninda tutucu sabit fazin su tutma derecesi-
ne, sicakiiga, tutulan maddenin derigimine baglidir. Bu
beZlilik kolondas syirma vapildiktan sonra tekrar g¢oziuciye
fecebilmesini sa#lar (yrkama ellisyon). Adsorbsiyon-¢ozin—
derecesi farkliliZi komponent xarisimlerinin ayrilmasini

KromatoZrafik ansglizin basarili olmasi ¢Oozucu ve
adscrblayicinin gok dikkatle segilmesine baglidar. Son
zamanlara kadar bu sec¢im yapilen deneme yenilma sonugleri-
na daysniyordu. Bu gin bu se¢imi yepasrken teoriden yarar-
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bulunan deZisge
gruplari ile yer defigstirebilmesine da-

}_.r
:!1..

molekillerin 1iycn
vanir. Sebit fazdaki katl maddenin yer defZigtirebilen iyo-
nik gruplarin Gzelliklerine begli olarax yer degistirme o-—
lay1l meydana gelebilecefinden g¢esitli molekul gruplaricin
sabit faz iizerinde birtirinden ayrilabilmesi ig¢in amaca uy-
gun bir sabit faz se¢ilmelidir. Genellikle bu igslem ig¢in
sentetik regineler kullanilir. Bu reginelerin iyonik karekx-
terleri pH'a gore deZigecefinden belli bir molexul grubu
belli bir reginenin belli pH'daki iyonik Ozelliklerinden
faydelanilarak komponentlerine ayrilir. Bazi bilegenler

zor iyon degistirirken bazilari koley defistirir ve krooma-

tofrafi sirasinde gyrilirlar,

Dagilim, {pertisycn) kromstecfrafisi

Orgznik ¢8zgenlerde ¢ok, suda az ¢Ozlinen bilesiklerin bir-
birinden ayrilmasi adsorbsiyon kromatoZrafisi 1ile yapllabil-
mektedir. Eem suda ve benzeri polar ¢dzgenlerde, heade or-—
ganik ¢oOzgenlerde ¢Ozlinebilen bilegiklerin birbirinder ay-

rilrmasi ise daZilma kromatografisi metodlari ile olmaktadir.

-t

Bir bilesik birbiri ile karismasyan iki ¢Ozgenle
calkalandi¥1l zaman iki faz arasinda belli ve egit olmayan
bir oranda dagilir. Bu daZilma sabitli ayzni madde grubuns
giren bilesenler arasinda, kimyasal yapilarinin farkliligi
nedeniyle degisik oldugundan dagilma kromatografisi ile bun-—
larin birbirinden ayrilmasi mimkin olur. Dagilma kromatog-
rafisinde birbirine karismayan iki fazdan, polar fazi kendi
yapisl nedeniyle tutabilen veya hareketini yavaslatabilen;
buna kersilik organik ¢6zgenle bir iligki kuramsyan kati bir
materyal sabit faz olarak kullanilir. Suyun bu materyal U-
zerinde az hareketli olusu nedeniyle organik ¢Ozgenin dzha
h1izli hareket etmesi ve ayrilacak olsn bilegiklerin su ile
orgenik ¢dzgen ic¢indeki ¢Odziniirliklerinin farkli olusu ne-
deniyle komponentler sabit faz lizerinde birbirinden farkla

hizla ilerlerler. Bundan yararlanilarak ayirma saglanir.



gu maddesinin molekuler afrinitesl (cekiciligi) ile kom-—
nonent molekillerinin uyum derecesi ayirimi saglar. Metal
kelasyonu, iyon affinitesi, lejan defistokusu etkili olur.

Molekiiler (eleme) Krcomatografisi

Ultrafiltrasyondasn yararlanarak jel koloalarinda kati-sivi
kromatografisi ile, benzer maddelerden oclusan karisimlari
bandlar halinde ayirmak ve kolonlardan ayri ayrli yikayarak

elde etmeye jel kromatografisi denmektedir.

Bu amacla kullanilan sefadeks jellerinin ve difer
jellerin sisme Gzellikleri ve sisme hacimleri deZigebilir.
Buna baZli olarsak molekiil azirligl defigen bilesenleri ayi-
ran tipleri vardir. Ayni sey biyojeller, canli kckenli jel-
ler ig¢in de gegerlidir.

