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OZET

GIDA URUNLERINDE SEKER YERINE KULLANILAN DOGAL
VE SENTETIK MADDELERIN ANALIZi ICiN YENI YONTEM
GELISTIRMEK

Muharrem YILMAZ

Kimya Anabilim Dali Analitik Kimya Programi
Doktora Tezi

Tez Danigsmani: Prof. Dr. Hiiseyin AFSAR

Diinya gida pazarindaki rekabetin artisi, yerli tiiketicilerin yiiksek kaliteli {irtinleri diisiik
fiyatlara alma beklentisi gida kalitesinin izlenmesi i¢in yeni yontemlere ihtiyag
duyulmasina neden olmaktadir.

Gidalarda yapilan tagsis ve hilenin veya yaniltici ilavelerin tespiti i¢in gerek mevcut
analitik yontemlerin gelistirilmesi gerekse de hem Avrupa Birligi hem de diger gelismis
iilkelerce yasal diizenlemelerin yapilmasi adina yonetmelikler ve tiiziikler siirekli
giincellenmektedir. Ancak, yapilan bilimsel arastirma ve ¢alismalara paralel olarak gida
sahtecileri de kabul edilen bu analitik yontemleri bertaraf edebilecek teknikler
gelistirmektedirler.

Calismamizin  ilk  boliimiinde, sentetik tatlandiricilardan  en yaygin  olarak
kullanilanlardan aspartam ve sakarinin Enstriimantal Yiiksek Performansh Ince Tabaka
Kromatografisiyle (YPITK) nitel ve nicel analizi incelenmistir.

Aspartam, HPTLC Silika Jel 60 plaka iizerinde yliriitiilmiis sonrasinda ninhidrin
cozeltisi ile tlirevlendirilerek 620 nm’de taratilmistir. Bu sartlar altinda aspartam
kalibrasyon egrisi 200-1200 ng arasinda dogrusal olup korelasyon katsayist (R?) degeri
0,9955°dir. 500 ng aspartam uygulamasiin 10 tekrar1 sonucu % kazanim 95,7-107,4
arasinda tespit edilmistir. Tespit ve tayin edilebilirlik sinir1 sirasiyla 111,31 ve 36,73
ng’dir. Sekerli surup, unlu mamul, bebek mamasi ve sekerli ¢ikolata gibi farkli matriks
tiirlerinde aspartamin % geri kazanimi 95,0-96,6 arasinda tespit edilmistir. Sonrasinda
plakanin ¢inko nitrat ¢ozeltisine daldirilmasiyla kararli ve belirgin aspartam lekeleri
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elde edilmis ve % geri kazanim 96,5-103,0 arasinda, tespit ve tayin edilebilirlik sinir1
strastyla 16,44 ve 5,42 ng olarak bulunmustur.

Sodyum sakarin, HPTLC Silika Jel 60 F;ss plaka iizerinde yiiriitiilerek 230 nm’de
taratildiginda kalibrasyon egrisi 200-1200 ng arasinda dogrusal olup korelasyon
katsayisi (R?) degeri 0,9974 olarak tespit edilmistir. 500 ng aspartam uygulamasiin 10
tekrar1 sonucu % kazanim 96,5-102,7 arasinda bulunmugtur. Tespit ve tayin edilebilirlik
sinirt sirastyla 26,68 ve 8,81 ng’dir. Sekerli surup, unlu mamul, bebek mamasi ve
sekerli ¢ikolata gibi farkli matriks tiirlerindeki % geri kazanimi 99,1-107,7 arasinda
tespit edilmistir. Ayrica incelenen matriks tlirlerinde uygulanan metotlarin spesifik
oldugu da gozlemlenmistir.

Calismamizin  ikinci kisminda ise gida {riinlerine ekonomik degeri diisiik
tatlandiricilarin ilave edilmesi suretiyle yapilan hilenin ve elde edilen veriler 1518inda
irlintin cografik kokeni ve orijinalliginin tespit edilebilmesine ¢alisilmistir.

Calismada incelenen pekmez ve iizim Orneklerinin fruktoz, glukoz ve sakkaroz
miktarlar1 HPLC ile tespit edilerek licgen diyagraminda yerlestirilmis ve Tirk Gida
Kodeksi Uziim Pekmezi tebliginde belirtilen araliklar baz alinarak elde edilen
isaretlenmis bolge icinde olup olmadiklar1 kontrol edilmistir. Eger pekmez analizi ile
bulunan sonuglar bu bolge iginde degil ise o pekmezin hileli olma olasilig1 oldukca
yiiksek oldugu sonucuna ulasilmstir.

Ancak pekmeze esit miktarlarda fruktoz ve glikoz ilavesi veya invert seker ilavesi
yapilarak fruktoz/glikoz oram1 dogal siradaki gibi 0,9-1,1 arasinda ayarlandi ise, bu
ilaveyi kromatografik olarak tespit etmek miimkiin degildir. Bu asamada kararli izotop
analizleri 6nem kazanmakta ve bu analizler sonucu elde edilen verilerin kullanimiyla
olusturulan tagsis liggeninin kullanilmasiyla pekmezde yapilan tagsis ve bu tagsisin
hangi suretle yapildigi tespit edilebilmektedir.

Ayni bolgede yetisen pekmez ve {iziim numunelerinin SNIF-NMR sonucu elde edilen
(D/H); ve (D/H)y; sonuglarinin biiyiik oranda ortiistiigli ve ayn1 zamanda bu degerlerin
meteorolojik verilerle olusturulan bolgelerle de uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ayrica, ilk
olarak tarafimizca yapilan bu g¢alismada pekmez ve iiziim Ornekleri bolgesel olarak
farklandirilmislardir.

Anahtar Kelimeler: Aspartam, sakarin, YPITK, c¢inko nitrat, HPLC, tagsis, hile,
pekmez, etanol, kararli izotop analizi, doteryum, SNIF-NMR®, karbon izotopu, IRMS,
orjinallik, cografik koken.

YILDIZ TEKNIK UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

XViii



ABSTRACT

INVESTIGATION OF NEW METHODS FOR THE ANALYSIS OF
NATURAL AND SYNTHETIC COMPOUNDS USED AS SUGAR
SUBSTITUTES IN FOODS

Muharrem YILMAZ

Department of Analytical Chemistry
PhD. Thesis

Adpvisor: Prof. Dr. Hiiseyin AFSAR

Increasing competition in the world food market and domestic consumers’ expectation
of high-quality products at a low price means there is a need for new tools for
monitoring food quality.

Both the development of analytical methods and regulations as well as European Union
and other developed countries on behalf of legal arrangements are updated
continuously. However, it must be stated that, despite this ongoing research, those
involved in carrying out food fraud are also continuing to develop new ways of
circumventing accepted techniques for food authentication.

In the first part this thesis, the qualitative and quantitative analyses of aspartame and
saccharin being common synthetic sweeteners have been investigated with Instrumental
High Performance Thin-Layer Chromatography.

Aspartame developed on HPTLC Silica Gel 60 plates, then quantifed at 620 nm after
derivitization with ninhydrine solution. The aspartam calibration plot was linear
between 200 and 1200 ng/spot with a coefficient of determination (R*) of 0.9955.
When 10 repetition of 500 ng/spot aspartam processed, results were found between
95.7-107.4 %. The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were 36.73 and
111.31 ng/spot, respectively. % Recovery was found between 95.0 and 96.6 with
different types of matrix such as sugar syrup, cereals, infant food and chocolate with
sugar. Then the plate immersed to zinc nitrate solution to get stable and marked
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aspartame spot. % Recovery was determined between 96.5 and 103.0, and LOD and
LOQ were 5.42 and 16.44 ng/spot, respectively at this condition.

Sodium saccharin developed on HPTLC Silica Gel 60 F;s4 plates, then quantifed at 230
nm. The saccharin calibration plot was linear between 200 and 1200 ng/spot with a
coefficient of determination (R?) of 0.9974. When 10 repetition of 500 ng/spot aspartam
processed, results were found between 96.5-102.7 %. LOD and LOQ were 8.81 and
26.68 ng/spot, respectively. % Recovery was found between 99.1 and 107.7 with
different types of matrix such as sugar syrup, cereals, infant food and chocolate with
sugar. However, it is observed that these methods have been specific matrix studied.

In the second part of the thesis, the determination of adulteration with the addition of
low cost sweeteners to foods has been studied. Moreover, the authenticity and
geographical origin of samples has been tried to determine.

Amounts of fructose, glucose, and sucrose in grape molasses determined with HPLC
have been replaced in a triangle diagram, and it has been checked whether they have
been placed shaded area created on behalf of Turkish Food Codex Grape Syrup
Regulation or not. It has been concluded that if results have been placed out of shaded
area, the grape molasses is a very high probability of being fraudulent.

Nevertheless if grape molasses have been adulterated with addition of equal amounts of
fructose and glucose or inverted sugar to arrange fructose/glucose ratio around 0.9-1.1
as natural grape concentrate, it is impossible to determine using chromatographic
methods this type of adulteration. Stable isotopic analyses have been gained importance
at this stage. The adulterated triangle has been created by using obtained data, and this
graph provides information about whether molasses is adulterated or not even the type
of sweetener in molasses evaluated as fraudulent.

(D/H); and (D/H)y; results obtained from SNIF-NMR have been largely coincided with
grape and grape molasses samples grown in the same region, and it is observed that
these values have been compatible with region generated by us using meteorological
data. Besides, grape molasses and grape samples have been differentiated regionally
with this study done by us firstly.

Key words: Aspartame, saccharin, HPTLC, zinc nitrate, HPLC, adulteration, fraud,
grape molasses, ethanol, analysis of stable isotopes, deuterium, SNIF-NMR®, carbon
isotope, IRMS, authenticity, geographical origin.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Diinya gida pazarindaki rekabetin artisi, yerli tiikketicilerin yiiksek kaliteli tirtinleri diisiik
fiyatlara alma beklentisi gida kalitesinin izlenmesi i¢in yeni ydntemlere ihtiyag

duyulmasina neden olmaktadir.

Gidalarda yapilan tagsis ve hilenin veya yaniltici ilavelerin tespiti i¢in gerek mevcut
analitik yontemlerin gelistirilmesi gerekse de hem Avrupa Birligi hem de diger gelismis
tilkelerce yasal diizenlemelerin yapilmasi adina yonetmelikler ve tiiziikler siirekli
giincellenmektedir. Ancak, yapilan bilimsel arastirma ve ¢alismalara paralel olarak gida
sahtecileri de kabul edilen bu analitik yontemleri bertaraf edebilecek teknikler

gelistirmektedirler. Ornegin 2008’de Cin’de goriilen melamin katkils siit iiriinleri gibi.

Gida katki maddeleri, gidalarin renk, goriiniig, lezzet, koku gibi duyusal 6zelliklerini
diizenlemek, besleyici degerlerini korumak, dayanikliliklarini arttirmak ve birtakim
teknolojik islemlere yardimci olmak gibi amagclarla ilave edilirler. Avrupa Birliginin,
89/107/EEC nolu Avrupa Parlamentosu ve Konsey direktifinde; sadece teknik olarak
kullanilmasia ihtiyag duyulan katki maddelerinin gidalarin iiretiminde veya
hazirlanmasinda kullanilabilecegi, bunlarin tiiketiciyi aldatmaya yonelik olmamasi ve

tiikketicinin sagligina zarar vermemesinin gerektigi belirtilmistir.

Seker igeren iirlinlerin asir1 kalori igermeleri, porsiyon miktarlarindaki artig, hareketsiz
yasamin artmasi, sismanlik, seker hastaligi, hipertansiyon, agiz-dis sagligi ve kalp-
damar hastaliklarindaki hizli artig gibi sebeplerden dolayi, katki maddelerinin arasinda
tatlandiricilar yiyecek, icecek ve ilag endiistrisinde giderek artis gosteren yaygin bir

kullanim alanina sahiptirler.



94/35 ve 94/31 nolu Avrupa Parlamentosu ve Konsey direktifleri ve 2006/45 ve
2001/46 nolu Tiirk Gida Kodeksi tebligleri gida maddelerini tatlandirmak amaciyla
kullanilan tatlandiricilarla ilgilidir. Bu direktif ve tebliglerde satisa sunulan gidalar
veya gida iretiminde hangi tatlandiricilarin ve ne Olg¢lide kullanilabilecegi, Avrupa

Birligi Gida Giivenligi Ajanst (EFSA) olumlu goriisii de alinarak, belirtilmektedir.

Aspartam gidalarda sivi kromatografisi (HPLC) [1], IR Spekroskobisi [2], Kapiler
Elektroforez [3] ile; sakarin ise gida ve ilaglarda potansiyometre [4], IR Spekroskobisi
[5], Gaz Kromatografisi (GC) [6], HPLC [1] ve iyon kromatografisiyle [7] analiz
edilmektedir. ITK genellikle bu tiir tatlandiricilarin kalitatif analizlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ilag ve baz1 gidalarda aspartam ve sakarinin farkli matriks tiirlerinde

ITK ile tespitine yonelik calismalar sinirli sayida bulunmaktadir [8, 9, 10].

Gida Sektoriinde ¢ok yaygin olarak goriilen bir hile seklide, numuneye beyan edilmeden
yapilan tatlandiric1 ilavesidir. Ozelikle karbohidratca zengin gidalarda bu yolla yapilan
tagsisin tespiti oldukca giictiir, ciinkii ilave edilen tatlandiricilar {iriiniin mevcut
karbohidrat profili ile uyum i¢indedir. Tatlandiricilarin analizi, tirliniin orijinalliginin ve

yapilan hilenin tespiti i¢in bir belirte¢ olabilmektedir.

2010 yili verilerine gére 4 255 000 ton {iziim iiretimiyle Tiirkiye, Diinya’da Italya,
ABD, Cin, Ispanya ve Fransa’dan sonra 6., Avrupa’da ise 4.sirada yer almaktadr.
2010’da tilkemizde iiretilen tiziimiin % 52,81 sofralik, % 36,3’ kurutmalik, % 10,81
ise saraplik olarak kullanilmistir. 2004-2010 yillar1 arasindaki tiretilen tiztimiin kullanim

alanlar1 ve % dagilimlar1 Cizelge 1.1°de yer almaktadir [11].

Cizelge 1.1 2004-2010 yillar1 arasindaki tiretilen tiziimiin kullanim alanlar1 ve %

dagilimlari
Uretilen Uziimiin Kullanildig
Uretilen Y1l Yerler ve % Dagilim
Sofralik | Kurutmahk | Saraphk
2004 54.3 35.1 10.6
2005 51.9 36.4 11.7
2006 51.5 37.4 11.1
2007 52.9 33.7 13.3
2008 50.3 37.7 12.0
2009 52.9 35.9 11.2
2010 52.9 36.3 10.8

Pekmez geleneksel bir Tiirk gidasi ve bizim i¢in 6nemli bir besin maddesidir. Son

zamanlarda hileli pekmez Ornekleri hem i¢ piyasada hem de ihracatta Tiirkiye icin



artarak biiyiiyen bir problem teskil etmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi 2007/27
nolu {liziim pekmezi tebligine gdre sivi liziim pekmezi sadece kendi meyvesinde elde
edilen sira ile iiretilmeli ve ilave tatlandirici icermemelidir. Ancak maliyeti diisiirmek
adina glikoz surubu, yliksek fruktozlu misir surubu ve sakkaroz gibi tatlandiricilar iztim
sirasina ilave edilerek karistirilmakta ve hatta sadece invert seker surubu ve

renklendirici karamel kullanilarak pekmeze benzer iiriinler sunulmaktadir.

Literatiirde, pekmezde yapilan tagsisin tespit edilebilmesi amaciyla ticari olarak
iiretilen bazi1 sivi ve kat1 izim pekmez orneklerinin fiziksel 6zellikleri ile kimyasal
bilesenleri belirlenerek Tiirk Gida Kodeksi Uziim Pekmezi Tebligi’ ne uygunlugu
incelenmis [12], farkli oranlarda glikoz ve fruktoz suruplart dogal pekmezle
karigtirilarak numunelerin seker ve mineral igerikleri regrasyon analiz metodu
kullanilarak arastirilmis [13], tiziim pekmezi farkli meyve konsantreleri ile karistirilarak
birtakim fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve bilesimleri karsilastirilmistir [14]. Kararl
izotop analizi ise sadece bir ¢alismada {iziim pekmezi 6rneklerinin IRMS kullanilarak

toplu-izotop analizi yoniinden incelenmistir [15].

1.2 Tezin Amaci

Tatlandiricilarin, insan saglhigi lizerine siire gelen tartigmalari, mevcut teblig ve
direktiflere uygunlugunun ve T.C. Basbakanlik Giimriik Miistesarlig1 biinyesine gelen
numunelerin kontrolii g6z oniline alindiginda; genis bir gida matriksine uygulanabilirligi
olan, kisa analiz siiresine sahip, ekonomik, analiz 6n hazirhigm en az diizeye
indirebilen, ayni anda birden fazla numunenin analizine farkli tani prensiplerinin
uygulanabilirligine izin veren bir yonteme ihtiyag duyuldugundan sentetik
tatlandiricilardan aspartam ve sakarinin YPITK’de nitel ve 6zellikle nicel analizleri

incelenmistir.

Calismamizin  ikinci kisminda ise gida {riinlerine ekonomik degeri diisiik
tatlandiricilarin ilave edilmesi suretiyle yapilan hilenin ve elde edilen veriler 1518inda

tiriiniin cografi kokeninin tespit edilebilmesine ¢alisilmigtir.

Ulkemizce bolca iiretilen iiziim ve bu iiziimden elde edilen iiriinlerin kontrolii 6nem arz
etmektedir. Bolgesel olarak secilen pekmez Ornekleri ve bu pekmezlerden bazilarinin
tiretildikleri {iziim suyu ve kuru iizim numuneleri, hem pekmezde yapilan hile ve
tagsisin tespiti hem de cografik koken bakimindan farklandirilabilmesi amacryla,

oncelikle sivi kromatografik yontemle mono ve disakkarit dagilimlar tespit edilerek

3



kiyaslanmistir. Sonrasinda, bilindigi kadariyla Tiirkiye topraklarinda yetisen iizimden
elde edilen {iirlinlerin kararl izotop analizleri SNIF-NMR® ve IRMS yo6ntemleriyle ilk
defa bu c¢alismamizda incelenmistir. Yapilan bu calismalar sonucunda elde edilen
pekmez ve {liziim Orneklerine ait veriler hem kendi aralarinda hem de birbirleriyle
kiyaslanmigtir. SNIF-NMR® ve IRMS yontemleriyle elde edilen veriler kullanilarak
tagsis licgeni olusturulmus ve bu grafikle pekmezin tagsisli olup olmadigi, hatta tagsisli
ise ne tiir bir tatlandirici ilave edildigi hakkinda bilgi edinilmektedir. Ayrica numuneler,
elde edilen kararli izotop analiz sonuglarinin numunelerin yetistirildigi bolgelere ait

meteorolojik verilerle de iliskilendirilerek bolgesel olarak farklandirilmaya calisilmistir.