Uygun jel segildikten sonra suda bekletilerek sgi-
sirilir. Daha sonra kolona ddkiliir. Ornek kolonun tepesi-
ne uygulac1r. Sonra saf su veya iycnik bir ¢czelti tepeden
verilerekx ayirma segflznir. Ayrilms s
ber yirir. Beklenenin tersine kolondsn Once biuylk, soarsa
kiigiik molekiiller g¢ikar; ¢linkli kiglik molekiiller jeli olugtu-
rzn kolloidlere adsorbe olur. Bu sebepie yikanmalari da-
ha uzun suUrer. Bu nedenle bu kromatografiye ¢ap bogalim
kromatografisi de denmekxtedir. Jel filtrasyonunda yalniz-
ca molekiil gapi ve afirligina degil bigimine , Ug¢ boyut-

lu yapisina bagli olarak ayirma etkinligl szglanir.

Flektiriksel Eareketlilik

Bu etki ile komponentlerin birbirinden ayrilmasl igin elek-
trik akimindan yararlsnilir. Bu nedenle ancak yuklu mcle=-
kiilllerin birbirinden syrilmasi saglarir. Yuklu tanecikler
elektrik alani icindeki bir ¢ozeltide zit yuklu elektrodsa

do#ru hareket ederler. Elektroforetik hareketlilik yiklu

tanece#in yikli tanecigin lzerindeki yuk sayisina ve 1lsare-
tine baflidir. Ayirim ayni zamanda elektirik akiminin ge-
¢irildigi ¢dzeltinin iyonik kuvvetine ve pH'ina gore deZi-
sir. Bundan dolayi bu etkileri 1yi syarlameskla iyi bir a-

yirim elde etmek mimkundur.



2.7.12. Hareketli Fazlar

DogZal olarek hareketli fez se¢imi, eyrilazcak madde gurubu-
nun ayirim tipi ve duran fazin Ozelliklerine gbre yapilir.
Bu se¢im ayirimin baserisi eg¢gisinden Onemlidir.

Genel olarak sivi kromatoZrafisinde duran faz i-
le hareketli fazin iligkisinin ¢Ozuci karisiml veya bilesi-
mi defisimi ile defistirilmesi, ayirim yontemi gelistiril-
mesinde en ¢ok uygulanan ycntemdir.

En onemrli bir konude tum kapali sistemlerde ha-
reketli ¢Ozgenin dedektorden, syrilan bilegiklerle birlik-
te geg¢isi nedeniyle izleyici uzerindeki etkileridir.

Ayirim olayinda ¢oOzucu fazin iki yonli etkisi,
ve bu etkilerin denetimi s0z konusudur. Bunlardan biri
akig hizi, digeride sabit fazdaki molekiilleri ¢dzme glcl-
dur. Akis hizids kolon ve dolgu maddesinin Gzelliklerine
gore segilmesi gereken bir degZigkendir. Akis hizi kolon
boyutlarina, tanecik ¢aplerinz, taneciklerin pordz veya
pellikiler olusuns, duran fazin yikznmaya olan direncine,
kolonun basinca dayznikliligins bzglidir.

Akls hizi zzaltilmasi genelde ayirim etkinligini
artirir, fakat asirisi yayinima neden oldugundan, pik ta-
banlerinin geniglemesine, yakin pilklerin karismssina neden
olur. Genellikle en iyi hiz, kolon boyunun kolonda hig
tutulmayan bir bilesiZin ¢ikis zamanina bolunmesiyle mm/sn
clarak hesaplanir. Analitik kclonlarda en yuksek etkinlik
i¢in 0.5 mm/sn. hesaplanir. Genellikle 2-5 mm/sn, en ¢ok
2.6 mm/sn. kullanilir ki bu deger 0.5-1 ml/dk. ya karsilik
gelir.

¢ozgen segiminde akigkanlik, sikistirilabilirlik
ve buhar basinci onem kazanir. ok genel olsrak, metod ge-—
ligtirme ve ayirim gicl, hizi ag¢isindan ¢Ozgen se¢imi sabit
faz sistemlerine gore goyle oOzetlenebilir:

Crnek, yikama ¢ozgeninde ¢&zinmelidir.

Adsorbsiyon kromatogrefisinde ¢ozme etkinligi ska-
lasinin apolar yarisinda kalanlardan ozellikle hegzan, e
til eter, asetonitril, metanol ve su kullsnilir. Ince taba-

ke kromatografisinde iyi sonug veren ¢dzgen sis@gmﬁﬁﬁﬂzﬁﬁiig
3 L Thtnnands
Moglne o
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lar ¢ozgen oranl yari yasriya azaltilarak sivi kromatogra—
fisine uyxulanabilir. (Gzgen kuvveti artisgl ornek sifa-
1n2 ¢ok azaltir. Segiciligi cok etkiler,

Ters faz kromatografisinde metonol, asetonitril,

u

ol, izopropanol, dimetilformamid, n-propsnol, dioksan,
azalan polarite/artan ¢oziicliliik dizinine gdre siralanen
gozuctlerin su karigsimlari kullanilir.

"Normal faz kromatografisinde ise hegzan,izooktan,
asetonitril, metanol-su karisimlari ile ¢esitli polarlik.
dereceleri saflanir ve tetrahidrofuran gibi liglincl ¢Gzgen—
ler katilar.

Iyon kromstofrafide genel olarak Ornek bilesikle—
rindeki fonksiyonel grubu olan bir tampon ¢ifti segilerek
reg¢inen gruplerina karsi rekabet saglanir. Metsanol etanol
gibi organik ¢dzgen katilimi ilede segici etki artirilabi—
lir.

Crnekte safsizlik olup olmamasi, eger safsizlik

verse ne tir safsizliZin oldugunun bilinmesi ¢ozgen segi-

n

.7.1%3. Dolgu Maddeleri ve Sebit Facz
g

Bugin genellikle, destek faz olarask kullanilan siliksjelle-
re bafli, sabit fazi olusturan organik maddeler kullanilir.
Bu gekilde kimyasal bagla ylizey kaplama pordz taneciklerden
go¢ yelunu kisaltir, dar pikler verir(pellikiiler dolgu).

Ki¢lk tenecikler teorik plaka yiksekliginin dii-
sik akimda kxiiglilmesini saglar ve pikler daralir. Bununla
birlikte tsnecik gapi kii¢lildiikce kolon geri basincl artar.

S51v1 kromatografide kullanilan kolon dolgu madde-
leri g0yle dzetlenebilir:;

Sivi-Kati Adsorbsiyon kromatografisinde en ¢ok
silika jel kullanilir. Alilimina, aktif koamiir ve kalsiyunm
karbonat vs. de kullanilabilir. Aktif silika ise polsri—
tesi az veye apolaer olan maddelerin syiriminda kullanilar,
Tanecik ¢ap1 kiigliltiillirse etkinlik artarsads geri basing

a¢isindsn zararladar.
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S1vi-Kati Iyon Defisim kromatofrafisinde en cok

tiren divinilbenzen kopolimer tilirevi olan ve sifonik asit
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berlit tip I-IV gibi rec¢ineler kullanilir. Tiplere gore
pE 1-9, 1-2, 1-4 veya 5-14 arasinda olabilir.

Sivi-kati ve sivi-sivl Gap Bosaltim kromatografi-

H), -COCH, kuaterner amin tipi aktif ucglari olan Am—

sinde (SEC, GPC) yari kati ve kati jeller ile sulu ortamda
biyomolekilller veya kimyasal polimerler, gaprnz bagli dexs-—
tran, pelistiren gibi tanegikler kullanilir.

Sivi-Sivi DaZilim kromatografisinde sabit sivi faz
katy destek faza kimyasal olarak baglidir. Burads sabit
sivi fa31n ¥Yiksnmasl tehlikesi vardir.

Normal faz kromatografisinde amino, siyano, diol
gruplu polar sabit fazlar kullanilair.

Ters faz kromatofrafisinde gesitli silsan kokii o-
lan bilegikler kullanilir. Bu tir kolonlarin iistiinliigi
¢ok genis bir ¢Ozilcl grubu ile kullaniladbilir, yeniden ko-
sullendirilabiliir, kati sivi kromatografisindeki gibi geri
dénllmez tutulma ile Ormek bilesifi kaybi ve kolon kirlen-
mesinin clmayisidar.

Destekx faza baZli organik gruplar Ek 1. de veril-

2.7.14. Sivi Kromatografi Sistemi

Sekil 2-9 . da sematik olarek bir saivi kromatografi siste-
mi gorilmektedir. Bu sistemin her bir bileseninin Gzellik
leri gu paragraflarla Szetlenebilir.