1.3 Bulgular

Calismamizin ilk kisminda yiiksek yogunluklu yapay tatlandiricilardan aspartam ve
sakarinin enstriimantal Yiiksek Performansl Ince Tabaka Kromatografisiyle (YPITK)
nitel ve nicel analizi incelenmis, farkli matriks tiirlerinin bulundugu ortamda ve bu
sartlarda metotlarin spesifik oldugu goriilmiistiir. Ayrica, bu metotlar gida sanayi igin,
Ozellikle is yogunlugu yliksek laboratuarlarda kisa siireli ve giivenilir olup rutin
analizlerde diger yontemlere gore (HPLC gibi) diisiik-maliyetli alternatif yontemler

olarak sunulmustur.

Ikinci boliimiinde yer alan ¢aligma, iilkemiz topraklarinda yetistirilen {iziim ve iiziimden
elde edilen {iriinlerle ilgili olarak orneklerin fermente edilmesiyle elde edilen alkolle

SNIF-NMR® ve IR-MS yontemlerinin kullanilmasiyla yapilan ilk izotopik ¢alismadir.

Ayrica, ilk olarak yapilan bu ¢aligmada SNIF-NMR® ve IRMS verilerinin birlikte
kullanilmastyla Tagsis iicgeni adi verilen grafik elde edilmis ve bu grafik sayesinde
lizim ve pekmez 6rneklerinin orijinal veya hileli olup olmadig: hatta hileli ise ne tiir bir

katki ile hile yapildig1 hakkinda bilgi edinilebilinmektedir.

Yapilan caligmalarda saf pekmez oOrneklerinin hem SNIF-NMR® hem de IRMS

sonuglari kirletilen 6rneklerinkinden belirgin derece farkli olduklar1 gézlemlenmistir.

Ayn1 bolgede yetisen pekmez ve {iziim numunelerinin SNIF-NMR sonucu elde edilen
(D/H); ve (D/H)y; sonuglarinin biiyiik oranda ortiistiigli ve ayn1 zamanda bu degerlerin
meteorolojik verilerle olusturulan bélgelerle de uyumlu oldugu gériilmiistiir. ilk olarak
tarafimizca yapilan bu c¢aligmada pekmez ve iziim Ornekleri bolgesel olarak

farklandirilmislardir.



BOLUM 2

KARBOHIDRATLAR

Karbohidratlar biyosferde en bol bulunan organik molekiillerdir ve monosakkaritler,
oligosakkaritler, polisakkaritler seklinde isimlendirilen genis bir grubu olustururlar.
Basit, polimerik ve kompleks formlarda olabilirler. Karbohidratlarin tiim formlarmnin

polaritesi yliksektir ve suda ¢ok ¢oziintirler.

Karbohidratlar bir¢ok farkli alanda kullanildiklar1 igin analitik tayinleri Onem
kazanmaktadir; 6zellikle biyolojide enerji veren molekiillerdir ve gidalardaki genel katki
maddeleridir. Insan saghginda, kardiyovaskiiler hastaliklardan, diyabette ve dis ¢iiriiklerine
kadar genis bir alanda 6nemlidirler. Fermantasyon teknolojisinde seker ya da seker
karigimlart olarak anilan karbohidratlar mikrobiyal hiicreler i¢in karbon kaynagi olarak
kullanildigindan dolay1 biyoprosesin izlenmesi agisindan tayinleri 6énem kazanmaktadir.
Glikoz, fruktoz, sakkaroz, maltoz, laktoz ve seker alkoller gibi karbohidratlar yiyecek ve
endiistrisinde 6nemlidir. Glukoz diyabet hastaliginin izlenmesinde ve tedavisinde 6nemli

olan bir molekiildiir [16].

Karbohidrat, hem canlinin yapisina katilan hem de enerji saglayan karbon, hidrojen ve

oksijen elementlerinden olusan organik bilesiklerin genel adidir.

Karbohidratlar aktif aldehit veya keton grubuna sahip polialkoller veya hidroliz

edildiklerinde bu maddeleri veren bilesikler olarak tanimlanabilir.

Biitiin canli hiicrelerde bulunur. Dogada genellikle biiyiik molekiiller halindedir.
Viicuda alinan bu biiyiilk molekiillerin hiicrelere iletilmesi i¢in canli tarafindan

sindirilmesi ve uygun molekiil biiyiikliigiine kadar parcalanmasi gerekir.

Karbohidratlar birinci dereceden enerji verici olarak kullanilirlar. Karbohidratlar en ¢cok

ekmek, makarna, fasulye, patates, kepek, piring, tahil ve hububat i¢inde bulunurlar.



Karbohidratlar viicutta en ¢ok bulunan ii¢lincli besin maddesidir. A¢lik aninda ilk

tilkketilen besin maddesidir. Yapitaglar1 glikozdur. Depo sekli glikojendir.

Karbohidrat bulunan besinlerin sindirimi agizda baslar. Agizdaki tiikiiriik bezlerinin
salgiladig1 Pityalin(Amilaz) enzimi sayesinde kimyasal sindirim baglar. Ayn1 zamanda
agizda dislerimiz sayesinde mekanik sindirim de baslamis olur. Viicudumuzda
karbohidratlarin kimyasal sindirimi ince bagirsakta pankreas tarafindan salgilanan

pankreas 6z suyu sayesinde biter. Sindirim agizda baslayarak kalin bagirsakta son bulur.

2.1 MonosakKkaritler

En basit karbohidratlardir, daha kiigiik parcalarina ayrilamazlar ve basit sekerler olarak
adlandirilir. En kiiciik olan ve hiicreden en rahat gecen-karbohidrattir. Monosakkaritler,
su ile daha kii¢iik birimlere parcalanamadiklarindan basit sekerler, tek sekerler,
monozlar olarak da bilinirler. Cogu C,(H,0), formiiliine uyar. Zincir veya halkal
yapiya sahip olup, genellikle 3-6 arasinda karbon atomu tasirlar. Molekiillerindeki
karbon sayilarmin Latincelerinin sonuna -oz eki getirilerek gruplandirilirlar. Ug
karbonlu olanlar trioz, dort karbonlular tetroz, bes karbonlular pentoz, alti karbonlular
heksoz adini alirlar. Pentozlardan riboz (CsH;oOs) ve deoksiriboz (CsH;oO4) niikleik
asitlerin yapisina girer. Hiicre zarindan difiizyon ile kolay gecerler. Besin kaynagi
bakimindan O6nemli olan monosakkaritler heksozlardir. Bunlardan glikoz, fruktoz
(leviiloz) ve galaktoz en 6nemlileridir. Sindirilmeden kana karisirlar. Hepsinin kapali

formiilleri C¢H,0¢ seklinde olup birbirlerinin izomeridirler.

Monosakkaritlerin, karbon sayisi 3-8 arasinda degisir. Biyolojik agidan Onemli
monosakkaritler; 5 karbonlu pentoz ve 6 karbonlu heksoz sekerlerdir. Riboz ve
deoksiriboz, 5 karbonlu sekerlerdir. Glikoz (liztim sekeri, kan sekeri), galaktoz ise 6
karbonlu sekerlerdir. Suda ¢6ziiniirler ve tathidirlar. Fruktoz (meyve sekeri) bitkilerde

bulunur ve insanlarla hayvanlar da bitkileri yedigi i¢in onlara da geger.

2.2 DisakKkaritler

Disakkaritler ¢ift sekerlerdir. Bir disakkarit iki molekiil monosakkaritin glikozit bagi ile
baglanmasiyla olusur. Bu baglanma sirasinda bir molekiill su ortaya c¢ikar. Buna
dehidrasyon sentezi denir. Insan ve hayvanlarm yedikleri disakkaritler, sindirim

sisteminde monosakkaritlerine ayrilarak kullanilir. Canlilarda en ¢ok bulunan



disakkaritler; maltoz (arpa sekeri), sakkaroz diger adi siikroz (¢ay sekeri), laktoz (siit
sekeri)dir.

Disakkariti olusturan monosakkaritler ayn1 cinsten olabilecegi gibi, farkli cinsten de

olabilirler. Asagida birtakim disakkaritlerin meydana gelisleri gosterilmektedir:

Glikoz + Glikoz > Maltoz + Su (2.1)
Glikoz + Fruktoz - Sakkaroz + Su (2.2)
Glikoz + Galaktoz - Laktoz + Su (2.3)

2.3 Oligosakkaritler

Ug ile alti arasinda monosakkaritin birleserek dehidrasyonu (su agiga c¢ikmasi) ile
meydana gelirler. Bazi bitkilerde serbest olarak bulunduklari gibi, karbohidrat olmayan
cesitli maddelerin yapisina da katilirlar. U¢ monosakkaritten ibaret olanlara trisakkarit,

dortli olanlara tetrasakkarit denir.

Raffinoz, heksozlardan tiireyen 6nemli bir trisakkarittir. Fruktoz, glikoz ve sakkaroz
molekiillerinden meydana gelmistir. Seker kamisinda, okaliptiis tiirii agaclarda, pamuk
tohumunda bulunur. Seker {iretimi esnasinda melasta toplanir. Enerji vermenin yani sira

yap1 maddesi olarak da kullanilirlar.

2.4 Polisakkaritler

Cok sayida monosakkaritin  dehidrasyonu ile olusmus Dbiiyiikk molekiilli
karbohidratlardir. Temel yap1 birimi glikoz molekiiliidiir. Kolloid yapida olan bir
bilesiktir. Bitkilerde, ozmotik basinci yiikselteceginden dolayr sekerler monosakkarit

halde depolanamaz, bu nedenle polisakkaritlere ¢evrilerek saklanirlar.
n(Monosakkarit) - Polisakkarit + (n— 1)Su 2.4)
Baz1 6nemli polisakkaritler sunlardir:

o Nisasta: En Onemli bitkisel polisakkarittir. Iyotla maviye boyanir ve

monosakkaritlere parcalanmadan indirgenemez.

e Selilloz: Binlerce glikoz molekiilinden olugsmus, suda erimeyen iyotla
boyanmayan bir bitkisel polisakkarittir. Hayvanlarda tulumlular harig

bulunmazlar.



« Glikojen: Hayvanlarda bulunan polisakkarittir. Ozellikle karaciger ve kasta bu

sekilde yedek enerji kaynagi olarak depo edilir.

e Neuramin Asit: Siitteki oligosakkaritlerde bulunur ve membran olusturan

glikolipitte bulunur.

o Uron Asidi ve Glikuron Asidi de diger polisakkarit gruplarindandir.

2.4.1 Nisasta

Nisasta, farin veya amidon, suda ¢oziinmeyen, kompleks bir karbohidrattir. Bitkiler
tarafindan fazla glikozu depolamak icin kullanilir. Gida sanayisinde kivamlandirici,
yemek yapiminda sivilari koyulastirmakta kullanilir. Cogunlukla tahillardan ve
patatesten elde edilen tatsiz ve kokusuz bir tozdur. Hayvanlarda ise besinlerle alinan
nisasta sindirim sisteminde hidrolize ugrayarak glikoz birimlerine ayrilip kana

gecebilecek duruma gelir.

Kimyasal olarak nisasta, amiloz ve amilopektin isimli iki polimerik karbohidratin
birlesimidir. Amiloz, glikoz monomer birimlerinin alfa-1,4 baglantililarla uguca
eklenmesinden olusur. Amilozdan farkli olarak amilopektinde dallanma vardir, ana her
24-30 glikoz monomerinden birinde alfa-1,6 baglantis1 ile bir yan zincir baslar (Sekil
2.1).

Amilor Amillapektin
[LELTERATTTR 1} {Trallamrns) HOCH, ]

Sekil 2.1 Nisastay1 olusturan amiloz ve amilopektinin yapist

Amiloz lineer bir molekiildiir, ancak birbirini izleyen glikoz birimlerinin a¢ili olma
egiliminden dolay1 bir sarmal olusturur. Iki amiloz molekiilii birbirine sarilarak bir ¢ifte
sarmal da olusturabilirler. Bu sarmalin i¢ yiizeyi hidrofobik oldugu i¢in i¢inde yer alan
su molekiilleri kolaylikla daha hidrofobik molekiillerle yer degistirebilir. Nisasta

testinde kullanilan iyot molekiilleri amiloz sarmallarinin i¢ine dizilince mavi bir renk
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olusur. Amiloz sarmallar1 arasinda olusan hidrojen baglar yiiziinden i¢inde ¢ok az su

barmdiran yogun bir yap1 olusur.

Amilopektinde dallanma noktalarindan sonra birbirine paralel iki zincir birbirlerine
sarilarak bir ¢ifte sarmal olustururlar. Amilopektin, bir cali gibi, bir merkezden
dallandik¢a genisleyen bir sekle sahiptir. Dallanmakta noktalarinda molekiil
diizensizdir, iki dallanma noktas1 arasinda ise ¢ifte sarmallar diizgiin bir sekilde
istiflenerek kristal bir yap1 olustururlar; bu yiizden mikroskopta nisasta taneciklerinde

bu diizenli ve diizensiz bolgeler biliyiime halkalar1 gibi goriiniir.

Bu molekiiler yapisindan dolayr amilopektin, nisasta taneleri olarak depolanmasini
saglayan sarmal sekilli olur. Hem amilopektin hem de amiloz glikozun polimerleridir ve
tipik bir amiloz polimeri 500-20.000 glikoz molekiiliinden, bir amilopektin molekiilii ise

yaklasik bir milyon glikozda olusur.

Yapisal olarak nisasta, birbirine bagli, lineer polimer siitunlardan olusur. Amilopektinde
alfa-1,4 baglantili zincirler, diizenli araliklarla alfa-1,6 baglantilariyla dallanir. Farkli
bitki tiirlerinde, hatta ayni tiirin farkli anaclarinda (cultivar) amilozun amilopektine
orani degisir. Bitkilerde nisastanin baslica islevi enerji depolamaktir. Bitki hiicrelerinde

nisastanin olusumu amiloplast denen organellerde gerceklesir.

Nisasta suda ¢ozlinmez. Sindirilmesi hidroliz yoluyla olur, bu reaksiyonu katalizleyen
amilaz enzimleri glikozlar arasindaki baglar1 keserler. Hayvan ve insanlar amilaz
enzimlerine sahip olduklarindan nisastay1 sindirebilirler. Farkli tip amilazlar nisastay1
farkli bigimlerde parcalarlar. Nisasta parcalandik¢a dekstrin, maltoz ve nihayet glikoza

doniisiir. Maltoz ayrica maltaz enzimi tarafindan da sindirilebilir.

Icerdigi glikoz monomerleri sebebi ile nisastanin kan sekerine dogrudan etkisi

bulunmaktadir.

2.4.1.1 Nisasta tiirevleri

Nigasta asit, enzimler veya bunlarin bir birlesimi ile hidroliz edilip par¢alanabilir. Bu
doniisiimiin derecesi nisastadaki glikozid baglarin kopma yiizdesi olan dekstroz esdegeri

(DE) ile nicelenir. Bu sekilde iiretilen gida iiriinleri arasinda asagidakiler sayilabilir:

e Maltodekstrin az hidroliz edilmis (DE 10-20) bir nisasta iirliniidiir,

kivamlandirici olarak kullanilir.



Cesitli misir suruplart (DE 30-70) islenmis gida iiriinlerinde tatlandirici ve

kivamlandirict olarak kullanilirlar.
Dekstroz (DE 100) ticari glikoz, nisastanin tam hidrolizi ile elde edilir.

Yiiksek friikktozlu surup dekstroz ¢ozeltisinin glikoz izomeraz enzimi eklenerek
glikozun biiyiik oranda friikktoza doniistiiriilmesi yoluyla iiretilir. Tatlandirilmig

igeceklerde tatlandirict olarak kullanilir [17].
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BOLUM 3

TATLANDIRICILAR

Giliniimiizde tiiketiciye sunulan gidalar bircok kimyasal madde igermektedir. Bu
kimyasal maddelerden ¢ogu gidanin dogal bilesenleri olup, karbohidratlar, yaglar,
proteinler, vitaminler ve mineraller olarak siniflandirilmaktadir. 19. yiizyilda baslayan
endiistrilesme paralelinde gida katki maddelerinin kullaniminda da artis belirmistir. Bu
yiizyillda gidalara katilmaya baslayan benzoik asit, sodyum karbonat, sakarin gibi
maddeler, giinlimiizde de gida katkisi olarak kullanilmaktadir. 20. Yiizyilda gida
liretiminin artmas1 ile gida katki maddelerinin kullannrminda da ©nemli artiglar
gdzlenmistir. Ornegin, islenmis peynir yapiminda sitratlar, fosfatlar gibi emiilsifiye
edici tuzlar kullanilmig, emilgatér katimi ile margarin yapimi giderek kolaylagmus,
gidalarin  duyusal kalitesini gelistirmek amaciyla lezzet maddeleri ve lezzet
arttiricilardan  yararlanilmaya  baglanilmistir.  Katki  maddelerinin  toksikolojik
degerlendirilmeleri konusu 6nem kazandikg¢a, 6zellikle gida boyalariin kullanimlarina

kisitlamalar getirilmistir [18].

Tarihsel siireg icerisinde katki maddeleri her zaman yararli amaglar igin
kullanilmamislardir. Pek ¢ok eski kaynakta un, cay, sarap ve biranin yaygin bigimde
tagsis edildikleri durumlar belirtilmektedir. Bu nedenle de s6z konusu donemlerde
katkilarin zararli veya ucuz dolgu maddeleri olarak kullanilmalarint 6nlemek amaciyla
tiiziikler, yasalar ¢ikarilmistir. Ozellikle gidalara boya katilmasinin oldukea karisik bir
geemisi bulunmakta olup, civa, arsenik ve kursun bilesikleri gibi toksik etkili
maddelerin gidalar1 boyamada kullanildiklar1 rapor edilmektedir. Siitii korumak
amaciyla formaldehitin, eti korumak amaciyla ise boraksin kullanimi, una beyaz renkte
tozlarin katilmasi gibi 6rnekler de katki maddelerinin gidalarda uygulamalar1 konusunda

yasal diizenlemeler yapilmasi geregini ortaya ¢ikarmistir.
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Bu bilgiler 15181 altinda gida katki maddelerinin tarihsel gelisimlerinin iki etki ile
sekillendigi anlasilmaktadir. Bunlardan birincisi gelisen teknoloji paralelinde gida
saklama yOntemlerinin gelistirilmesine duyulan gereksinimdir. Ikinci etki ise tiiketici
goziinde gidanin mevcut kalitesinin daha iyi olarak algilanmasini saglamaktir. Bu
etkilerden ilki gliniimiizde gelisen uluslararasi ticaret géz oniine alindiginda gida katki

maddelerinin teknolojinin vazge¢ilmez bir pargasi olmalarinin nedenini agiklamaktadir.