¢ozuciniin bulundufu kaplar cam veya paslanmaz Cge-
likten yapilairlar. (ozlici kaplari genelde ¢oziiclideki ¢&8-
zUnmis oksijen ve azot gibi gazlari uzaklastirmak igin o-
zel cihazlara bagZlanir. Bunlar vakum pompasi, distilasyon
sistemi, 1sitme ve karistirma yapan aletler, veyas ¢dzelti-
den inert gaz geciren diizenekler olabilir. (dziinmiis gaz-
lar keolonde gaz kabarciklarina donliserek dedektdriin etkin-
ligini dustrebilir. Ayrica ¢dzeltideki toz ve partikiilleri
tutmak i¢in bir filtre bulunmaktadir.

Pompa sivi krometografi ig¢in Ozel dizayn edilmis-

tir. GCoézicii pompalama hizi 0.1 den 10 ml/dk, ya kadar
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Sekil 2-©. Sivi Kromatografi Sistemi.

degigebilir.

Urnek enjeksiyon sisteminin degisik tipleri var—
dir. Bunlardan en basit olani siringa tip enjeksiyondur.
KromatofZrafik sisteme oOrnek giriginin ilk uygulamalsrinaan-
dir. Elastik bir septumdan ibarettir. Sistemdeki basing
¢ok dusuk 1ise kullanilabilmektedir.

Akig durdurma enjeksiyonunda ¢Ozgenin kolona git-
mesl engellenir. Ornek sisteme verildikten sonra ¢ozgenin
orneZi yikayarak kolona suruklemesi saglanir.

Ornekleme valfleri en sik kullanilan yontemdir.
Burada 0zel bir valfle ¢6zgenin iki farkli yoldan gegmesi
sa¥lanir. Ornek sisteme verilirken valf kolu gevrilerek
gozgenin baske bir koldan kolona girisi saglesnir. Ornegin
enjeksiyonundan sora velf eski durumunz getirilir. OCrnek
hacmini kendi aysrlayan velflerde vardir.

Kolonlar paslanmasz ¢elikten veya basinca dayanik-
11 duruma getirilmis cam kolonlarden yspilmaktadir.

.En sik kullanilan dedektor ultraviyole dedektor-
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2.8. Sivi Kromatogrsefi ile Vitamin Anelizleri:

Mikrobiyolojix metodlarla vitamin taeyinleri duguk konsan-
trasyonlarde vitamin igeren orneklere uygulanmaktaz ve bazi
vitaminler i¢in oldukge duysarli olmaktadir. Bununla birlik-
te sec¢iciliZin iyi olmamasy ve zamzan alicl olmasi nedeniyle
rutin analizlerde kullanilamamaktadir.

Fiziksel ve kimyasal metodlar biyolojik metodlera
gore daha hizli yepilmaktadir. Normalde kantitatif analiz
kalorimetri, spekxtrofotometri ve florimetri ile yapilmakta-
dir. Vitamin analizine baglamsk ig¢in girisim yapan diger
bilesenlerin miimkiin olabildigince uzsklastirilmasi gerekli-
dir. Gaz-sivi kromatofrafisi bazi Ozel vitaminlere uygula-
nabilmekte isede A ve D gibi termal kararsiz vitaminlere
uygulsnamamaktadir. Sivi kromestogrefik metodlarda gok az
bir drnek saflastirma yeterli olmaktadir. Kolon kromatogZ-
refisi kullanilan keclonlarin xarerliliZ: ve etkinliZi sebe-

bivle oldukga genis sekilde kullzanilmasktedir.

2.8.1. Kromatokrafi ile B, Vitzmini(Riboflasvin) Analizi

EEC' % 1
T2
H-C-0H Sekil 2-10. Ritoflavinin yapisi
h—?—OH
H-C-0H
H—%—OH
H

Biyolojik ortamdsaki riboflavin taeyini ig¢in ince tebeka, mik-
robiyolojik ve florimetrik metodlar kullanilmasktadir. Ri-

boflavin tanimlanmas: ve belirlenmesi ig¢in yliksek basing si-
vl kromaetofrafinin birgok sekli uygulanmektadir. Riboflavin
amino bagZli kolonds ayrilabilir. Riboflavin analizinde or-
nek hazirlemacda ¢cogu kez santrifijleme ve slizme gogu kez ye-
terli olmaktadir. Analiz 5 dakika gibi kisa bir silirede ya-

pilabilmektedir. Ribcflavin, eminoasitler, B6,"C ve niasin-
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1.4

amid amino bazli kolonds koleyca eyriladbilmektedil

~
e
el

risim asetonitril fosfat tamponu gradiyenti uyguleyara:
a adan az bir siirede analizlenebilmektedir. 35 anzlizine

K
t literatiirierde yer alan bilgiler ¢izelge 2-8. de veril-

2.8.2. Kromatcgrafi ile C Vitamini ( Askorbik Asit)

0
/
! I HO CH
C-OH —
P9 HO
C-0H |  _ , 0
He }5 R | = nO—Cn2-('3 0
HO- G- 4
CHEOH

Sekil 2-10., Askorbik Asit
gk 2,6-diklorofenolindofenol ile
tri veya denidro eskorbik s&sitin

revinin kolorimetrisi 1ile ta-
t

irbidimetrik ve gaz kromatoZ-
irilmistir. Bununla birlikte s-

vapan diger maddelerden mizkiin oldu-

a e korbik esit analizi ayni biyoc-

e sahip fakat zayif 1sik absorbsiyonu yepan dehid-
roaskorbik asit olusumu nedeniyle karmasiktir. Bu nedenle
askorbik asit asnslizince dehidroaskorbik asit harig tutu-
lur. Analiz sirasinds glglu UV 1sik absorbsiyonu yapan
askorbik asitin dehidroaskorbik asite oksitlenmesinin en-
gellenmesi gerekir.

Bui-Nguyen amino bagli kolonda eluent olarsx aseto-
nitril fosfat tamponu karisimi kullanmis ve askorbik asit-
ten izo askorbik asiti(D-askorbik asit) ayirmistir.

Cizelge 2-8. de askorbik asitin kromatografik anali-

zine ait g¢alismalar verilmistir.



Cizelge 2-8.

S1vi

J.,L"/

Ile Besinlerde B, ve C Vita-—

Ilgili Vitemin Sabit Faz hareketli faz Uygulame Ref.
1 1 1ni -hb si .08M KH. - :
C vitamini ODS-Lypersil 0 .08l KthOQ pesinlerds (513
%20 metconol
C vitamini Vydac SAX asetet tamponu besin, far-
Zipax SAX masotikler, (19)
Bondapak A4X/Corasil Organizmada
Askorbik, 0.04 M
Dehidro askorbik pBondapak C-18 N325P04 Portakzl (11)
asit suyunda
- R Karbohidrat o PR ;
L ve D Askcrbik it T %20 Asetonitril Meyva Suyu (12)
asit SRR 0.003HM Ki PO,
lonu
Askorbik Asit pBondapek N 50:50 {(v/v) ; |
dewidve askerhik 2 .metonol- leyva Suyu (&)
asit %0 .25 K&2PO4
C vitamini uBondapak-NHE, - 0.002M emonyum Besin ve (28)
tTuzu Tebletlerde
Niasinamid,
Pirodoksin,Ribo- c8 0.01 sodyum
flavin, Tiyamin hepen SUlc-  Tabletlerde (26)
nat
Suda (¢ozlnir - . - s
b Zipax SCX .05 M ﬁa52204 B SRR TRE (27)
' 0.05 M KH,PO
2° 4
Suda ¢ozinir @ &
RP-18 metenol-su—-fos Tabletlerde (1)

Vitaminler.

forik asit




3.1. Olgiimlerde Kullsznilaen Aletler

ciates model sivi kromatografi siste-
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mi kullanilmistir. Kromatografi sistemi MGOCOA pompa,

M440 Abscrbans dedekxtoru, Uk model enjektor, uBondapak NH2

kolon ve linear marka yazicidan olusmaektadir. Ayrica per-
kin Elzmer &00 UV-VIS Spektrofotometresinden yararlanilmis-

tir. Qaligmada kullenilan diger yardimcl geregler sunlardir;

a) Galkalayici, Hetofrig

b) Elektronik teraziler, Sortorius 2432, Mettler
PE1600

c) Etiv, Nive marka, FN40O

d) EBElender, Fhilips EL 3252

2.2. Resktifler ve Standart (Cozeltilerin Hazirlanmasi

100 ppm stck C vitazini (merck:599063) ¢dzeltisi %1 lik HPG5
(merck:545 ) cCzeltisi ile hazirlend:.

100 ppm B, vitamini (merck:7g09) stck ¢dzeltisi bidistile
su ile hazirlandi. ZEromatografik g¢odzeltiler %0.1 {Bﬁ4)2G05
(cerck:11%5), 0.68g/1t KH,PO, (merck:4873%) ¢ozeltisi bidis-
tile su ile hazirlandi. (ozeltiler Whatman filtre kagi-
dindan stzuldikten sonra vakum altinda ¢ozeltilerdeki ¢oO-
zlinmiis gazlar uzsklastirilmeye ¢aligildi. Metenol (merck:
6009) ve etanol (teknik) distilleneresk aynil islemlerden ge-
¢irildi.