Ikinci etki ise daha farkli bir anlayisla ele almmis olup, katki maddelerinin gidalarin
mevcut duyusal veya teknolojik 6zelliklerini gelistirmek amaciyla kullanilmalarimi
saglamistir. Bu amaclar dogrultusunda gida katki maddelerinin diinyadaki pazari
1900'li yillarda 10 milyar dolara ulagsmis olup, 21. yiizyilda bu pazarin daha da

bliylimesi beklenmektedir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde yiiriirliikte olan Gida ilag¢ ve Kozmetik Yasasi'nda 1958
yilinda Gida Katki Maddeleri ile ilgili olarak yapilan degisiklik igerisinde verilen
tanimda katkilar; “belirli bir amagla kullanimlar1 sonucunda dogrudan veya dolayl
sekilde gidanin bileseni haline gelen veya karakteristiklerini degistiren maddeler” olarak
tanimlanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ile Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)'nun
ortak caligmalar1 ile olusturulmus Kodeks Alimentarius Komisyonu (CAC) tarafindan
verilen tanim ise oldukca ayrintilhidir. S6z konusu tanimda, gida katki maddesi “tek
basina gida olarak kullanilmayan ve gidanin tipik bir bileseni olmayan, besleyici degeri
olsun veya olmasim, imalat, isleme, hazirlama, uygulama, ambalajlama, tasima,
muhafaza ve depolama asamalarinda, gidalara teknolojik (organoleptik dahil) amacla
katilan ya da bu gidalarin i¢inde veya yan {irlinlerinde dogrudan ve dolayli olarak bir
bileseni haline gelen veya bunlarin karakteristiklerini degistiren maddeler” olarak ifade
edilmektedir. Bu tanim gidalara istenilmedigi halde bulasan kirleticileri veya besleyici

kaliteyi arttirmak amaciyla katilan maddeleri igermemektedir [18].
Gida katk: maddeleri;

» Uriiniin besin degerini korumals,

* Kaliteyi iyilestirmeli,

» Atiklar1 azaltmal,

» Tiiketici kabul edilebilirligini arttirmali,

* Depolama kalitesini iyilestirmeli,
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* Gidanin hazirlanabilirligini kolaylastirmalidir.
Gida katki maddelerinin;

» Kotii kalitede veya bozulmus gidayr maskeleme veya hatali iirtin elde etme teknigini

gizleme,
* Gidalar1 hatali isleme, taklit gida yapimi ve tiiketiciyi aldatma,
» Uriiniin besleyici degerini azaltma,

» Istenilen etkiyi olusturacak teknik miktardan fazla kullanma gibi amaglarla gidaya

katilmalar1 ve

 Katkilarin yerini tutabilecek veya esit derecede kabul edilebilir isleme ve ambalaj

tekniklerinin varliginda kullanimlari, yasal olmayan uygulanma bi¢imleridir.

Giiniimiizde diyetlerdeki sekerin ve seker iceren gida maddelerinin tiiketimindeki hizli
artis, uzun donem sonra bazi saglik problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Yiiksek oranda seker tiiketiminin insanlarda dis ¢lirlimelerine, asir1 sismanlamaya, kalp
hastaliklarina sebep oldugu, ayrica dogal sekerin kan sekerini hizla arttirdigi ve buna
bagli olarak diyabetli hastalarda zararli etkiler olusturdugu goriilmiistiir. insan sagligini
onemli Glgiide tehdit eden bu hastaliklarin tedavisi i¢in, medikal tedavinin yani sira
bilinen en etkili yol, aktivitenin arttirilmasiyla birlikte diyetlerin diizenlenmesidir. Bu
hastaliklarin tedavisi i¢in hastalarin diyetlerinde seker ve sekerli yiyeceklerin tiiketimini

kisitlama yoluna gidilir.

Bunun sonucunda dogal sekerler, bazi durumlarda yerlerini tatlandiricilara birakmak

zorunda kalmistir.

Maddelerin kimyasal yapis1 ve tatlilik arasindaki iligki konusunda pek ¢ok arastirmact
tarafindan One siiriilen degisik teoriler bulunmaktadir. Bazi arastiricilar, 1967 yilinda bu

teorileri ele alarak ve birlestirerek yeni bir teori ortaya ¢ikarmislardir.

AH-B olarak ifade edilen s6z konusu teoriye gore tath tadin olusmasi icin aralarinda 0,3
mm mesafe bulunan proton verici ve proton kabul edici 6zellikleri olan bir molekiiler
sisteme gereksinim bulunmaktadir Tathi tadin olusmasi i¢in gereken molekiiler sistem
Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu nedenle tatli tadi veren tiim bilesikler oksijen veya azot
gibi bir elektron sunucu (dondr) atom (A) icermektedirler. Bu atom ayni zamanda
kendisine tek bir kovalent bag ile bagl bir proton da icerdiginden AH bir hidroksil, bir

imin veya amin, veya bir metil grubunu temsil edebilmektedir. AH protonunun 3A
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uzaginda ise genellikle oksijen veya azottan olusan ikinci bir elektronegatif B atomu yer

almalidir.

aH| +
Ts.u A
=

Sekil 3.1 Tath tadin olusmasini saglayan molekiiler sistem [18].

Bir maddenin tathlik 6zelliginin ise s6z konusu AH-B sisteminin tat reseptor
hiicrelerinin membraninda yer alan uygun bir sistemle temasa gegtiginde olustugu one
stiriilmektedir. Sekil 3.2°de tath tadin olusumu gdsterilmektedir. Gruplar arasindaki
mesafede ve elektronik yapida olusan degismeler tatlilik o6zelliginin olusmasini
sagladig1 gibi bazen genel tat algisin1 degistirerek tatliligi tamamen ortadan kaldirmakta

veya aciliga da ¢evirebilmektedir.

AmmH.---:B
Tath hile;en Reseptiir
| JE— gy Y

Sekil 3.2 Tatli tadin olusumu [18].

Tatli tadimi veren molekiillerin basinda karbohidratlar gelmektedir. Ancak biitiin
karbohidratlar tatli degildir. Monosakkaritlerden a-D Mannoz tatli, B-D Mannoz ise ac1

bir tada sahiptir. Selibiyoz, bir disakkarit olmasina ragmen tatsizdir.

Ayni zamanda tathilik sekerlere 6zgii degildir. Aminoasitlerin D izomerleri genellikle

tath iken, L izomerleri tatsiz ve acidir.

Bunlarin disinda glikoller, alkoller, aldehitler, ketonlar, amitler, esterler, sulfonik asitler,
halojenik asitler, kursun ve berilyumun anorganik tuzlar1 da tath tada karst sinirler

tizerinde uyarici etki yapmaktadir.

Caglar boyunca zor bulunan bir madde olan seker, son birkag yiizyil icinde kolay elde
edilebilir olmus ve insan beslenmesinin temel unsurlarindan biri haline gelmistir.

Insanlar tarafindan ¢ok sevilen sekerin kolay elde edilebilirligi, bol ve &lgiisiiz
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tilkketilmesine yol acarak, asir1 seker kullanimi ile iligkili rahatsizliklarin da goriilme

sikliklarini arttirmistir.

Tat alma zevkinden mahrum kalmaksizin sekerin insan bedeni iizerindeki olumsuz
etkilerinden kacinmak gereksinimi, tatlandiricilarin  giiniimiizde yogun olarak

kullanimlar1 sonucunu beraberinde getirmistir.

Tatlandiricilar, baslangicta seker hastalarinin tatlandirma gereksiniminin giderilmesi
icin kullanilmig olmakla birlikte, giiniimiizde fazla kilolular, viicut seklini korumaya
calisanlar ve sekerin dis sagligi iizerindeki olumsuz etkilerinden korunmak isteyenler

tarafindan da yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

Milyonlarca insan hem zayiflamak hem de seker hastaligi nedeniyle yapay tatlandirict

kullanmaktadir.

Biitiin insanlar sekerli besinler (bal, c¢ikolata, dondurma wvs...) gibi besinleri
tiikettiklerinde daha mutlu olduklar1 ifade ederler. Ciinkii yedik¢e yemek isteginizi
arttiran sekerli besinler, tat acisinda da beyninizde kazinirlar. Her defasinda ayni tatliy
yemek isteseniz dahi bikmazsiniz. Ancak giiniimiizde birgok iilkede dnemli yeri olan
seker ve tatlilarin asir1 kalori i¢ermeleri, porsiyon miktarlarindaki artig, hareketsiz
yasamin artmasi, saglikli beslenme bilgisindeki eksiklikler ve ailelerin saglikli besinlere
ayirdign  dugiik  biitce; sismanlik, seker hastalifi, hipertansiyon, kalp-damar
hastaliklarinda hizli bir artisa neden olmustur. Bdylece ¢ok seker iceren besinler
sismanlik ve seker hastalarimin tedavilerinde smirlandirilmistir. Ancak teknolojinin
gelisimi ile besin sanayinde kalorisi diisiik veya olmayan yapay tatlandiricilar 19.

yiizyilin sonlarinda giindeme gelmeye baglamistir.

Ideal tatlandiric1 sekerin duyusal 6zelliklerini iceren, kullanirken ve kullandiktan sonra
agizda aci-metalik tat birakmayan, kolay ¢oziinen ve ¢oziindiikkten sonra renksiz,
kokusuz, ekonomik, 1stya dayanikli, kalorisi diisiik olmalidir. En 6nemlisi; toksik,

teratojenik, kanserojenik agidan giivenli olmalidir [19].

3.1 Tatlandiricilarim Siiflandirilmasi

CAC, tatlandirict ifadesini “gidaya tathh tadi veren, seker olmayan madde” olarak
tanimlamaktadir. Tatlandirict 6zelligi bulunan maddeler farkli kimyasal yapilara sahip
olmalar1 nedeni ile degisik fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6zellikler gosterirler. Bu

degisik ozellikleri nedeni ile farkl1 sekilerde simiflandirilabilmektedirler. Ornegin,enerji
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verme durumuna gore besin degeri olan (Cizelge 3.1) ve besin degeri olmayan
tatlandiricilar (Cizelge 3.2) olarak siniflandirilabildigi gibi; genellikle bitkisel olan
dogal kaynaklardan elde edilenler dogal tatlandirici, sentezleme yolu ile elde edilenler
ise yapay tatlandirict olarak,ayrica tatlandiricilik etkisinin yani sira su tutarak hacim
verme Ozelligi bulunanlar hacim verici tatlandwirici, cok diisik miktarda
kullanildiklarinda bile siddetli tatlilik olusturma o6zelliginde bulunanlar ise yogumn
tatlandirict olarak ifade edilmektedir [18]. Seker yerine kullanilan dogal ve yapay
tatlandiricilar ve bunlarin sakkaroza gore kiitlece tatlilik dereceleri Cizelge 3.3’te

gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 Besin Degeri Olan Tatlandiricilar

Besin Degeri Olan Tatlandiricilar
Sakkaroz
Glikoz

Fruktoz

Seker Alkolleri (Polioller)

Arabitol, Eritritol, Glicerol, Isomalt, Laktitol,
Maltitol, Mannitol, Sorbitol, Xylitol

Cizelge 3.2 Besin Degeri Olmayan Tatlandiricilar

Besin Degeri Olmavyan Tatlandiricilar

Asesulfam Potasyum
Alitam

Aspartam

Siklamat

Glisiyrizin

Neotam

Sakarin

Stevya

Sukraloz
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Cizelge 3.3 Dogal ve yapay tatlandiricilarin sakkaroza gore kiitlece tatlilik

derecesi
Seker Yerine Kullanilan Tatlandiricilar
Dogal Tatlandiricilar Yapay Tatlandiricilar
Madde Adi Tatlilik Derecesi* | Madde Adi Tatlilik Derecesi*
Monellin 3000 Neotam 8000
Taumatin 2000 Alitam 2000
Brazzein 800 Neohesperidin 1500
dihydrocalkon
Curculin 550 Sukraloz 600
Pentadin 500 Aspartam-Asesulfame | 350
Tuzu
Stevya 250 Sakarin 300
Mabinlin 100 Dulsin 250
Glisiyrizin 50 Aspartam 200
Fruktoz 1,7 Asesulfam Potasyum 200
Xylitol 1,0 Siklamat 30
Tagatoz 0,92 Isomalt 0,45-0,65
Maltitol 0,9 Laktitol 0,4
Eritritol 0,7 Arabitol 0,4
Sorbitol 0,6 *Sakkaroza Gore Kiitlece (gram sakkaroz/gram
Glicerol 0,6 tatlandiniey
Mannitol 0,5
Nisasta Hidrolizatlar1 | 0,4-0,9
Lactitol 0.4

3.1.1 Aspartam

Aspartam, 1965 yilinda Schlatter adli arastirici tarafindan Searle arastirma
laboratuarinda aminoasitlerden gastrik peptid sentezlenmesinde olusan ara iiriinlerin
saflastirilmasi sirasinda elde edilen N-L-a-aspartil-L-fenilalanin-1-metil esterin tatlilik
Ozelliginin belirlenmesi iizerine tesadiifi olarak bulunmustur. Aspartam sentezi L-
aspartik asit ve L-fenilalaninden veya L-fenilalaninin metil esterinden baslamaktadir.
Bilinen peptid sentezi yolu aspartam i¢in de gecerli olup, aspartik asit i¢in koruyucu
gruba gereksinim duyulmaktadir. Bu durumda susuz formilaspartik asit kullanilmakta

ve fenilalanin metilester ile reaksiyona sokularak N-formilaspartilfenilalanin elde
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edilmektedir. Olusan bu maddenin kloriir asidi ve metanol ile muamele edilmesi ile

aspartam elde edilmektedir. Sekil 3.3’de aspartamin formiilii goriilmektedir.

| Mectil Esier |

| Fenilalanin |

Sekil 3.3 Aspartamin molekiil formiili

Kimyasal peptit sentezi disinda ticari olarak enzimatik yolla da aspartam

sentezlenebilmektedir.

Aspartam, aspartik asit ve fenilalaninden olusmus amfoter yapida bir dipeptittir.
Sinonimi Aspartyl Fenilalanin Methyl Ester, kimyasal ismi N-(L-a-Aspartyl)-L-
phenylalanine-1-methyl ester, kimyasal formiili C;4H;sN,Os, molekiil agirlig

294,31°dir.

1 g’1 4 kcal enerji verir. Tat karakteri sakkaroza benzer, hafif ge¢ algilanir, 1s1ya
dayaniksizdir. Aspartamin tatliligimin sakkarozun verdigi tath tada benzer oldugu
belirtilmektedir. Aspartamin tat algis1 gecikmis olarak ortaya cikmakta ve uzun
stirmektedir. Ayrica aspartamin 6zellikle meyve lezzetini arttirici 6zelligi oldugu da

bilinmektedir.

Aspartam, % 4’liikk sakkaroz c¢ozeltisinden 150 — 200 kat daha tath olup, beyaz toz
yapida ve kokusuz bir tatlandiricidir. Suda ¢ok az oranda (25°C de % 1 diizeyinde),

alkolde ise belli oranda ¢6ziinmekte, kat1 ve sivi yaglarda ise ¢oziinmemektedir.

Aspartamin sudaki ¢oziintirliigli pH’ya bagh olup, izoelektrik noktas1 olan pH 5.2’de ve
tizerinde (1g/100mL) diisiik ¢oziintirliige sahiptir. Aspartamin sudaki ¢oziiniirliigii
sicakliga da baglh olup, Sekil 3.4’de goriildiigii gibi sicaklik arttikca ¢ozilintirlik de
artmaktadir [18].
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Sekil 3.4 Aspartamin sudaki ¢oziiniirliigii-sicaklik iligkisi

Aspartam1 meydana getiren bilesikler aspartik asit, fenil alanin ve metanol, aspartam
oral yolla tiiketildiginde iki sekilde metabolize olur. Aspartam ya bagirsakta proteolitik
ve hidrolitik enzimlerle aspartat (%40), fenilalanin (%50) ve metanole (%10) kadar
yikilir. Aspartamin yikim tdrtinleri Sekil 3.5’te goriilmektedir. Bu bilesenler aminoasit
ve metanolun absorbsiyonuna benzer Sekilde absorbe olur ya da dnce bir demetilasyon
ile metanol ve aspartil fenilalanin dipeptidine yikilir. Dipeptit boliimii, dipeptitlere 6zel
bir transport mekanizmasi ile absorbe olduktan sonra mukoza hiicresinde hidroliz olarak
portal dolagima karisir. Metanol ise bilinen sekilde emilir. Bu bilesenler yaygin olarak
tilkketilen bircok gidanin yapisinda da bulunmakta ve insan viicudunda et, peynir, balik,

sebze, meyve suyu ve anne siitlinden de ayn1 sekilde metabolize edilmektedir.

' iy
NH,'—ll':'-l—l!— hH— rr—i!— DEH,
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HLC [H
o
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Aspartlk ash Iendlalanin Methamal
Al il ey Lo

Sekil 3.5 Aspartamin kimyasal yapisi1 ve yikim tirtinleri

Aspartam, yapisinda bulunan dipeptidin viicutta tamamen sindirilmesi nedeni ile enerji
veren (4 kcal/g) bir madde olmakla birlikte sakkaroza gore ¢ok diisilk miktarlarda

kullanildigindan sagladigi kalori diisiik diizeydedir.
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Aspartamin stabilitesi pH, sicaklik ve nem gibi faktorlerden etkilenmekte olup, yiiksek
sicaklik ve asidik ortamlarda ester bagi hidroliz olarak aspartilfenilalanin ve metanol
olusmaktadir. Olusan metanol aspartamin diketopiperazine doniistiiriilmesiyle ortamdan
uzaklastirilabilmektedir. Diketopiperazin de hidroliz olarak aspartilfenilalanine
doniismekte ve daha ileri sathada ise kendini olusturan iki aminoasit; aspartik asit ve
fenilalanini olusturmaktadir. Bu olusan maddeler tath tada sahip olmadiklari i¢in gidada
tathilik kaybina neden olmaktadir. Bu nedenle aspartamin yiiksek sicaklik ve uzun siire
depolama gerektirmeyen iirlinlerde kullanilmasi onerilmektedir. 110°C’nin {izerinde
bozunma meydana gelir. Kuru iiriinlerde aspartamin stabilitesinin yiiksek oldugu, nem
miktart arttik¢a stabilitenin azaldigi saptanmistir. % 8 ve altindaki nem diizeylerinde
aspartamin oldukca stabil oldugu belirtilmektedir. Nemin bulunmadigi sartlarda
aspartam saf formunda birkag y1l depolanabilir. Minimum raf 6mrii optimum sartlarda 5
yildir. Bu ylizden toz karigim gibi kuru uygulamalarda ya da tablet formunda hem
iretim prosesi boyunca hem de {irlinlin raf dmrii boyunca stabilite son derece iyidir.
Nem ve depolama g6z 6niine alindiginda 30°C’de % 70 nispi nemde 6 ay depolamada
aspartamda bozunma tespit edilmistir. Bunun yani1 sira 20°C’de % 40 nispi nemde 1 yil

depolandiginda % 2 den daha az bozunma oldugu gézlenmistir

Protein yapisinda olmasina ragmen aspartam, igecek sektorii bagta olmak iizere bir¢cok
gida sektoriinde basarili bir stabiliteye sahiptir. Ortamin pH’sinin raf Omrii iizerine
etkisi yadsinamaz. Fosforik asit igeren iirlinlerde en kisa raf dmriine sahiptir. Stabilite
icin optimum pH 4,2 civarindadir. Ancak pH 3-5 civarinda da stabilitesini koruyabilir.
Aspartamin bazik pH degerine sahip sivilarda kullanimi pek tavsiye edilmez. Aspartam
stabilitesinin korunmasi acgisindan uygun pH seviyeleri ve kontrollii depolama

sicakliklar1 onem tasimaktadir.