3.3. Ornekleme, Kurutma ve Kiikiirtleme ile Ilgili Deneysel

Islemler

Ornekleme ayni aZactan rasgele orneklemeyle yapildi. Ol-
gun ve birbirire benzeyen kayisilardan 500-1000 g ksdar a-
lindi. Alinan Ornek U¢ kisma ayrildi. Birinci kisim oOr-
nek yspay olarek kurutulmak ilzere ¢ekirdeklerinden ayrildi
ve etiive kondu. Etiivde 65-70°C de 3 giin kurutuldu.

Ikinci kisim Ornek kayisi kiikiirtleme odasinda ki-

kiirtlendi ve glineste kurutuldu., Kilkirtlenmis ve glineste
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kurutulmus kayilsilarin bir kismi 802 analizi yzpilmak uze-
re ayrildi. '

Uclincili kisim ornek ¢ekirdeklerinden ayril=arak
gin boyu glires alan bir yerde dogal olarzk kurutuldu. Se-

kil 3.1. de anlatilan bu islemler sematik olarak goOsteril-

mistir.
Kayisi Turu
+l “
l.kisim 2.kisim 3.k1s1im
4 'S _ )
etiivde 65-70 C kiukiurtleme guneste kurutnra
de 3 gun kurut- uineste kurutme
ma . [ N
l.kisim 2.kisim

T
50, analizi

Orneklerin Sivi Kromatografik

Anzglize Hazirlsnmaesi

Sekil 3%3-1. Crnekleme, kurutma ve kiklurtleme iglemleri-

nin sematik olarak gCsterilmesi.

3.4. Sivi Kromatograefisi ile Ilgili Galismalar.

3.4.1 Uygun Eluent (hareketli faz) Se¢imi ve Sivi Kromatog-

rafi Sisteminin COptimizasyonu

Kayisida vitamin eanslizleri ig¢in sivi kromatografide uygun
¢tzgen sistemleri denendi. Bu amagla C,H-OH-%0.1 (NE4)2
005 0 CHEOE —KH2PO4, 02H5OE-HBO, %0-05 (ﬂ34)2005 Qazgeﬂ
sistemleri kullanilda.

Bolim 3.4.2. de anlatildigil sekilde hazirlansn

kayisi ekstraktlarr lo ul lik drnekler halinde kromatografik

WO
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sisteme enjekte edildi ve kroc 1 alindi. Ayni ¢Oz-—

aTOE r
gen sisteminde standart vitamin kerigimlarinin ayrilmasi da

incelenmistir.

Sivi kromatogZrafik Anali

1
deneysel parametreler kullanilmigtair.
KoloF: p Sondapak N"z
Dedektor: UV 254 nm
Duyarlik: 0.05 AUFS
QZzicl hizi: 1 ml/dk.
KafZit hizi : 1 cm/dk

Ornek Hacimleri: 10 pl
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Sekil %3-2. Bidistile Su ¢6zgen sisteminde aylirim.
(a) kayisi ekstrakti (b) Kayisi ektrakti

(¢c) sentetik vitamin karisimi
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Sekil 3-3. Kayisi ektraktlarinin Etenol-Su 60:40
(v/v) sistemindeki ayrilmasa.
a) Kayisi ektrakta
b) 1. kayisi ektrakti

2. vitamin B2
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Sekil 3.4, 0.05M KHaPoq-metanol 50:50 (v/v)
gézgen sistemiyle ayirma

(a8) Vitamin karigimi

(b) Kzyisi ekstrakti

(c) C vitamini eklenmis kayisi ektrakti
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Sekil 3.5. Etanol-%0.1 (N§4)2co§ (50:50 v/v)

¢Ozgen sisteminde ayirim.

a) Vitarin karisimi

b) Kayisi ektrakti
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[ (a)

Sekil 3.6. %C.1 (149;4)2005 —~Etanol (75:25) (v/v)
¢Gzgen sisteminde ayirim.
&) Kayisi Ekstrakti

b) Kayisi ektrakti
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Sekil 3-7, %75 Etanol- %25 (NH4)2CG5 (%1) v/v
Gczgen sisteminde kayisi ekstraktinin ayrilmasi.