Aspartam, diger karbohidratlar ve yiiksek tatlilik potansiyeline sahip sakkaroz, glikoz,
fruktoz ve sakarin ile birlikte kullanildiginda c¢ok cesitli diisiik kalorili iirlinler elde
edilebilmektedir. Aspartam diger tatlandiricilar ile birlikte kullanildiginda sinerjist etki

gostererek, kullanilan toplam tatlandirict miktarinin azaltilmasini da saglamaktadir.

Aspartam, asesulfam K ile birlikte kullanildiginda sinerjist etki gozlenmekte olup,
cesitli gidalarda yapilan ¢aligmalarda aspartam / asesulfam K karisimi igin en etkili

oranin 1:1 oldugu belirlenmistir.
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Gazli icecekler, tatliligi ve tiiketimi fazla olan gida maddeleridir. Aspartamin gazl
icecekler ile uyumu; pH, depolama zamani, aspartamin dagilim zamani ve
konsantrasyon ile iliskilidir. Gazli igeceklerde kullanilan aspartam diizeyi pH ve gazl

icecek cinsine gore farklilik géstermektedir.

Tahil {irlinlerinde, bir kisim seker yerine aspartam kullanilmaktadir. Kullanilan
aspartam ile seker miktar1 azaldig1 i¢in daha fazla tahil ile daha az enerji eldesi miimkiin

olabilmektedir. Aspartam tahil iiriinleri {izerine piiskiirtme ile verilebilmektedir.

Sekerlemelerde (sekersiz naneli sekerler, sert sekerlemeler, ¢ikolata, sakiz, yumusak
sekerlemeler vb.) aspartamin dig ¢lirlimelerine neden olmamasi, kalori degerinin diisiik
olmasi nedeniyle yaygin sekilde kullanilmaktadir. Seker orani yiiksek olan bu iiriinlerde
aspartam kullanim1 ile teknolojik problemler de O©nemli diizeyde ¢oziimlenmis

olmaktadir.

Aspartam bunlarin disinda tatli tursularda, kremalarda, regel, marmelat, jole ve benzeri

pasta dolgu maddelerinde de kullanilmaktadir [18].

3.1.2 Sakarin

Sakarin 1879 yilinda kesfedilmis ilk kalorisiz yapay tatlandiricidir. Uzun yillar tek
basina veya diger tatlandiricilar ile birlikte kullanilmistir. Halen 90°1n tlizerindeki {ilkede

kullanimina izin verilmektedir. Sakarinin molekiiler yapis1 Sekil 3.6’da goriilmektedir.

Nyt
/

Sekil 3.6 Sakarinin molekiil formiilii

Pek c¢ok iilkede ticari olarak Resmen-Fahlberg islemi ile liretilen sakarin, ABD’de
Maumee islemi ile iretilmektedir. Resmen-Fahlberg isleminde  toluen,
klorosulfonikasitle reaksiyona sokularak izomerik toluen-siilfokloriir olusturulmakta,
daha sonra amonyak varliginda 2-toluen sulfokloriir 2-toluensulfonik asit amid

iretilmektedir. S6z konusu bilesik uygun kosullarda sakarine okside olmaktadir [18].
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Maumee isleminde ise reaksiyon antranilik asit veya metil esteri ile baglamakta ve
antranilik asit, sodyum nitrit varliginda diazonyum bilesigini olusturmaktadir. So6z
konusu maddenin kiikiirt dioksit ile reaksiyona girmesi ve amonyakla reaksiyonu

sonucunda sakarini olusturacak olan 2-klorofenilsiilfonik asit metil esteri iiretilmektedir.

Sakarin sakkaroz ¢ozeltisinden 300 kat daha tathidir. Kimyasal ismi 1,2-benzisotiazolin-
3-on-1,1-dioksit (C7HsNO3S) olan sakarin beyaz, kristal yapida, kokusuz bir tozdur.
Erime noktas1 228-230°C, sudaki ¢ozilniirliigii 20°C’de 2 g/L, 100°C’de ise 40 g/L’dir.
Sakarinin sulu ¢ozeltisi asidik karakterde olup, oda sicakliginda doymus ¢ozeltisinin
pH’s1 2°dir. Alkali hidroksit veya karbonat ¢ozeltilerinde sakarinin kolay ¢6ziindiigii ve
tuzlarint olusturdugu saptanmistir. Ticari olarak asit formu bilinen sakarinin gida ve
icecek formiilasyonlarinda genellikle tuzlar1 kullanilmaktadir. En ¢ok rastlanan tuzlari
sodyum ve kalsiyum olup, potasyum ve amonyum tuzlar1 da bulunmaktadir. Sodyum
sakarinin sudaki ¢oziiniirliigii sakarine gore daha yliksek olup, oda sicakliginda 1000
g/L, 100°C’de 3000 g/L’dir. Kalsiyum sakarinin ise oda sicakliginda suda ¢oziintirliigi
370 g/L, 100°C’de ise yine 3000 g/L’dir.

Sakarin beyaz, toz yapida kuru sartlarda stabil olan bir tatlandiricidir. Tadim sonrasi
agizda biraktig1 ac1 ve metalik tat, siklamat, aspartam, asesulfam K veya sukraloz gibi
tatlandiricilarla birlikte kullanilarak maskelenebilir. Sakarin aseton, etanol ve gliserinde

¢Oziinmekte, kloroform ve dietileterde ise olduk¢a az ¢oziinmektedir.
Sakarin kullaniminin bazi avantajlari;

e Tathilik giiciiniin yiiksek olmast (tatlilik derecesi % 10’luk sakkaroz
¢ozeltisinden 200 kat daha fazladir)

e Yiiksek stabiliteye ve uzun raf dmriine sahip olmasi

e Diyabetli hastalar i¢in uygun olmast

e Kalorisinin diigiik olmast

e Uriinlerde yaygin olarak kullanilabilmesi seklinde siralanabilir.

Sakarinin ekstrem kosullarda da (150°C ve fstli sicakliklarda, pH 2-8 araliginda)
stabilitesini koruyabilmesi nedeniyle unlu mamuller, salata soslari, regeller, gazli
icecekler, meyve konsantreleri, konserve gidalar ve diger birgok gidanin {iretiminde
kullanilabilmektedir. Buna karsin pH 2’nin altinda ve 380°C sicaklikta hidrolize
ugrayarak parcalanan sakarinden tatli tada sahip olmayan iki asit ortaya ¢ikmakta ve

azot oksit ve kiikiirt gibi toksik bilesikler olusmaktadir.
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Wolf (1979)’e gore iirtine 8 g/100 g sakkaroza denk gelecek miktarda sakarin
katildiginda tatlilik yogunlugu azalir ve tadim sonrasi sakarinin agizda biraktig1 aci tat
artar. Fakat sakarin siklamatla 1:10 oraninda karistirtlip kullanilirsa tadim sonrasi
izlenim azalir. Yogurt gibi siit iirlinlerinde sakkaroz yerine sakarin kullanilabilir, ancak
bu durumda aljinat, pektin veya karagen gibi viskozite arttirici ajanlarin kullanilmasi

gerekmektedir.

Hyvoenen ve Slotte (1983) farkli tatlandiricilarin yogurdun kalitesi iizerine etkisi
konusunda yaptiklar1 c¢alismada tatlandiricilar1 siite inkiibasyondan Once veya
fermentasyon sirasinda eklemislerdir. inkiibasyondan sonra katilan sakarin haricindeki
tim tatlandiricilar yogurtta hos bir tat saglamigtir. Buna karsin sakarin, ksilitol ile
kanigtirilarak kullanildiginda tadim sonrasi olusan aci tat maskelenebilmistir. Buna ek
olarak sorbitol siite fermantasyondan Once katildiginda starter kiiltiir ¢ogalmasini
engellemistir ve sorbitol ancak sakkaroz ile birlikte kullanildiginda istenen yeterli tad1
saglamistir ve arastirmacilar hazirladiklar1 bazi formiilasyonlarin kullanilmasini tavsiye
etmislerdir. Bu formiilasyonlar, % 8 ksilitol, % 7 fruktoz ve % 0,07 siklamat veya % 4
ksilitol ve % 0,07 sakarin/% 8 sakkaroz seklindedir.

Sakarin ile ilgili toksikolojik caligmalar 1879 yilinda, bulunmasindan hemen sonra
baslamistir. Fareler {lizerinde yapilan toksisite testlerinde sakarinle mesane, rahim,
yumurtalik ve cilt kanseri arasinda iliski bulunmus, bu nedenle 1977 yilinda FDA
tarafindan c¢ikarilan Deaney hiikmii goz Oniine alinarak sakarinin kullanimi
yasaklanmistir. 1990’11 yillarin sonlarina dogru FDA ve Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH),
Kalori Kontrol Konseyi (CCC) tarafindan sakarin ile sadece erkek farelerde mesane
kanseri arasinda bir iliski oldugu, fakat insanlarda kanser gelismesi i¢in ayni
mekanizmanin islemedigi konusunda ikna edilmistir. Bununla birlikte sakarin yerine
tiikketilecek bir tatlandirict bulunmamasi ve tiimor olusturan maddelerle ilgili de
minimus doktrinin ylriirlige girmesi nedeni ile sakarinin kullanilmasina tekrar izin

verilmeye baslanmistir.

2000 yilinda NIH, Ulusal Toksikoloji Programinda sakarini kanserojen listesinden
cikarmistir. Daha sonraki yillarda Ulusal Kanser Enstitiisiiniin (NCI) yaptigr bir
calisgmada 6nemli miktarda sakarin tiikketen kisilerde mesane kanseri riskinde artis
olduguna dair kanitlar bulunmus ve bu tiiketicilerin asir1 miktarda sofralik tatlandirici ve
diyet soda tiikettikleri belirlenmistir. Bahsi gegen miktar 6 ve iistii porsiyonda sofralik

tatlandirict ve 2-8 porsiyon diyet igcecek tiiketimi olarak belirlenmistir. Giiniimiizde
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stirdiiriilmekte olan toksikolojik degerlendirmeler sonucunda sakarin diisiik potansiyele

sahip kanserojen olarak siniflandirilmaktadir.

Sakarin viicuda alindiginda yavasga absorbe edilmektedir. Fakat metabolize olmamakta
ve bobreklerde bir degisiklige ugramadan viicuttan atilmaktadir. JECFA tarafindan
viicut agirligl basina 0-2,5 mg/kg giinliik tiiketilebilir miktar1 (ADI) degerinde tiiketilen
sakarinin insanlarda kanser riskini arttirmayacagi saptanarak gidalarda kullanimina izin

verilmistir [18].

3.1.3 Asesulfam K

Asesulfam K, 1967 yilinda Clauss ve Jensen adli arastiricilar tarafindan tesadiif
sonucunda bulunmus bir tatlandiricidir. Arastiricilar, butin ve florosulfonil izosiyanatla
yapilan ¢aligmalar sirasinda sentezlenen dihidrookzatiyazon dioksitlerin tatli tada sahip
oldugunu, kisa zincirli alkil gruplar1 igeren bilesiklerin ise maksimum tatliliga sahip
oldugunu saptamiglardir. Bu bilesikler igerisinde 6-metil-1,2,3-okzatiyazin-4(3H)-on-
2,2-dioksit adli bilesigin kolay sentezlenmesi nedeniyle yapay tatlandirici olarak

kullanilmas1 6nerilmistir.

Kapali formiilii (CsH4sNO4SK) olan asesulfam K’nin molekiil agirligi 201,2 dir. Beyaz,
kokusuz ve kristal yapida olan asesulfam K’nin saf ve kati halinin oda sicakligindaki raf

omrii olduk¢a uzundur. Asesulfam K’nin kimyasal yapis1 Sekil 3.7°de goriilmektedir.

Sekil 3.7 Asesulfam K’nin kimyasal yapisi

Asesulfam K’nin sudaki c¢oziiniirligli olduk¢a yiiksek olup, ¢Oziiniirliik sicaklikla
birlikte artmaktadir. Asesulfam K, pH 3-7 arasinda stabil iken, pH 3’iin altina
diistiigiinde ¢ok diisiik miktarda parcalanmanin bagladig1 saptanmistir. Asesulfam K
gidalara ve igeceklere uygulanan normal islem kosullarinda par¢alanmamakta, pisirme
sirasinda, pastorizasyon veya mikrodalga uygulamalarinda da yapisinda bir degisiklik

olmamaktadir [18].
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Asidik gida ve iceceklerde notr olanlara kiyasla ayni konsantrasyonda asesulfam K
kullanim1 ile daha yiiksek tatlilik elde edilmektedir. Asesulfam K tek bagina tatlandirict
olarak kullanilabildigi gibi diger tatlandiricilarla birlikte kullanildiginda sinerjist etki de
olusturmaktadir. Bu maddenin, sorbitol, izomalt ve fruktoz ile birlikte sinerjist etki
yarattig1, siklamat ve aspartam ile de ayni etkinin s6z konusu oldugu, sakarin ile bu
etkinin ¢ok diisiik bulundugu saptanmistir. Sinerjist etkiye en uygun bilesim olan

asesulfam K / aspartam karisimi i¢in 1:1 veya 1:5 olarak belirlenmistir.

Asesulfam K’nin seker alkolleri ile karisim olarak kullanildigi durumlarda hosa giden
tatlar elde edilmistir. Ozellikle asesulfam K / sorbitol karisiminda dolgun bir tatlilik elde
edilmis, bu nedenle s6z konusu karisimin sekerlemelerde, meyve preparatlarinda ve

viskozite gerektiren gidalarda kullanilmasinin uygun oldugu bildirilmistir.

Asesulfam K, viicutta metabolize edilemez ve idrarla degismeden disar1 atilir. Yapilan
farmakolojik caligsmalar tiiketilen asesulfam K’nin % 95’inin degismeden idrarla disari
atildigin1 ve bu nedenle metabolize edilmedigi i¢in enerji vermedigini, ayni zamanda

asesulfam K tiiketiminin viicuda potasyum alimini etkilemedigini ortaya koymustur.

Asesulfam K, Birlesik Gida Katkilart Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan ilk olarak
1983 yilinda giivenilirlik agisindan degerlendirmeye alinmistir. FDA ilk olarak 1988
yilinda asesulfam K’nin alkolsiiz igeceklerde tatlandirict olarak kullanilmasini
onaylamistir. FDA ve JECFA, asesulfam K i¢in ADI 15 mg/kg olarak belirlemis, daha
sonra Avrupa Birligi Bilimsel Gida Komitesi (SCF) 1985 yilinda tatlandiricilar
hakkinda kapsamli bir degerlendirme yaymmlamis ve komite asesulfam K’nin gida ve
iceceklerde kullanilmasini onaylamis, ancak giinliik tiiketilebilir miktarin en cok
9 mg/kg olmasim1 6nermistir. Boylelikle asesulfam K, Avrupa’da 1985 yilindan ve
ABD’ de 1988 yilindan bu yana kullanilmaktadir. FDA, asesulfam K’nin giivenirliligini

2003 yilinin kasim ayinda tekrar onaylamis ve genel amacli kullanimina onay vermistir.

Asesulfam K’nin giivenilirligi 15 yildan uzun siiren 90’nin {izerinde ¢alisma ile resmi
kurumlar tarafindan onaylanmis ve aralarinda Kanada, Ingiltere, Fransa, Isvicre, Italya,

Belgika’nin da bulundugu 90°nin tlizerinde iilkede kullanilmaya baglanmistir [8].

3.1.4 Siklamat

1937 yilinda Sveda tarafindan siklohegzil siilfamik asidin tath tat verme Ozelligi

belirlendikten sonra 1950 yilinda ticari olarak kalsiyum ve sodyum tuzlari seklinde
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kullanilmaya baglanan bir tatlandiricidir. Siklamat {iretimi, siklohegzilaminin sulfamik
asitle reaksiyona girerek N-siklohegzil-N-siklohegzilamonyum siilfomat olusturmasiyla
baslamaktadir. Daha sonra sodyum veya kalsiyum hidroksit kullanilarak

siklohegzilamin serbest hale getirilmektedir. Siklamatin molekiil formiili Sekil 3.8’de

(A

Sekil 3.8 Siklamatin molekiil formiilii

goriilmektedir.

Siklohegzil siilfamik asit (C¢H13NO3S) yapisindaki siklamat, 169-170°C’de erirken,
tuzlarmin erime noktas1 kesin olarak tanimlanmamis olup, yiliksek sicakliklarda
bozunduklar1 saptanmistir. Sodyum siklamat (C¢H;,NNaO;S) tatlandirici olarak
kullanilan en yaygin siklamattir. Beyaz, kokusuz, kristal formdaki madde 260°C’de
bozulmaktadir. Oda sicakliginda sudaki ¢oziintirliigii agirlikca % 20 olan sodyum
siklamatin organik c¢ozgenlerdeki ¢oziiniirliigii oldukea diisiiktiir. Kalsiyum siklamatin
(CeH24CaN,06S,.2H,0), sodyum siklamata kiyasla tatlilik 6zelligi agisindan daha az
onemli oldugu bildirilmektedir. Siklamatlar pH 2-10 arasinda hidrolitik par¢alanmaya
kars stabiliteleri yiiksek oldugundan gida islemedeki kosullardan etkilenmemekte ve raf

Omrii konusunda problem olusturmamaktadir.

Siklamat degismeden bobreklerden atilmakla birlikte bagirsak bakterileri tarafindan
metaboliti olan siklohegzilamin olusabilmesi nedeniyle FAO/WHO ve FDA’nin gida
katki maddeleri iizerinde ¢alisan Ortak Uzmanlar Komitesi (JECFA) bu konu iizerinde
caligmalarin yapilmasin1 6nermistir. 1984 yilinda FDA’nin kanser degerlendirme
komitesi yapilan bir¢ok calismada siklamatin kanserojen olmadigi kanisina varmis ve

gida katki maddesi olarak kullanilmasini tekrar onaylamistir.