Sekil 3-8. Etanol-%0.1 (NE4)2CO5 (10/90 v/v)
¢ozgen sistemiyle ayirim. Srnek hsacmi S5pl kayisi ekstrakti



(a)

L\/\ r .
o e

O z 2 3 C 1 2 3 0 1 2 3 dk

\ (b)

$ekil 3-Q, Etancl-%0.1 (NE4)2005 (12:5/87:5 v/v)

¢ozlUcl sisteminde ayirim.
a) 10 uL kayisi ekstrakti

b) 1/5 seyreltilmis kayisi ektrakt:

c) 20 pl kayisi ektrakti ¢ozlcl hizi 2ml/dk.
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Sekil 3-10. 0.1 (NH4)2005 COzgen Sisteminde

Avairim
Ayirim
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Sekil 3-11. %0.05 (Nﬂ4)2003 ¢Ozgen sisteminde

sylrim
(a) sentetik vitamin karisimi

(b) kayisi ekstrakti
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Sekil 3-12. C ve B

> Vitemini karisiminin %0.05 (NHq)gCO5

¢ozgen sisteminde ayrilmesi.
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3.4.2 Xayi131 Ekstraktler: jle Yapilan Calismalar
Islem gormus xayisilarin klyllmes* ndan sonra Z0-40 g kadar
artildi. Blenderde 100 ml %1 lik HPO, ¢Ozeltisiyle 10 dk

\N

mojenize edildi. Komojenize edilm:g ornek kapakli erlen-
mayere alindi. Blenderin kabi 50 ml ¢o6zelti ile yikanip yi-

ma ¢ozeltisi erlenmayere eklendi. Ekstrzksiyonu tamamlamak
i¢in galkalayicida 15 dakika galkalandi. GCalkalamedan sonra
slzge¢ kagidindan sizildli ve slzintli 250 ml ye tamamlandi.
Bu ¢dzeltiden 20 ml kadar tekrar sizildu standart ekleme
yapilarak 10 ul lik sirainga ile kolona enjekte edildi. Pik
yiukseklikleri ¢Ozelti konsantrasycnuna karsi grafige gegiri-

lerek ornektekl vitamin miktari hesaplanda.

3.4.% Standart Vitamin Ornekleri Ile Yapilan Anslizler

Bu deneyde standart 32 ve C vitemini igeren ¢ozeltilere
naa 20 gozeltisi eklenerek SO nin 52 ve C viteminine et~
kisi incelendi. ClguUmler Perkin Elmer 600 UV-VIS Spektro-
fotometresiyle yapildi.

25 1lik belon jojeye 20mg/250 ml askorbik asit ¢o-
zeltisinden 10 ml alindi ve lzerine 12.5 g/litre H325205
¢Gzeltisinden 0,1,2,3,4,5 ml eklendi. (Ozeltiler saf su
ile 25 ml ye tamamlandi. Referans hiucreye konacak ¢dzelti
ayni ycnbeFTe hazirlardi. UV-259 nm de bu ¢oczeltilerin ab-
sorbanslari olguldu.

2 vitamini igeren g¢ozeltiler 5 mg/250 ml 32 GO—
zeltisinden 15 er ml alinarak uzerine Na28205 ¢oOzeltisinden
0, 2.5, 5, 7.5, 10.0 ml eklendi gozeltiler 25 ml ye tamam-
lendi. 379 nm ve 440 nm de 0Olgim yapildi.
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Sekil 3-14. Ksyisi Ekstraktinin Standert Ekleme ile

Kantitatif Ansglizi. 1) Askorbik Asit 2) Riboflavin(BE)
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vitamin C h{cm)
yg/lQpL
0.00 &9
0.04 105
0.06 140
.08 - 210
0.16 504

¥y = 60.625 + 1543.75 x

0.03%927 0 0.04 0.08 0.12 0.16
Askerbik Asit  (ug/l0 ul)
$ekil 3-15. Standart ekleme ile kayisi ekstraktinda C vita-

mini analizine ait kalibrasyon egZrisi.
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B2 vitezinl

pik yuksekligil

pg/10 pL cm
0.000 8
0.002 13
0.004 18
0.006 22
0.008 31

40

y= 7.3999 + 2750 x
30 :
4
20 |
10 ;
1 L ] I L
0.00269 0 0.002 0.004 0.006 0.008

B (pg/10 pL)

2

Sekil 3-16. Standart ekleme ile kayisi ekstraktinda 52 vita-

minine ait kalibrasyon eZrisi.
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Sekil 3-17.