Diinya iizerinde 40’tan fazla {ilkede kullanilmakta olan bu tatlandiricinin ADI degerini
JECFA 1980 yilinda 4 mg/kg olarak belirlemis, bu oran 1982 yilinda 10 mg/kg viicut
agirhgma cikarllmis ve glinlimiizde viicut agirligt basmma 11 mg/kg olarak kabul

edilmistir [18].

26



3.1.5 Sukraloz

Sukraloz, ilk kez 1976 yilinda sakkarozun 1. 4., ve 6. pozisyonlarinin bir prosesle segici
olarak klorlandirilmasiyla elde edilmistir. Sukraloz, 1,6-dikloro-1,6-dideoksi-1-D-
fruktofuranozil-4-kloro-4-deoksi-D-galaktopiranozit (Ci,H;9OgC)3) yapisinda bir madde
olup, triklorogalakto sakkaroz olarak da bilinmektedir (Sekil 3.9). Halojenasyonun
karbohidratlarin tathiliklarini arttirdigi belirlendikten sonra pek cok klorlandirilmis ve

bromlandirilmis yogun tatlandirict etkisi olan mono ve disakkarit kesfedilmistir.

r'i—-_.r1|-gl’r CHgL 'D‘I
3 .

o

Sakaroz (CizHa:0gy) Sukraloz (C 2Hye OgCl1)

Sekil 3.9 Sakkaroz ve sukralozun molekiil formiilleri

Sukralozun sudaki ¢oziiniirliigii (283 g/L) oldukca fazla oldugundan 6zellikle alkolsiiz
ickilerde kullanilmaktadir. Sulu c¢o6zeltide c¢ok stabil olmasi nedeniyle bu formda

satilmaktadir. Bilinen ticari adi Splenda’dur.

Sukraloz sofralik sekerden yapilmis ve enerji vermeyen tek tatlandiricidir. Seyreltik
sakkaroz ¢ozeltilerine kiyasla 500—600 kere daha tatli olan sukralozun tatlilik etkisinin
aspartam gibi gecikmis ancak kalic1 oldugu belirlenmistir. Tat profili sakkaroza oldukca
yakindir. Agizda tadim sonrasi izlenim birakmaz. Genis bir pH aralifinda ve yiiksek
sicakliklarda da stabil olan sukraloz, pastrizasyon, aseptik dolum ve diger yiiksek
sicaklik gerektiren iiretim proseslerinde stabilitesini korur. Boylece sukraloz igceren
tirinlerde 1s1l islem sonrasi tat kaybi goriilmemekte, ayni zamanda firinlama veya

pisirme sirasinda sakkarozun karakteristik 6zellikleri olusmamaktadir.

Yapilan calismalarda firin {iriinleri, meyve konserveleri, recel ve jolelerde proses ve
depolama siiresince sukraloz miktarinda olgiilebilir kayiplarin meydana gelmedigi

belirlenmistir.

Sukralozun ilk olarak 1991 yilinda Kanada’da, 1998 yilinda Amerika’da ve 2003
yilinda da Avrupa Birligi iilkelerinde kullanimina izin verilmistir. 1998 yilinda siitlii
tatlilar, sekerlemeler, dondurmalar, sakizlar ve alkolsiiz i¢ecekler dahil 15 farkli gida

tiretiminde kullanilmasi, 1999 yilindan sonrada genel amacli olarak kullanilmasi FDA
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tarafindan onaylanmistir. Giiniimiizde Avusturya ve Meksika’yr da kapsayan 80’den
fazla tilkede kullanilmaktadir. 20 yil1 askin siire boyunca insanlar ve hayvanlar iizerinde
yapilan 110’un istiindeki ¢alismalar, sukralozun insanlarda kanserojen, reprodiiktiv
veya norolojik risk olusturmadigini ve tiiketiminin giivenli oldugunu ortaya koymustur

[18].

3.1.6 Taumatin

Taumatin, “katemfe” denilen bir Bat1 Afrika bitkisi olan Thaumatococcusdanielli’nin
meyvesinden elde edilen ve tatlilik 6zelligi 207 amino asit molekiilii iceren proteinden
kaynaklanan bir maddedir. Seyreltik sakkaroz ¢ozeltisine kiyasla 3500 kez daha tath
olan taumatinin olusturdugu tathlik etkisi yavas gelismekte ve kalici olup, tadim sonrasi

agizda meyan kokiine benzer bir tat birakmaktadir.

Taumatin, stabilitesini genis bir pH araliginda korur. Sicakliga karsi stabil olmamasi
nedeni ile yiiksek sicaklikta 1s1l islem uygulanacak tirlinlerde kullanimi uygun degildir.
Sudaki ¢oziintirliigii de oldukea yiiksek olup >1000g/L’lik ¢6zeltisinin bile hazirlanmasi

mumkundiir.

Taumatinin yiyecek ve iceceklerde tatlandirici olarak kullanilmasina israil, Japonya ve
Avrupa Birligi iilkelerinde izin verilmekte olup, Amerika’da igeceklerde, regel ve
jolelerde, siit liriinlerinde, instant kahve ve ¢aylarda ve cikletlerde aroma arttiric1 olarak

kullanilmasina izin verilmektedir [18].

3.1.7 Neohesperidin Dihidrokalkon (NHDC)

NHDC, diistik kaloriye ve yliksek yogunluga sahip bir tatlandiricidir. NHDC’ nin ¢ok
diisiik konsantrasyonlar1 bile aromayr degistirmekte ve arttirmaktadir. Ozellikle
portakal, greyfurt, limon gibi turunggil meyvelerinde yaygin olarak bulunan, 2, 3, 4, 5-
tetrahidroksi-4-metoksidihidrokalkon-4-neohesperidesit (CsH36015 molekiil agirlg:
612,6 g) yapisinda bir flavanoid olup, tatl hidrokalkonlar igerisinde tatlilik 6zelligi en

fazla olandir.

Erime noktas1 152-154°C, sudaki ¢oziiniirliigii 20 g/L olan NHDC, ytiksek sicakliga ve
asidik sartlara dayaniklidir. Stre-tathilik siddeti ¢alismalari, NHDC’nin tat profilinin
sakkaroza benzemedigini ve tadin gecikerek ortaya ¢iktigini ve tadim sonrasi izlenimde

agizda mentol benzeri tatlilik biraktigini ortaya koymustur.
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Avrupa Birliginde NHDC’nin enerjisi azaltilmig ve/veya sekersiz yiyecek ve
iceceklerde tatlandirict olarak kullanilmasina 1994 yilinda izin verilmistir. Amerika’da
NHDC’1in aroma arttirict olarak kullanilmasina onay verilmesine ragmen tatlandirici
olarak kullanimina izin verilmemistir. JECFA heniiz bu tatlandiric1 igin ADI degeri

belirlememistir [18].

3.1.8 Alitam

Alitam, Pfizer Inc. firmasi tarafindan gelistirilen ve (L-aspartil-N- (2,2,4,4-tetrametil-3-
tietanil)-D-alanin), (C14H2404N3S,;.2H,0) yapisinda bir madde olup, yogun tatlandirict

etkisi olan ve L-aspartik asit ile D-alaninden olusan bir dipeptid tiirevidir.

Erime noktast 100°C, oda sicakliginda ve pH 5 de suda ¢oziiniirliigii 130 g/L olup, daha
yiiksek ve diisiik pH’da ve daha yiiksek sicaklikta ¢ozlniirliigli artmaktadir. JECFA
alitamin kanserojen olduguna dair herhangi bir kanit olmadig: kararina varmis ve denek
olarak kullanilan kopekler iizerinde 18 ay siiren ¢aligmalar sonucunda ADI degeri 0-1

mg/kg olarak kabul edilmistir.

Alitamin bircok gidada ve igecekte kullanilmasina Avustralya, Sili, Kolombiya,
Endonezya, Yeni Zelanda, Meksika ve Cin’de izin verilmektedir. Bunun disinda bir¢ok
iilkede tiizerinde calismalar devam etmektedir. Alitam da diger tatlandiricilarin
kullanildigi hemen hemen her alanda kullanilabilir. Bunlarin basinda; toz icecekler, siit
iriinleri, soguk ve sicak igecekler, sakiz ve sekerlemeler, dis macunlar1 gelmektedir

[18].

3.1.9 Steviosit

Paraguay ve Brezilya’da yetisen ve acit igecekleri tatlandirmak amaciyla

Steviarebaudiana Bertoni adl1 bitkinin yapraklarindan izole edilen bir glikozittir.

Yapraklarinin asirlardan beri gida ve igecekleri tatlandirmak amaciyla kullanildig: ifade

edilen bu bitki Japonya, Kore, Tayvan ve Cin’de de yetistirilmeye baglanmustir.

Steviosit, aglikon steviol, ent-1,3-hidroksikaur-16-en-19-oik asit ve 2’si disakkarit olan
soforoza bagli 3 glikoz molekiilii iceren bir glikozittir. Bu nedenle de 13-o-
soforozilsteviol-18-o0-glikozil ester (C38He0O15) olarak adlandirilmaktadir.
Steviarebaudiana yapraklan steviol disinda iglerinde en 6nemlisi rebaudiosit A olan

diger tatli glikoziller de icermektedir. Stevia, yapraklarinda bulunan diger
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rebaudiositler, dulkozit ve stviolbiozittir. Kuru stevia yapraklart % 2-22 steviosit, %
1,5-10 diizeyinde derebaudiosit icermektedir. Steviositin erime noktasi 196-198°C olup

sudaki ¢ozlniirligi 1,2-1,3 g/L’dir.

JECFA 2004 yilinda, steviosit i¢cin ADI degerini gegici olarak 2 mg/kg viicut
agirhigl/glin olarak belirlemis ve yapilacak caligmalarin 2007 yilina kadar siirecegini

belirtmistir.

Bugiin Japonya, Paraguay ve Brezilya’y1 da kapsayan 10 lilkede Steviositin tatlandirici
olarak kullanimina izin verilmistir. Amerika’da ise katki maddesi veya tatlandirici

olarak degil, sadece diyet destekleyici olarak satilmaktadir [18].

3.1.10 Neotam

Neotam (N-[N-(3,3-dimethylbutyl)-L-aspartyl]-L-phenylalanine-1-methyl ester),
aminoasitler, aspartik asit ve fenilalaninden olusan bir dipeptittir. Yapisal ve kimyasal

olarak aspartama benzemektedir (Sekil 3.10).

COOCH,
~H. S0 —kHeC -
Nl : —CH - CH.-NH= |~ H  CH,
CH. CH:  #™
'I.I'n"IH ot

Sekil 3.10 Neotamin molekiil formiilii

Tatlilik derecesi aspartamdan 30—60 kat daha fazla iken, sakkarozdan 7000-13000 kez
daha tatlidir. Tatlandirict olarak kullaniminin yani sira aromayr arttirici (6zellikle nane
aromasi) etkisi de vardir. Neotam iizerinde diger tatlandiricilarda oldugu gibi birgok

kapsamli ¢caligma ylriitiilmiistiir.

FDA neotamin kullanimini onaylamadan once 100°iin iizerinde bilimsel calismay1
tekrar incelemis ve Temmuz 2002°de genel amagh kullanimina izin vermistir. JECFA
2003 yilinda neotami yeniden gozden gecirmis ve ADI degerini 2 mg/kg viicut
agirligi/giin olarak belirlemistir [18].

3.2 Tatlandiricilarin Gidalarda Kullanim Alanlari

Gidalarda kullanimina izin verilen tatlandiricilar ile ilgili gerekli diizenlemeler 10 eyliil

1994 tarihinde AB resmi gazetesinde yayimlanan ve 1996 yilinda 96/83/EC numarali
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direktif ile son halini alan 94/35/EC numaralt Avrupa Parlamentosu ve Konseyi
Direktifi ile yapilmistir. Bu direktifin ekinde son tiiketiciye satilmasina ve gidalarin
tiretiminde kullanilmasina izin verilen 19 adet tatlandiricinin listesi yer almaktadir. Bu
listede ayrica tatlandiricilarin izin verilen kullanim alanlar1 ve izin verilen maksimum

miktarlar1 da verilmistir [18].

Ulkemizde ise 94/35/EC sayili “Gidalarda Kullamilan Tatlandiricilar Konsey Direktifi
dikkate alinarak Avrupa Birligi’'ne uyum c¢ergevesinde “Gidalarda Kullanilan
Tatlandiricilar Tebligi” hazirlanmis ve son olarak yapilan degisikliklerle 21.09.2006
tarithinde 2006/45 teblig numarasiyla yayinlanmistir.

Hazirlanan bu tebligde amag, gida maddelerini tatlandirmak amaciyla kullanilan ve
tikketiciye dogrudan sunulan tatlandiricilarin, gida maddelerindeki kullanimini,

ambalajlama ve etiketleme ile ilgili 6zelliklerini belirlemektir.
Bu tebligde tatlandiricilarin kullanimu ile ilgili hitkiimlerden bazilar1 su sekildedir:

e Enerjisi azaltilmis gida iiretiminde dis ¢iirimelerine neden olmayan gida
maddeleri veya seker ilavesiz gidalarda, raf dmriinli uzatmak amaciyla ve diyet
tirtinlerin liretiminde seker yerine tatlandiric1 kullanilir.

e (Gida maddelerinin tretiminde kullanilacak veya tiiketiciye direkt sunulacak
tatlandiricilar, sadece bu teblig ekinde yer alan tatlandiricilar olmalidir.

e (Gidalarin iiretiminde kullanilacak olan tatlandiricilar sadece bu teblig eklerinde
belirtilen kosullar altinda kullanilabilir.

e Aksine bir hiikkiim belirtilmedikge, saglik sorunu olan bebek ve kiigiik ¢ocuk
gidalar1 da dahil olmak {izere Tiirk Gida Kodeksi-Ozel Beslenme Amach
Gidalar Tebliginde yer alan bebek ve kiiciik cocuk gidalarinda tatlandirici

madde kullanilamaz.
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BOLUM 4

UZUM ve PEKMEZ

Bagcilik, Tiirkiye ekonomisinde ayr1 éneme sahip bir tarimsal faaliyettir. Ozellikle,
diger tarimsal iriinlerin yetistirilmesine uygun olmayan tarim alanlarinin
degerlendirilmesine olanak tanidig1 igin ayr1 bir 6neme sahiptir. Yaklasik 7500 yil 6nce
Anadolu’da kiiltiire alman asma bu topraklar iizerinde hiikiim siiren uygarliklar
doneminde daima tarimsal yapi igerisinde onemli bir yere sahip olmus, her zaman

insanimizin toplumsal ve ekonomik yagsaminda énemli katkilarda bulunmustur [20].

Asma, diinyada kiiltiire alinan en eski meyve tiirlerinden biri olup, bugiin 10000'in
tizerinde t1ziim ¢esidi bulunmakta ve bunun 1200'den fazlasi iilkemizde
yetistirilmektedir. Ancak, giinlimiizde bu kadar ¢esitten 50-60 kadar1 ekonomik 6nem

tasimaktadir.

Tiirkiye’de ekolojik kosullar dikkate alindiginda Dogu Anadolu’da birkag il ve yiiksek
yaylalar disginda her yerde bagcilik yapilabilmektedir. Bag alanlar1 ekilebilir tarim
alanlarimizin % 3,1’ini bag-bahg¢e alaninin % 16’smi teskil etmekte ve yillik tarimsal

milli gelirimizin % 6-7 si bagciliktan saglanmaktadir [20].

4.1 Uziim ve Sirann Bilesimi

4.1.1 Uziimiin Cesitli Kisimlariin Bilesimi

Asmanin meyvesi olan iiziim, salkim halinde sap kismi ile daneler ve daneleri sap
kisimlarina baglayan c¢oplerden ibarettir. Sira dane i¢cinde olup danenin etli kismi sira ile
doludur. Salkimi olusturan cesitli kisimlarin bilesimleri iizim ¢esidine ve olgunluk
derecelerine gore degisiklik gostermektedir. Cizelge 4.1°de salkimin gesitli kisimlarinin

bilesimi verilmistir. Salkimda sap ve ¢op kismi genel olarak salkim agirliginin % 3-7,
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kabuk kismin1 % 4-20 ve ¢ekirdek kismint % 0-6, danenin etli kismini ise % 75-85

kismin1 olusturur [12].

Cizelge 4.1 Uziim salkiminin gesitli kisimlarinin % bilesimi [12].

Salkim Kisimlan

Bilegenler Saplar Cekirdek Kabuk Etli Kisim
Su {g/100g) 55-80 30-45 6375 6585
veker (g/100g) €8T eser Fivd 15-30
M s kurn
madde (g/100g) 15-30 1525 15-30 15-35
N*lu maddeler
{g/100g) 2 ] 2 0,2-0.5
Ham seliiloz 3 28 4 Cok ar
Kiil ig/100g) -2 1-2 0.5-1 0,2-0.6
Tanen (g/100g) 25 IR 0.4-4 E5Er
Tartank asit 86T - - 04-0.8
Malik asit
(g/100g) (,05-0,25 - Fird 0,3-1.2
Yag (g/100z) - 815 0.1 -

4.1.2 Siramn Bilesimi

Uziim sirasinda bulunan maddelerin baslicalari: Su, karbohidratlar, asitler, mineral
maddeler, azotlu maddeler, renk maddeleri, fenolik maddeler, lipidler, aroma maddeleri,
enzimler, vitaminler ve diger maddelerdir. Yenilebilen kisimlarinin kimyasal bilesimi

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Uziimiin yenilebilen kisimlarmin kimyasal bilesimi [12].

Kaynaklar
Bilesenler a b C d
Su (g/100g) 84,3 83,2 83,2 75.85
Karbonhidrat -
5 L
(/100g) 1.4 13,9 10,6 15-25
Toplam Asit 21
035 - - 0.3-1,5
(2/1100g)
Ham Protein - -
e 04/ 07 03 03-(x 17
(a/100e) 47 , .. 00301
Kiil (g/100g) 033 04 = 0.300,5
al Souci ve ark., 1981: Acar. ' 99F dan b Watt ve Memil, 19%% Acar, 1990 dan
c) [Panlve Sowthgae 1978 Acar 19907 dan d) Amerne we ark. 1980
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Uziim meyvesinde enerji, protein, karbohidrat, ham seliiloz, kalsiyum fosfor, potasyum
ve askorbik asit miktarlar1 iziim suyuna ait degerlerden daha fazla olarak bulunurken,
ham yag, toplam kiil ve demir miktarlar1 ise iliziim meyvesi ve iiziim suyunda ayni
olarak bulunmustur. Uziim ve {iziim suyunun bilesimi ve o6zellikleri Cizelge 4.3’de

verilmigtir [12].

Cizelge 4.3 Uziim ve iiziim suyunun bilesimi ve 6zellikleri [12].

Bilesim Maddeleri Uzom Meyvesi Uztim Suvu
Enetji (kcal 100g) 36 33
MNem (%) 244 85,2
Protzin (%) 05 0.3
Ham Yag (%) 02 0,2
Karbonhidrat (%) 14,4 14
Ham Seltloz (%) 02
Toplam Kol (%) 0,30 030
Kalsivum (mg/ 100g) f 5
Fosfor (mg' 100g) 13 10
Demir (mg/100g) 0.2 02
Sodyum (mg/100g) I 2
Potasyum {mg/100g) 130 45
Askorbik Asit (mg/100g) 4

4.1.2.1 Karbohidratlar

Sira toplam kuru maddesinin biiyiik bir kismin1 monosakkaritler olusturur. Uziimde
bulunan monosakkaritler: glikoz (liziim sekeri) ve fruktoz (meyve sekeri) dur. Glukoz
ile fruktoz, siradaki sekerlerin % 99’unu, olgun tane agirligimin ise % 12-27’sini
olusturur. Bu sekerler yapraklarda cogunlukla sakkaroz seklinde sentezlenir. Daha sonra
lizim tanelerine tasinan sakkaroz, burada invertaz enzimi yardimiyla kendisini
olusturan glikoz ve fruktoza ayrisir. Invertaz aktivitesi ¢iceklenmeden sonraki 6.haftada
en yliksek seviyesine ulasir. Tane gelisiminin baslangicinda glikoz miktar1 daha fazla
olmasina karsilik, hasat zamaninda glikoz ve fruktoz orani yaklasik olarak birbirine esit
kabul edilir. Glikoz/fruktoz oraninin cesitlere gore 0,74-1,05 arasinda degistigi

bulunmustur.

Fruktoz; glikoz ve sakkarozdan daha tatli bir maddedir. Yiizde 15’ lik fruktozun verdigi
tad1 ancak % 17,8 lik sakkaroz veya % 22,8 lik glikoz verebilmektedir. Erkenci
cesitler i¢in fruktoz, orta ve gegici ¢esitler i¢in glikoz miktar1 yliksek ¢esitlerin secilmesi

onerilmistir. Seker miktar1 tane tutumundan sonra hasada kadar diizenli olarak artar.
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Olgun iiztimlerde oldukga diisiik miktarlarda (% 0,02-0,6) bulunan ancak, teknolojik
olarak 6nemli olan polisakkaritler pektik maddelerdir. Uziimler preslendiginde elde
edilen sira mat ve kolloidal bir goriiniistedir. Siranin berrak bir halde olmamasi kismen
presleme sirasinda siraya gecen bazi maddelerden ileri gelirse de, mat goriinlis siradaki
pektik maddelerden ileri gelir. Pektik maddeler sirada koruyucu kolloid gorevi gorerek
diger bulaniklik maddelerinin ¢6kmesini de engellerler. Pektik maddelerin yap: taslari
arabinoz, galaktoz, metil alkol ve galaktronik asittir. Heniiz olgunlasmamis tliziimlerde
pektin diger meyvelerde oldugu gibi suda ¢oziinmeyen protopektin halinde olup, meyve
dokusunun sert olmasinda etkili olur. Meyvede olgunluk baslayip yavas yavas
ilerledikge protopektinazin etkisiyle protopektin suda ¢dziinen pektin haline dondisiir.
Asirt  olgun lziimlerde 1ise pektin pektinmetilesteraz etkisiyle pektik asite
dontismektedir. Danenin olgunlagmasi sirasinda yavas yavas yumusamasi ve ¢ekirdegi

saran etli kismin kii¢clilmesinde bu degisikligin rol oynadig1 diisiiniilmektedir [12].

4.1.2.2 Asitler

Uziim sirasinda bulunan asitlerin baslicalari: tartarik asit ve malik asit olmakla beraber,
bu asitlerden bagka sirada oldukg¢a diisiik diizeylerde sitrik asit, siiksinik asit
(olgunlasmamis tiziimlerde) ve okzalik asit bulunmaktadir. Siradaki genel asit miktari
lizim ¢esidine, iklim kosullarina, toprak c¢esidine, hastalik durumuna ve tiziimlerin
olgunluk diizeylerine gore degisiklik gostermektedir. Genellikle olgunlasmis liziimlerde

genel asit miktar1 3-15 g/L (tartarik asit olarak) diizeylerinde olmaktadir.

Meyveler arasinda hemen hemen yalniz {iziimde bulunan tartarik asit, iizimde kismen
serbest, kismen de bagli haldedir. Olgunlagsmamis {iziimlerde daha c¢ok serbest halde
bulunurken tane biiylidiikce ve olgunluk ilerledik¢e potasyumla birlesir ve olgunluk
sirasinda tartarik asidin biiyiik kismi1 bagl hale ge¢mis olur. Olgunlasmaya kadar gerek
serbest ve gerekse bagli kisimda miktar bakimindan artis olmaktadir. Olgunlasmis
liziimlerde ise, yeniden asit meydana gelmemekle birlikte miktar1 oldukga sabit
kalmaktadir. Bundan dolay1 {ilkemiz iizimlerinde asidin biiylik kismini tartarik asit
olusturmaktadir. Tartarik asidin olusturdugu tuzlarindan en 6nemlisi; potasyumla olan

potasyum tartarat tuzudur.

Sarap tas1 ya da krem tartar ad1 da verilen bu tuz serbest karboksil grubuna sahip

oldugundan eksi bir tuz olup asit karakterindedir. Sarap tasinin en dnemli 6zelligi suda
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az, alkolde ¢ok az ¢oziinmesidir. Tartarik asidin olusturdugu diger tuz ise ndtr karakterli

kalsiyum tartarattir. Kalsiyum tartaratin ¢oziiniirliigli sarap tasindan daha diistiktiir.

Tartarik asidin bu her iki tuzu da kolaylikla doymus c¢ozeltiler meydana getirirler. Bu
Ozellik lizim siralarinin konsantre edilmesi sirasinda konsantrenin bulanmasina ve daha

sonra da dipte kalin bir tortu olugsmasina neden olmaktadir.

Malik asit miktar1 tiziimlerin olgunlasmaya baglamasina kadar tanede devamli olarak
artar ve miktar1 litrede 15-20 grama kadar yiikselir; ancak, tanelerin yumusamaya
baslamasiyla birlikte miktar1 siirekli azalir ve asir1 olgun iiztimlerde oldukga diisiik
miktarlara geriler. Malik asit miktarindaki bu azalma, solunum sonucunda malik asidin
su ve karbondioksite parcalanmasindan ileri gelmektedir. Malik asit de kismen serbest
kismen de potasyum, kalsiyum ve magnezyum tuzlar1 halinde baglh olarak bulunur.
Uziim sirasinda diger organik asitlerden ¢ok diisiik miktarlarda sitrik asit (0,01-
0,03g/100ml), 6zellikle olgunlagmamais liziimlerde az miktarda siiksinik asit ve ¢ok az

miktarda da okzalik asit (0,03-0,04 g/1) bulunur [12].

4.1.2.3 Mineral Maddeler (Kiil)

Uziim sirasindaki mineral maddelerin toplam miktar1 2-5g/L arasinda degismektedir.
Uziim sirasindaki kiil miktar iizerinde {iziim cesidi, olgunluk derecesi, iklim kosullari
ve yagislarin vejetasyon devresindeki dagilisi, toprak cinsi ve giibreleme etkili
olmaktadir. Kurak iklim bolgelerinde ve yillarda koklerin topraktan mineral maddeleri
alma imkan1 daha az olacagindan iiztimlerde bulunan mineral maddelerin miktar1 daha
az olmaktadir. Siradaki mineral maddelerin en biiyiik kismini potasyum (15-25
mg/100ml) ile, kalsiyum (4-25 mg/100 ml) ve magnezyum (10-25 mg/100 ml )

olusturur.

Bunlarin yani sira sodyum (en ¢ok 20 mg/100 ml), demir (en ¢ok 3 mg/100 ml), siilfirik

asit, az miktarda silikat asidi ile borik asidin tuzlar1 bulunmaktadir [12].

4.1.2.4 Azotlu Maddeler

Uziim tanesinde bulunan azotlu maddeler, tanenin doku hiicrelerinde esit miktarda
dagilmis degildir. En ¢ok kabuk hiicrelerinde disa dogru tigiincii ve dordiincii siralarda
bulunurken tanenin i¢ kismima dogru miktar1 gittikge artar. Bu sebeple {iziimlerin

stkilmas1 sirasinda kendiliginden akan siradaki azotlu madde miktariyla, birinci ve

36



ikinci pres siralarindaki miktarlar arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Genel olarak
sirada bulunan azotlu maddelerin miktar1 (N) litrede 0,10-2,0 gram arasinda degismekle
birlikte genellikle bu miktar 0,6 g/L civarmdadir. Uziim sirasinda bulunan azotlu
maddeler kismen protein (albumin), kismen de proteinin parcalanma f{irtinleri olan
albiimozlarla peptonlar ve amino asitler (prolin, arjinin, glutamik asit, serin, treonin
vd.)’den ibarettir. Uziimde bulunan az miktardaki azotlu maddeler, beslenme fizyolojisi
acisindan dikkate deger miktarda olmamalarina ragmen, isleme teknolojisi agisindan
oldukca onemli bilesiklerdir. Nitekim serbest amino asitlerin baglica rol oynadigi
enzimatik olmayan esmerlesme (Maillard) reaksiyonlarinin, meyve ve sebzelerin

islenmelerinde karsilasilan sorunlar i¢inde dnemli bir yeri vardir [12].

4.1.2.5 Renk Maddeleri

Meyve ve sebzelerin rengi, farkli nitelikteki renk maddelerinden, yani “pigmentler’den
kaynaklanmaktadir. Beyaz tliziimlerde yesil rengi “klorofil”, sar1 rengi ise karotenoid

(karoten, ksantofil, quersetin ve quersitrin) grubu maddeler vermektedir.

Bir¢ok meyve ham haldeyken fazla miktarda klorofil icerir ve bu yiizden renkleri
yesildir. Ancak olgunlasma ilerledikg¢e klorofil yavas yavas kaybolur, sari-kirmizi renkli
karotenoidler hakim olur. Klorofil dayanikli bir pigment degildir. Bu bakimdan meyve
ve sebzelerin islenmelerinde rengin kaybedilmesi ve boylece sar1 veya kirli zeytin yesili
bir renk olusmasi daima bir sorun olarak ortaya c¢ikmaktadir. Klorofil molekiiliinde
bulunan Mg, asitlerin etkisiyle molekiilden kolaylikla ayrilir ve yerine hidrojen

baglanarak “feofitinler” olusur.

Karotenoidler meyve ve sebzelerin islenmelerinde uygulanan genel islemlere oldukca
dayanikhdirlar. Isil islemler sirasinda herhangi bir pargalanma olmadig1 gibi, islenmis

meyve ve sebzelerin depolanmalarinda da stabil kalirlar [12].

4.1.2.6 Fenolik Maddeler

Uziimde fenolik maddeler salkimin ¢&p ve saplarinda, tanenin kabuk ve ¢ekirdeklerinde
bulunmaktadir. Baslangigta tanenin et kisminda bulunmasina ragmen tanede biiyiime
ilerledik¢ce miktar1 yavas yavas azalir. Olgunlasmis iiziim tanelerinin et kisminda fenolik
maddeler bulunmaz. Uziimlerin preslenmesi sirasinda uygulanan basincin siddeti ve
stranin sap, ¢op, kabuk ve cekirdeklerle temas siiresi siraya gegen fenolik maddelerin

miktarin1 belirleyen faktorlerdir. Meyve ve sebzelerde genellikle ¢cok az miktarda
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bulunan fenolik maddeler, bunlarin islenmelerinde degisik sorunlara neden olabilen

onemli maddeler grubundan birisidir.

Fenolik maddelerin bir kismi bu iiriinlerin lezzetinde, 6zellikle agizda buruk bir izlenim
birakma yonilinde etkilidir. Diger taraftan fenolik maddelerin bir kismi1 renkli
olduklarindan, meyve ve sebzelerin renkleri tizerinde etkilidirler. Tiim bunlara ilaveten
fenolik maddeler, fenoloksidazlarin etkisiyle enzimatik renk esmerlesmelerine neden
olan 6nemli bir madde grubudur. Meyve ve sebze isleme teknolojisi agisindan énemleri

bu 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.

Salkimin degisik kisimlarinda bulunan fenolik maddelerin miktarlar1 degisik olup, taze
tiziimlerin kabuklarinda ortalama % 1,2, ¢ekirdeklerinde % 2-9, yesil sap ve ¢oplerde

ise % 5 kadardir [12].

4.1.2.7 Lipidler

Uziim sirasindaki yag benzeri maddelerin (lipidlerin) miktar1 ¢ok diisiik diizeydedir
(0,01 g/l). Mumsu yapida olan bu yapilar suda ¢oziinmediklerinden dolayr meyve
suyuna ge¢mezler [12].

4.1.2.8 Aroma Maddeleri

Uziimde bulunan aroma maddeleri kaynaklarina gére; iiziimiin tipik ozelliginden
kaynaklanan ¢esit aromasi ve lizlimiin siraya islenmesi sirasinda uygulanan teknolojik
islemlerden (ezme, ¢6p ayirma, kabuk maserasyonu, sikma, 1sitma gibi) kaynaklanan

aroma olarak iki grupta toplanabilir.

Cesit aromasini belirleyen temel faktor liziim cesididir. Bunun yaninda toprak, iklim,
yetistirme teknigi (budama, bakim, giibreleme, sulama), {iziimiin olgunluk durumu gibi

diger faktorler de ¢esit aromasinda etkili olurlar.
Uziimlerde bulunan aroma maddeleri iki farkli yapida bulunur:

e Ucucu ve koku veren 0zellikte serbest aroma maddeleri ve
e Ucucu olmayan ve kokusuz 6zellikte, bazi bilesiklerin (glikozid, karoten, fenolik
asitler, amino asitler) yapisinda yer alan onciil aroma (precursor) ya da bagh

aroma maddeleri.

Uziim tanesinde aroma maddelerinin genellikle kat1 kisimlarda ve &zellikle kabuklarda
yogunlastig1 belirtilmistir.
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Yapilan c¢alismalarda {iziimde olgunlagma siiresince serbest ve bagli aroma
maddelerinde bir artig oldugunu, serbest haldeki terpenol miktarinin olgunluk aninda en
yiiksek degere ulastigini ve bagli yapidaki terpenollerin ise olgunluk asamasindan

sonrada artmaya devam ettigi saptanmistir.

Uziimde bulunan aroma maddelerinin énemli bir kism1 baz1 bilesiklerin yapisinda bagl
olarak bulunur. Bu 0zelliklerinden dolay1 bagli aroma maddeleri koku vermezler ve

ucucu degildirler [12].

4.1.2.9 Enzimler

Enzimler bitkisel ve hayvansal dokularin bilesiminde yer alan, eser miktarda bulunan;
ancak ¢ok onemli rolleri olan organik katalizorlerdir. Meyvelerde bulunan enzimler
meyvelerin islenmesinde 6nemli bir rol oynarlar ve substrat olarak ortamda bulunan
meyvedeki maddeleri parcalar ya da sentezlerler. Enzimatik reaksiyonlarin olusmasi
bazi gidalarda istenilen degisikliklere neden olurken genellikle meyve isleme

endiistrisinde istenilmeyen degisikliklere neden olurlar.

Uziimde hidrolazlar ve oksidazlar olmak iizere iki grup enzimin etkinligi Snem
tasimaktadir. Uziimde bulunan endojen proteazlar sirada bulunan ¢dziinmez proteinleri
hidroliz ederek suda ¢oziinebilir hale getirme 6zelligindedir. Bu enzimler iki amino asit
arasindaki peptid bagmin hidrolizini katalizler. Uziimde bulunan proteazlar asidik
Ozellikte olup optimum c¢alisma pH’s1 2,0 civarinda oldugundan sira pH’sinda
aktivitelerinin % 40-60’1m1 gosterebilmektedirler. Kaynagi ne olursa olsun proteazlar

termostabil 6zellige sahiptirler.

Islemler sirasinda {iziimiin hiicresel yapismnin pargalanmasi, enzimatik oksidasyon
olaylarinin olusmasina yol agmaktadir. Ortamda oksijen tliketimi siranin orijinine baglh
olarak 0,5-5 mg/L/dakika arasinda degismektedir. Bu degisim biiyiik cogunlukla fenolik
maddelerin oksidasyonuna neden olmaktadir. Olgun iiziimlerde kresolaz, katesoloksidaz

ve tirosinaz olarak bilinen ortofenol oksijen oksidorediiktazlar bulunmaktadir.

Aktiviteleri asma ¢esidine bagl olarak olduk¢a degiskendir. Beyaz iiziim sirasinda
enzimatik aktivite sonucunda oOncelikli olarak {iztim pulpundaki temel fenolik
bilesiklerden olan hidroksisinnamik asitlerin tartarat tiirevleri okside olurlar. Bu
reaksiyon sonucunda stabil olmayan kinonlar olusur ve takiben benzer olarak farkli iki

reaksiyon meydana gelir. Ilk olarak reaktif olan kinonlar diger fenolik bilesiklere
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(flavanoidler) kondense olarak polimerlesme {iriinleri olustururlar. Bu iirlinlerin rengi

kondensasyon derecesine bagli olarak, saridan kahverengiye kadar degigsmektedir.

Kinonlar, glutathion gibi kuvvetli indirgen molekiillerle reaksiyona girme
yetenegindedirler. Bu reaksiyon sonucunda renksiz bilesikler meydana gelmektedir. Bu
tirtinler tirosinaz tarafindan okside edilemediklerinden dolay1 sira renginde degisiklik

olmamaktadir.

Siranin esmerlesmesi, flavonoid konsantrasyonuna ve cogunlukla iiziimiin salkim
halinde maserasyonuna ve mekaniksel islemlere baglidir. Uziimde bulunan
tirosinazaktif olmakla birlikte sira pH’inda stabil degildir. 50 °C sicakliklara ¢ikilmasi

ya da 50 mg/Lden fazla SO, ilavesi, enzim aktivitesini sona erdirmektedir [12].

4.1.2.10 Vitaminler

Uziim tanesinin yenilebilen kisimlarinda; 1-18 mg/100g askorbik asit (C vitamini), 10-
100 ng/100g B-karoten, 10-70 pg/100g B1 vitamini (tiyamin), 100-300 ug/100g niasin,
20-60 pg/100g riboflavin bulunmaktadir [12].