2 Stilfitlenmis standart C vitamini Orzefinin
absorbans deZXisimleri.
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Sekil 3-18. Slilfitlenmis standart B, vitamini Srneginin
absorbans degZigimi,
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4, DENEY BURUQLARININ YURUNMI

Cdzgen segimi ig¢in yapilzan denemelerde elde edilen kroma-
togramlsr incelendiginde sekil 3-11. de gosterilen %0.05
(NH4)2CO3 cdzgen sistemiyle ayirim bilesenlerin ayrilmala-
rinda uygunluk gdstermektedir. 1.4 dskikada gozlenen C vi-
tamini ile 2.5 dakikada gozlenen B vitamini standart katms
yontemiyle analizlenebilmektedir. Akas hizinl degistirmek-
le iyi bir ayrima elde edilememektedir. Sekil 3.7 de goru-—
lece*i gibi ¢Ozgen hizi degistirilmesi aylrmaya fazla etki
etmemektedir. Daha iyi bir ayirma elde etmek i¢in ¢oOzucu-—
programlamasl gerekmektedir.

Kolona verilen orneZin konsantrasyonunun aylrma
iizerine etkisi yine sekil 3.9. dan gorilebilir. Anlesila-
ca#1i gibi normal konsantrasyon araliginda ayirim aynli kal-
maktadir.

Sekil 3-12. de 82 ve C vitemin ¢rneklerinden
5 exr pl hzacimlerde kolonz verilerek pik yiksekliklerinin

tekrarlanabilirligi gosterilmigtir.

1

Kavisinin islenmesinde Uygulanan Temel Islemlerle ilgili
—

Degismeler

Cizelge 4.1. incelendiginde 82 ve C vitamin igerifirndeki
deZismeler termal bozunma reaksiyonlarinz dayandirilabi-
lirki gergektende H.R. BOLIN caligmasinda Denzer degigi-

mi saptamistir.

Kiikiirtleme ile ilgili degismeler (izege 4.1 den
hacihaliloglu, hasanbey, Ve ¢bloglu tiirleri igin incelen
diginde kurutma islemlerindeki miktara gore deha &z bulun-
maktadir. Sayed A. Salem kikurtleme sonucunda kayisinln
C vitamin igeriginin azaldizinl gostermistirki bu sonug
bulgularimizla paralellik gcstermektedir.

Giineste kurutma islemindede dogal kurutmaya oran-
la vitamin iceriklerindeki disls termal bozunma yanindza fo-

tokimyasal resksiyonlerinda Snemli oldugunu gdstermektedir.
¥ &



ma degerleri hesaplanmanigtir,

Cizelge 4-1. HacihaliloZlu, hasanbey, ¢Ologlu tiiri kayisi-
larda B., ve C vitamini dizeyleri (mg/l00 g kayisi).
hacihaliloglu hasenbey qéloglu%
el 5% 1910 1327 1644
@ _
yapay ~ + 1 -+ oy
% lcurutma 22.12Z 0.99 19,482'F 1.2 3735
e =
o |glines 20 + + v
3 S 10.50X 0.79 8.587 0.83 Duif
=T
kikurtli 6.31% 0.8% 6.74 £0.64 5.24
o |yepay + +
g lkurutma 0.:25=.0.017 0.27*0.05 017
o =
giines + = 5
- ) .
® |kikiirtld | 0.42%£0.075| 0.54%0.021]  0.49
¥ Apnaliz edilen Ornek sayisi az oldugundzsn standar sap-
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zda kayisi tirlerinden ornek olarak segilen ve yo-

n clarak yetistirilen hacinaliloglu, hasanbey,
ve ¢oloflu tirleri ig¢in oOnemli vitamin bilegenleri analizi-
ne 1sik tutacak sivi kromatografik yontemin uygulama kosul-
lary verilmeye ¢elisilmis ve ayrica uygulanan islemlerin de-
Zinilen bilegeﬁlere etkisi analiz sonug¢larina gore gosteril-
meye calisilmistir.

Surnulsan bu analiz yontemiyle Malatya 1linde yeti-
sen diger tilirlerin yas meyvalarinin analizlerl yapilarak
deginilen bilesernlerin gevresel sartlara gore degisimleri
incelenebilecek, kurutma ve kikirtleme islemleri yarinda
sofutma v.b. diZer islemlerle muhafezasi sirasindeki defi-
simlerin arastirilmasinda optimize ettiZimiz bu metodun

kKulleanilsbilece¥i ksnisindsyim.
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