4.2 Pekmez

Pekmez iilkemizde iiretilen geleneksel bir gida maddesidir. Pekmez yaygin olarak taze
liztim ve ihra¢ sans1 olmayan kuru {iziimden iiretilmekle birlikte elma,dut, kayisi, erik,
karpuz, incir ve seker pancarindan da pekmez iiretilmektedir. Pekmez genel olarak
meyve sirasinin  asitligini gidermeden veya giderdikten sonra a¢ik yada vakum
kazanlarda koyulastirilarak elde edilen bir iiriin olup, iiretim asamalar1 hammaddeye ve
yoreye gore degisiklik gostermektedir. Fakat lilkemizde en yaygin iiretilen ve tiiketilen
pekmez tiirleri liziim ve dut pekmezleridir. Pekmez yiliksek miktarda seker, mineral ve
organik asit ihtiva eden bir iirlindiir. Bundan dolay1 da insan beslenmesi agisindan ¢ok

onemli bir gidadir [21].

Ulkemizde pekmez iiretimi ¢ok eskilere dayanmaktadir. Pekmez, Osmanl
Imparatorlugu zamaninda Misir garsisinda soguk alginligi, gdgiis nezlesi ve bogaz agrisi
icin ila¢ olarak kirmizi aci biber ile beraber kullanilmaktaydi. Memluklar devrinde de
icki ¢esidi olarak pekmez tiiketildigi Memluklar devrinde yazilan Tiirkge eserlere de
yansimistir. Pekmez ile ilgili Tiirkge yazili literatlir ancak 1940’Ih yillarda yazilmaya

baslanmigtir. 1940 yilinda “liziim pekmezleri {lizerine teknik arastirmalar” baglikli bir
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aragtirma yapilarak geleneksel pekmez {iiretim yontemleri belirtilmis ve farkl
bolgelerden saglanmis olan pekmez Orneklerinin bilesimleri arastirilmistir. 1940°h
yillardan sonra seker darisi, seker pancari, karpuz ve iiziim pekmezleri iizerine yapilmis
olan bazi1 arastirmalar vardir. Daha sonra Turgut Yazicioglu'nun yapmis oldugu
arastirmalar 1976’ya kadar devam etmistir. 1980 yilinin baslarinda Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesinde “liziim sirasinin pekmeze islenmesi sirasinda olusan terkip
degismeleri iizerine bir calisma” yapilarak bu g¢alisma 1982 yilinda yayinlanmistir.
Ayrica 1976-1984 yillan arasinda Gebzede, Tiibitak Marmara Bilimsel ve Endiistriyel
Arastirma Enstitiisiinde Gokgen, Omeroglu ve Yazicioglu’ nun pekmez iizerine yapmis
olduklar1 bazi calismalar yayinlanmistir. 1990’ nin basinda Batu ve Yurdagel Ege
Universitesi Miithendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimiinde kuru iiziimden beyaz
kat1 iiziim pekmezi lizerinde bazi aragtirmalar yapmiglardir. Bu c¢alismada, kuru {iziim
sirasinda olusan kolloidlerin durultulmasi, durultulmus siranin agik kazan ve vakum
kazaninda konsantrasyonu sirasinda olusan kimyasal degismeler ve ayrica sivi
pekmezin agartilmasi ve katilagtirilmasi lizerine farkli aragtirmalar yapilmistir. Bunlara
ek olarak son yillarda Cukurova, Selguk ve Gaziantep Universitelerinde pekmez iizerine

bazi arastirmalar devam etmektedir [21].

4.2.1 Pekmez Uretimi

Tirkiye’de pekmez ¢ok eski zamanlardan beri biiylik miktarlarda tiretildigi halde iiretim
teknigi cok fazla degismemistir. Farkli 6zelliklerde olan pekmezlerin {iretiminde bir
takim farkliliklar vardir. Bu farkliliklarda dikkate alinarak degisik pekmezlerin iiretim

asamalar1 su sekilde 6zetlenebilir.

4.2.2 Sivi Pekmez Yapim

Sivi pekmezler siranin asitliginin giderilip giderilmemesine gore; tath ve eksi sivi

pekmez olmak tizere iki tipe ayrilir.

4.2.2.1 Tath Sivi Pekmez Yapimi

Pekmez yapilacak hammaddeler iizerlerindeki toz, toprak ve sap parcaciklari ile
tarimsal ila¢ kalintilarin1  uzaklastirmak i¢in yikanirlar. Pekmez {iretiminde
mikroorganizmalarin hammadde de en az diizeyde bulunmasi istenir. Temizlenen

iiriinlerden sira eldesi insan giicii kullanilarak gergeklestirilir. Uriinler cuvallara
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doldurularak tahtadan veya betondan yapilmis teknelerde ayakla ¢ignenerek siralar
cikarilir. Elde edilen sira bulanik ve asit karakterlidir. Ornegin, iiziim sirasindaki asitligi
basta tartarik asit olmak iizere malik asit ve az miktarda da sitrik asit olusturur.
Ortalama olarak litrede 5 g olan bu asitlerin tathi pekmez {iretebilmek i¢in belirli
diizeyin altina indirilmesi gerekir. Asit giderici olarak ¢esitli yorelerde, degisik bilesim
gosteren ve pekmez topragi denilen toprak kullanilmaktadir. Kireci fazla, rengi beyaz
veya beyaza yakin topraklar bu amacla kullanilmaktadir. Pekmez topragi ayn1 zamanda
durultmanin saglanmasinda da etkili olmaktadir. Kullanilacak toprak miktar1 degisik
olabilmektedir. Bu amacla 100 kg taze {iziim sirasina 0,1-1,0 kg aras1 toprak veya 100 L
stranin asitligini % 0,1 diizeyinde azaltmak i¢in 66 g teknik kalsiyum karbonat, CaCOj3
ilave edilmelidir. Topragin siraya etkisini kolay ve c¢abuk saglamak, mayalarin
faaliyetini 6nlemek ve durultmayi hizlandirmak i¢in {iztim siras1 kuvvetli yanan bir ocak
tizerinde bir tagim kaynatilir ki buna siranin kestirilmesi denir. Kestirme sonrasinda sira
dinlenmeye birakilir ve 5-6 saat sonra tortunun kabin dibine ¢oktiigii goriiliir.
Uygulamada genellikle bir gece beklenerek islem gergeklestirilmektedir. Bu bekleme
stiresi sonunda berrak kisim tortudan ayrilir ve berrak sira elde edilir. Elde edilen berrak
stranin koyulastirma islemi 15-18 cm derinliginde ve 70-80 cm ¢apindaki bakir
hazirlama kaplarinda yapilir. Berrak siradan 45 L alinip bakir hazirlama kabina aktarilir
ve hazirlama kabi ocagin {izerine yerlestirilir. Sira kaynarken devamli karistirilir ve
savrulur. Boylece buharlastirma islemine yardimci olunur ve kabin dibindeki yaniklarin
olusmas1 Onlenir. Karigtirma sirasinda sira yiizeyinde olusan kirli kopiikler alinir.
Koyulagtirmanin yeterliligi pratik olarak, koyulagan pekmezden tahta kagsikla alinan
Ornegin yavasca akitilmasi ile damlalarin bir noktadan degil de yan yana iki yerden
damlamasi ile anlagilir. Koyulastirma islemi, giinesi bol ve kurak bolgelerde gilines
enerjisinden yararlanilarak da yapilir. Sira tepsilere konur ve giineste bekletilerek
koyulastirilir. Bu sekilde yapilan pekmeze “gilinbali” veya “giin pekmezi” denir ve
pekmezler icinde en kaliteli olanidir. Pekmez, cam kavanoz, plastik bidon veya diger

ambalajlara doldurularak muhafaza edilir.

Modern yontemle tath sivi pekmez tliretimi kuru iiziimden pekmez yapilacaksa kuru
tiziimler Oncelikle nemlendirilir ve kiyma makinesinden gegirilir. Kiyilmis olan kuru
lizimlere ters akim prensibine gore (1:3, kati : sivi ekstraksiyonu) Oziitleme islemi
uygulanir. Taze iizlimlerden iiretim yapilacaksa Oncelikle {iziimler yikanarak

temizlenirler. Temizlenen iiziimler, sap ayirma makinesinden gegirilerek saplarindan
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ayrilir. Danelenen {iiziimler, iiziim ezme degirmeninden gegirilerek ezilirler. Boylece
lizimler, preslenmeye hazir hale gelirler. Siranin elde edilmesi icin {iziimler presten
(pnomatik, horizantal, paketli) gegirilirler. Presleme sonucu elde edilen siraya renk
kararmalarini1 6nlemek amaciyla 50 ppm diizeyinde kiikiirt dioksit, SO, ilave edilebilir.
Presleme sonucu elde edilen sira bulanik ve asit karakterlidir. Bulanikligin derecesi ve
niteligi ¢eside, taze veya bekletilmis olusuna gore degismektedir. Modern isletmelerde
sira, kaba maddelerinden ayirmak amaciyla separatorden gecirilir. Separasyon
isleminden sonra siraya asitligini gidermek amaciyla pekmez toprag ilave edilir. Bu
amagla 100 L siranin asitligini % 0,1 diizeyinde azaltmak icin 66 g teknik CaCOs ilave
edilir. Topragin siraya etkisini kolay ve cabuk saglamak, mayalarin faaliyetini dnlemek
ve durultmayr hizlandirmak i¢in sira 70°C’ ye kadar isitilir. Sira sogutulur ve
dinlenmeye birakilir. 5-6 saat sonra tortunun kabin dibine ¢oktiigii goriiliir. Bu bekleme
sonunda berrak kisim tortudan ayrilir. Siranin tamamen berraklagtirilabilmesi ve buruk
tatlarin ortadan kaldirilabilmesi i¢in siraya durultma islemi uygulanir. Durultma islemi
1s1 uygulamak suretiyle, tanen-jelatin uygulamasi veya enzimatik yolla saglanabilir.
Yeterli bir durultma i¢in, % 41 kuru maddeli siraya 10 g/hl, % 17 kuru maddeli siraya
ise 5 g/hl tanen ve jelatin ilave edilmesi yeterli olmaktadir. Durultma sonunda sira filtre
edilerek berrak sira elde edilir. Berrak sira agik kazan ya da vakum yontemine gore suyu
buharlastirilarak koyulastirilmaktadir. A¢ik kazanda yiiksek sicakliklarda konsantrasyon
isleminde pekmezdeki sekerin % 5-10 kadarinin yanarak karamelize olup esmer renkli,
tat ve kokusu bozuk olan bir iirlin olusmaktadir. Pekmezin bdyle esmer renk almasi
stranin bilesiminde bulunan indirgen sekerlerin 1sil islem sonucunda asitlerin ve diger

kimi maddelerin etkisiyle tepkimeye girmesi sonucu olusmaktadir.

Isil islem uygulamasi ile koyulastirilan gida maddelerinde 6nemli bir kalite faktorii de
hidroksimetilfurfural, HMF’dir. A¢ik kazan yonteminde asitlik degerinin yiikselmesi
durumunda konsantrasyon islemi siiresince ortamda bulunan indirgen sekerlerin ortamin
pH derecesi diistiikce HMF iizerinden formik asit ve levulin aside kadar parcalandigi
belirtilmektedir. Vakumda konsantrasyon islemiyle uygun renk, tat ve kokuda,
karamelize olmamis pekmez tretilebilmektedir. Vakum yontemiyle iiretilen pekmezin
HMF icerigi 32,25 mg/kg gibi diisiik diizeyde olup, agik kazan ydntemiyle iiretilen
pekmezde bu deger yasal smnir olan 150 mg/kg’in ¢ok iizerinde olmaktadir. Istenilen
kurumadde diizeyine ulasilinca konsantrasyon islemine son verilir ve pekmez sogumaya

birakilir. Pekmez, insan sagligina zarar vermeyecek ve pekmezin 06zelliklerini
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bozmayacak nitelikteki lakli teneke kutu, cam kavanoz plastik veya diger ambalajlara

doldurularak piyasaya arz edilir [21].

4.2.2.2 Eksi Sivi Pekmez Yapimi

Hasat edilen liziimler, iizerlerindeki toz, toprak ve sap parcaciklari ile tarimsal ilag
kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in yikanirlar. Pekmez iiretiminde mikroorganizmalarin
hammaddede en az diizeyde bulunmasi istenir. Temizlenen iiziimlerden sira eldesi insan
giicii kullanilarak gerceklestirilir. Elde edilen sira bulanik ve asit karakterlidir. Eksi
pekmez yapiminda elde edilen sira asit giderme islemi uygulanmadan koyulastirma
islemine tabi tutulur. Koyulastirma islemi 15-18 cm derinliginde ve 70-80 cm ¢apindaki
bakir hazirlama kaplarinda yapilir. Elde edilen siradan 45 L alinip bakir hazirlama
kabina aktarilir ve hazirlama kabi ocagin iizerine yerlestirilir. Sira kaynarken devamli
kanigtirilir ve savrulur. Boylece buharlastirma islemine yardimci olunur ve kabin

dibinde yaniklarin olugmasi onlenir.

Karigtirma sirasinda sira yiizeyinde olusan kirli kopiikler almir. Koyulastirmanin
yeterliligi pratik olarak, koyulagsan pekmezden tahta kasikla alinan 6rnegin yavasca
akitilmasi ile damlalarin bir noktadan degil de yan yana iki yerden damlamasi ile

anlagilir.

Istenilen koyuluga ulasan pekmez ocaktan indirilir ve sogumaya birakilir. Pekmez, cam

kavanoz, plastik bidon veya diger ambalajlara doldurularak muhafaza edilir.

4.2.3 Kati Pekmez Yapimi

Kati pekmezler bir kaptan digerine ancak bir kagsik, hatta bicakla alinabilecek
ozelliktedir. Ayrica katt pekmezlerin renkleri de ¢ok degisiktir. Bazilar1 kahverengi,
bazilar1 sar1 ve bir kismi da beyaz denecek kadar agik renkli olurlar. Kati pekmez
yapmm c¢ok dikkat isteyen ve gercekten hiiner gerektiren bir istir. Ulkemizde kati

pekmez yapma yontemleri bolgelere gore farklilik gosterir [21].
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BOLUM 5

KROMATOGRAFI

Kromatografi birbirine fiziksel ve kimyasal o6zellikleri bakimindan benzeyen
maddelerin, karisimlarin, birbirinden ayrilmasini, taninmasini ve tayinini saglayan,
bircok yontemi kapsayan yontemlerin genel adidir. Yiizlerce maddenin karigimi bile
kromatografi yontemiyle analiz edilebilir. Kromatografi terimi ilk olarak Mikhail
Tswett tarafindan 1906 yilinda kullanilmistir. Daha sonralar1 analitik c¢alismalarin

bircogunda kromatografi yer almistir [22].

Kromatografik ayirmada 6rnek, gaz, sivi veya siiper kritik bir akiskan olan hareketli faz
ile sistemde tasimir. Hareketli faz, kat1 bir yiizeyde ya da kolonda sabitlestirilmis ve
hareketli faz ile karismayan bir sabit faz igerisinden gegcirilir. Bu iki fazin se¢imi, 6rnek

bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasini hedefler.

Ornek igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi fiziksel ve kimyasal etkilesimler
olur. Ornegin kolon boyunca hareketi sabit faz ve hareketli faz arasindaki kimyasal ve
fiziksel dengelerin dagilimina baghdir. Bunlar ¢oziintirliikk, elektron ¢ifti alici-verici
etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bag olusumu gibi olaylardir [23]. Iyonik

etkilesimler,

a) Iyonlar arasindaki Coulomb ¢ekim kuvvetleri
b) Iyon-indirgenmis iyon etkilesimleri

¢) Dipol-dipol etkilesimleri

d) Dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri

e) Notral atom ya da molekiiller aras1 kuvvetlerdir (London kuvvetleri).
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Ayrica en iyi kosullarin saglanabilmesi i¢in, sabit faz yapisi, hareketli faz bilesimi ve

sicakligin dagilima etkisi de ayarlanabilir.

Hollandali kimya miihendisi Van Deemter kendi admi tasiyan ve Kromatografik

kolondaki ayirma olaylarini matematiksel olarak tanimlayan bir esitlik bulmustur [23].

H=A+B/u+C (5.1)

Esitlik 5.1°de; H: Tabaka yiiksekligi (cm), A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyon, B:

Boyuna difiizyon, C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi, u: Cizgisel hiz

Karisimda bulunan maddelerin kolon boyunca ayrilmasi ve hareketli faz akis hiziyla

kolondan ge¢mesi Sekil 5.1°de gosterilmistir.

Kromatografik sistem iki ana grupta toplanir; hareketli fazin gaz ya da sivi olmasina
bagli olarak gaz ve sivi/siiperkritik akigkan kromatografisidir. Kromatografik yontemler
hareketli fazin gaz ya da sivi olmasina, sabit fazin kati ya da sivi olmasina,
kromatografik ayirimin mekanizmasina ve ayirma teknigine gore isimlendirilirler (Sekil

5.2) [23].
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Sekil 5.1 Kromatografik ayirimin sematik olarak gdsterilmesi
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Sekil 5.2 Kromatografik sistemin siniflandirilmasi [24]
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5.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografik yontemlerden biri olan sivi kromatografisi, 1900’lu yillarin baglarinda
bulunmus ve 1960’11 yillardan itibaren sivi kromatografisinin gelistirilmesi i¢in genis

capta aragtirmalar yapilmaktadir.

Yiiksek performansl sivi kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) ise siv1 fazda ¢oziinebilen bir kimyasal karigimin kolay ve hizli bir sekilde
bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a duyarli bir yontemdir. Uygun ¢oziicii kullanilarak
coziilen Ornek karisimi (analitler), yiiksek basing altinda kromatografik kolondan

gecirilir ve burada bilesenlerine ayrilir.

Bilesenlerin birbirinden ayrilmast ve bunun derecesi, analitler ile sabit faz arasindaki
etkilesime baglidir ve 6nemlidir. Sabit faz, kolon i¢erisindeki hareketsiz dolgu materyali
olarak tanimlanir. Analitler ile sabit ve siirekli fazlar arasinda istenilen etkilesim stirekli

faz olarak kullanilan ¢6ziiciilerin ve sabit fazin degistirilmesi ile elde edilebilir [25].

5.1.1 HPLC Sistemleri

HPLC sistemi temel olarak; pompa, enjektdr, kolon, dedektdr ve bilgisayar
birimlerinden olugmaktadir. Kromatografik analiz isleminde 6rnek enjektor yardima ile
sisteme gonderilir. Ornek hareketli faz ile kolon boyunca geger ve kolon igerisinde
bilesenlerine ayrilmaya baglar. Kolon ¢ikisinda ayrilan bilegenlerin sinyallerini dedektor
kaydeder. Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamamina

kromatogram adi verilir. Sekil4.3’de HPLC sistemi sematik olarak sunulmaktadir [25].

Pompa *

Dedektér
Enjektir
Hareketli far
MeFervuan

Sekil 5.3 Yiiksek performanshi s1vi kromatografisi (HPLC) sisteminin sematik gdsterimi
[26]

Kolon igerisinde mobil fazin devamli olarak i¢inde aktig1, genis yiizey alanina sahip
hareketsiz dolgu materyaline sabit faz adi verilmektedir. Ornek bilesenlerini kolon

boyunca tasiyan sivi faza da hareketli (mobil) faz adi verilmektedir. Her bir HPLC
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tiiriinde kullanilan mobil fazlarin farkli 6zellikleri s6z konusudur. Iyon degisim, afinite
ve hidrofobik etkilesim kromatografisinde, farkli pH degerlerine ayarlanmis sulu
tampon ¢ozeltiler mobil faz olarak kullanilirken; normal faz sivi kromatografisinde
apolar, ters faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril gibi polar ¢oziicii karigimlari
mobil faz olarak kullanilmaktadir. Kullanilan mobil fazin dedektor ile uyumlu, yiiksek
derecede saf, diisiik vizikoziteli, kimyasal agidan inert ve drnegi ¢ozebilecek kimyasal

yapida olmasi gerekmektedir [25].

5.1.2 HPLC Kullanim Alanlari

HPLC sistemleri giliniimiizde bir¢ok alanda kullanilirken baglica kullanim alanlari

olarak ayirma, saflagtirma, tanimlama ve derisim tayini sayilabilir.

Ayirma igleminde temel prensip, uygun ¢oziicli kullanilarak ¢oziilen 6rnek karigiminin
kolondan gegcirilerek sabit faz ile etkilesimine dayali olarak bilesenlerine ayrilmasidir.
Yapilan ayirma isleminin derecesi ¢ogunlukla sabit faz ve mobil faz secimine gore
degisiklik gostermektedir. Saflagtirma islemi, saflastirilmak istenen maddenin atiklardan
veya diger maddelerden ayrilmasidir. Bu iglem yapilirken istenen madde kolon
cikisinda toplanmakta ve diger fraksiyonlar ortamdan izole edilmektedir. Saflastirma
yapabilmek i¢in dogru mobil faz se¢cimi ve ayrilmak istenen maddenin kolondan ¢ikis
siiresinin istenmeyen maddelerin ¢ikis sliresinden kisa olmasi gerekmektedir. HPLC
sistemlerinde bilinmeyen maddelerin tanimlama iglemi de yapilabilmektedir. Bu islem,
tanimlanacak maddeye ait pik alikonma siiresinin standarda ait alikonma siiresi ile
cakistiritlmasi ile miimkiin olabilmektedir. Dogru tanimlama i¢in, tanimlamaya caligilan
maddenin se¢ilen dedektor ve analiz kosullarinda kabul edilebilir bir ¢ikis siiresi ve
belirgin bir piki olmasi gerekmektedir. Tanimli bir maddenin, HPLC kullanilarak
derisim tayinini yapmak da miimkiindiir. Bu islem icin derisimi tespit edilmek istenen
maddenin degisik derisimlerdeki ¢ozeltileri sisteme enjekte edilmekte ve alinan seri
piklerin altinda kalan alanlar hesaplanarak derisime karsi grafige gecirilmektedir.
Derigimi bilinmeyen maddenin verdigi pikin altinda kalan alan hesaplanarak ve

kalibrasyon egrisi kullanilarak derisimi tespit etmek miimkiin olabilmektedir [25].
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5.1.2.1 Normal Faz Kromatografisi

Polar sabit faz (6rnegin silika jel) yiizeyi ile n-hekzan ya da tetrahidrofuran gibi apolar
mobil faz tiirlerinin kullanildigi kromatografik ayirma teknigidir. Burada polar olan
kolon dolgu materyali ile etkilesen polar 6rneklerin alikonma siireleri daha az polar olan
orneklere oranla daha fazladir. Bu nedenle 6rnek bilesenlerinden daha polar olanlar,

kolondan daha geg cikarlar ve ayirma gergeklesir [25].

5.1.2.2 Ters Faz Kromatografisi

Apolar (hidrofobik) sabit faz yiizeyi ile metanol, su-asetonitril karisimi gibi polar mobil
faz tlirlerinin kullanildig1 kromatografik ayirma teknigidir. Burada en polar yapidaki
ornek bilesenleri sabit faz ile en az etkilesime girerek kolonu en hizli sekilde terk eder.
Daha apolar olanlar ise sabit faz ile arasindaki etkilesim siddetine gore kolonu daha geg

terk ederler [25].

5.2 ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

ITK basit, ucuz, hizli, hassas, verimli ve miligram diizeyinde madde gerektirmesi

acisindan oldukga yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

ITK gida analizlerinde ve kalite kontrollerinde tiim diinya laboratuarlarinda yaygmn
olarak kullanilan bir yontemdir. Gidalarin komposizyonun belirlenmesi, katki maddeleri
ve hile yapilmak suretiyle ilave edilen birtakim maddelerin tespit edilmesi gibi ITK
alanlariyla ilgili cok sayida uygulamalar yer almaktadir. Ayrica birtakim tarimsal

tiriinler ve bitkiler, ITK kullanilarak analiz edilmektedir.

ITK, gaz kromatografisi (GC) ve HPLC birbirini tamamlayan ydntemler olmasina
ragmen, ITK bircok analiz bazinda; islemin basitligi, birgok hassas ve segici reaktif
varligl, aynt numune uygulamasi {izerinde birtakim parametrelerin degistirilerek
analizin tekrarlanabilirligi, aym1 anda ¢ok sayida numunenin aymi plaka iizerinde
analizine olanak saglamak suretiyle ve diisiik miktarda ¢oziicii kullanimi gibi
avantajlara sahiptir [27]. Kisacas1 modern ITK, gii¢lii, giivenilir ve diisiik maliyetli bir

nitel ve nicel bir yontemdir.

Kromatografi teorisi ayirma islemini kontrol eden fizikokimyasal iliskiyi tanimlar. Basit
termodinamik temeller lizerine kurulu olan ve fiziksel ve kimyasal olgular1 kabaca

resmeden kromatografik islemin yar1 deneysel modelleri genellikle karmagiktir.
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Kromatografik islemlerin makroskobik modelleri de bu isleme ait olan mekanizmay1

cogunlukla yansitamaz.

ITK basit temel olgularindan biri kapiler akistir. Hareketli fazin ince tabakaya transferi
ancak kapiler kuvvetleri ile miimkiindiir. Coziicli veya ¢oziicii karigimlart kati fazda yer
alan kat1 yataklarin kapiler bosluklarina serbest ylizey alanlarini ve serbest enerjilerini
azaltmak maksadiyla girerler. Kapilere giren bir ¢oziiciiniin serbest-enerji kazanimi

(5.2) esitligi ile verilir:
AEm = =2/4n/r (5.2)

Esitlikte y: serbest yiizey gerilimini, V,: ¢Oziiciiniin molar hacmini ve r: kapiler

yarigapini gostermektedir.

Esitlikten de goriilecegi iizere kapiler yarigap: r kapiler akisi i¢in ¢ok 6nemlidir ve cap

ne kadar kiiciiliirse akista o kadar etkili olur.

ITK’nin diger olgularindan birisi de, kolon kromatografisinden farkli olarak, ince
tabakanin kat1 yatak mikroporlarinin kromatografik ¢oziicii tankinda yer alan ¢6ziiciiniin
buharmma maruz kalmasidir. Bu yiizden hareketli fazin, sivi ve gaz formlarinin
termodinamik dengeye ulagsmasi i¢in bir takim 6n hazirliklarin yapilmasi gerekmektedir.

[28].

Laboratuarlarda rutin olarak yer alan ayirma yoOntemleri ¢esitli kromatografik ve
elektrofetik teknikler icermektedir. Bu tekniklerin segiciligi yeni adsorbanlarin
kullanima sunulmasiyla-6rnegin kimyasal olarak modifiye edilmis ylizeylerin-her gecen

giin arttirilmaktadir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4 Yaygin olarak kullanilan yiizeyi modifiye edilmis silika gel plakalarin sematik
gosterimi [29]

51



Ayrilabilen maddeler hakkinda gercgek bilgiler saglayan tanimlama metotlari, boyle bir
sistem tarafindan elde edilen ayirma sonuclarinin ve ayirma performansinin analizi i¢in

gereklidir.

Eger literatiir bilgisi ve 6rnegin kimyasal yapis1 hakkinda yeterli bilgi var ise hareketli

ve sabit faz se¢cimi Sekil 5.5’de gosterilen sema yardimiyla yapilabilir.

ADSORFPTION ] PARTITION

A e pealar Ipophiln nonpolae

EI alionary phase .'-' %l micile pm“....l.l
nasive | nonpokar Fiydrophic - pokar

X i |
o
kpaphiliz v Fydrophiic i b ik v hydroghibe

Sekil 5.5 Hareketli ve sabit faz se¢imi i¢in licgen sema [29]

| moble phase | rS-'atl:I"le'r_r.-I_"_lf-l_'!J .-_'

ITK’de sabit faz olan adsorban cam, aliiminyum ya da plastik plaklara ince bir tabaka
halinde (genellikle 0,1-5 mm kalinliginda) kaplanmis olarak kullanilir. Adsorban ve
yiiriitiicii se¢imi, kolon kromatografisinde oldugu gibidir. Ince tabaka kromatografisinin
uygulamasinda az miktardaki madde karisimi adsorban tabakanin bir ucuna damlatilir,
plaka kapali bir gelistirme tankia daldirilir, kapiler etkisiyle yiiriitiicii ¢6ziicliniin
tabakanin yukarisina kadar ilerlemesi beklenir, uygun bir sekilde goriiniir hale getirilen
spotlar degerlendirilir. Sekil 5.6 de ince tabaka kromatografisi diizenegi yer almaktadir

[30].

\:“\ _h‘—'&, r-
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Sekil 5.6 Ince Tabaka Kromatografisi diizenegi[30].

A: Kapak, B: Kromatografi kabi, C: Adsorban tabaka kapli cam plak, D: Ornek
uygulama yeri, E: hareketli faz
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ITK plakalari, firmalar tarafindan cam, plastik ya da aliiminyum plakalara hazir
kaplanmis olarak satilabildikleri gibi laboratuarda da kaplanabilmektedirler. Hazir
kaplanmis plakalar genellikle 0,1 mm kalinliginda adsorban igerirler. Plastik ve
aliminyum plakalar makasla istenen boyutlara rahatlikla kesilebilmektedirler.
Aliiminyum plakalar, spotlarin goriiniir hale getirilmesi sirasinda 1sidan etkilenmezler.
Daha kalin kaplanmis ve biiyilik olan plakalar preperatif ince tabaka kromatografisinde

50-1000 mg madde karigimlarinin birbirinden ayrilmasi i¢in kullanilir [30].

5.2.1 Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografi (YPITK)

YPITK bilinen ITK’den farkli daha kiiciik parcacik caplarma sahip taneciklerden
(ITK’de 12-20 um iken YPITK’de 5 um) olusan bir tabaka iizerinde gerceklesen etkili
bir nitel ve nicel analiz yontemidir. Par¢acik boyutu dagiliminin daha dar, yilizeyin daha
ince olmasi ve yiiriitme uzakliginin daha kisa olmas1 YPITK nin daha hizli ve etkili bir
ayirim yapmasini ve tespit edilebilir madde miktarinin iyilestirilmesini saglamaktadir.
Son 20 yilin literatiir verilerine bakildiginda gida ve beslenme analizleri alaninda
yaklasik 600 adet YPITK ve ITK yaym yer almaktadir. Verilerde ilgi ¢ekici olan bu
yayinlarin sadece % 10’nunda Yiiksek-Performansli ITK’nin kullanilmis olmasidir. Bu
da gostermektedir ki yapilan analizlerin bir¢ogu tarama basamaginda kalmis ve nicel
analizlerde kullanilmamistir. YPITK kullanmak yerine, nicel analizlerde ilaveten HPLC
kullanilmas1 hem ekstra zaman harcanmasina hem de maliyet artigina sebep olmaktadir

[31].

Enstriimantal YPITK, plakaya manuel olarak yapilan islemleri en az diizeye indiren,
numunedeki bilesenleri nanogram hassasiyetinde ve bagil standart sapmayr % 1

dolaylarinda tespit eden bir metottur [32].

YPITK cihaz1 tek bir yazilim ile bilgisayardan kontrol edilebilen farkli cihazlardan
olusur. ATS4 otomatik olarak plakaya en fazla 72 Ornek uygulayabilen otomatik
enjeksiyon sistemine sahip olan Ornekleyicidir. Viallerdeki numunelerin plakaya
onceden verilen bant sayisina uygun genislikte ve secilen x-y diizlemi mesafesine gore
azot gazi altinda tatbik edilmesini saglar. Daha sonra plaka yiiriitme tankina numune
bilesenlerine ayrilsin diye birakilir. Iki gesit yiiriitme tanki vardir; izokratik ve gradient.
Izokratik tank {initesi (ADC2), geleneksel ITK‘deki kapali tank sistemi gibidir. Bu
otomatik cihazla tank i¢indeki sicaklik, nem, kurutma ve doygunluk kontroli

saglanmaktadir. ADC2 {initesi bolmeye yerlestirilen plakayr otomatik olarak tanka
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indirerek, mobil faz ile plakanin bilesenlerinin yiiriitilmesini ve ardindan plakanin
otomatik olarak kurutulmasini sagar. Daha sonra plaka degerlendirilmesi icin iiglincii
cihaz olan tarayici iinitesine (ITK Scanner3) yerlestirilir. Densitometre, plaka iizerine
gonderilen 15181n  siddetinden, yansiyan 1s18in  siddeti c¢ikartilarak elde edilen
spektrumdan bilesenin, miktarina iliskin bilgi elde etmeye olanak vermektedir.
Lekelerin yerlerinin uygulama noktasina uzakliginin, tiim analiz mesafenin uzunluguna

oranindan lekenin bu sistemdeki alikonma degeri olan Ry hesaplanir [30].

5.2.2 Kromatogramin Tanimlanmasi ve Gorsellestirilmesi

Kromatogramin yliriitme islemi tamamlandiktan sonra, cogunlukla maddeler goriiniir
bolgede aktif olmadiklarindan kromatografik bolgeye birtakim gorsellestirme
islemlerinin yapilmasi1 gerekir. Baz1 maddeler UV 15181 absorbe ederken, bazilarina
uygun tiirevleyici ajanlarm, plakaya piskiirtiilmesi veya plakanin bu ¢ozeltilere
daldirilmasi suretiyle uygulanmasi gerekir. ITK’de yaygin olarak kullanilan sorbentlerin
kimyasal reaksiyonlara karsi ilgisizliginden dolayi, birtakim kimyasal reaksiyonlar
plaka sorbentine zarar vermeden gergeklestirilebilir. Bu amagla kullanilan teknikler su

sekilde siniflandirilir [32]:
I.  Yikici Olmayan Teknikler (Fiziksel Metotlar)

e Elektromagnetik Isimanin Goriiniir Bolgesinde tanimlama
e Elektromagnetik Isimanin UV Bolgesinde tanimlama

1) Tersinir Reaksiyonlar
e lyot Buhari
e Amonyak Buhari

2) Tersinir Olmayan Reaksiyonlar
e Floresans Boyalar
e pH indikatorleri

II.  Yikic1 Teknikler (Kimyasal Metotlar)

e Karbonlastiric1 Reaksiyonlar

e Termokimyasal Aktivite
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Tirevlendirme Reaksiyonlari
e Yiiriitme islemi Sonras1 Gorsellestirme
o Universal Kimyasal Reaktifler
o Fonksiyonel Gruplara Ozel Reaktifler
o Ardisik Gorsellestirme Reaksiyonlari

e Yiiriitme islemi Oncesi Gorsellestir
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BOLUM 6

IZOTOPIK ANALIiZ

6.1 Gida Uriinleride Orjinallik (Authenticity) Tayini

Authenticity (Orijinallik) Codex Alimentarius’da gida iiriinlerinin fiziksel, kimyasal,

organoleptik ve esansiyel besinsel karakteristiklerinin degismeden kalmasi seklinde
tanimlanmaktadir. Gida {iirlinlerinin orijinalligi {iretici, tiiketici ve kontrol organlarinca
onemli bir konu arz etmektedir. Gidalarin tadini, kokusunu ve rengi gibi karakteristik
ozellikleri degistirmek adina birtakim degisik katkilar ilave edilir ki, bu ilavelerden
bazilari iiriiniin kalitesini resmeder. ilavelerin ¢ogu baz1 ydnetmeliklerle belirlenmekte,
ayrica yapilan ilavelerin agik bir sekilde beyani zorunlu olmaktadir. Beyan edilmeksizin

yapilan hileli ilavelerin tespiti ekonomik olarak biiylik 6nem tagimaktadir [33].

Bitki ve hayvansal organizmalardaki molekiillerin izotopik igerikleri ve dagilimlar
cevresel faktorlerden ve sentez yollarindan etkilenmektedir ki, bu sebeple bu 6zellik
kimyasal olarak ayni yapiya sahip fakat farkli kaynaklardan sentezlenen molekiillerin
kokeni (kaynagi) hakkinda bilgi vermektedir. Kimyasal bir tiiriin “yapay (sentetik)”

veya “dogal” oldugunu belirleyen yontemler izotopik analiz temeli lizerine kurulmustur.

Ornegin her bitki cografik faktorlerden ve metabolizmatik sentezlerden dolay1 kendine
Ozgli bir doteryum dagilimina sahiptir. Dogada doteryum su igerisinde ortalama 150
ppm dolaylarindadir. Ancak bu dagilim yerkiirede ayni oranda olmayip, ekvatorda en

yiiksek degerlerde iken kutuplarda 70 ppm’e kadar diismektedir.

Bitkiler ¢evresinden biinyesine aldigi suyu metabolizmatik aktivitelerinde kullanarak
seker, protein ve diger irilinlere doniistiirlir. Her bitki kendine 6zgili biogenetik yolla
metabolizmasindaki kimyasallar {iretir, dolayisiyla ayni cins iki bitki kendine 6zgii

yapisindan 6tiirii molekiillerinde kendine has déteryum dagilimina sahiptir [33].
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6.2 Kararh izotoplarin Analizi

Son 30 yildan bu yana kararli izotoplarin (radyoaktif olmayan izotoplarin) olciilmesi
gida sanayinde sahtecilige kars1 giivenli bir ara¢ oldugunu gostermistir. Birgcok izotopik
analiz gerek Avrupa’da gerekse de Kuzey Amerika’da gidalarin orijinalliginin tespiti
icin resmi veya standart metot olmustur. Bu metotlar bir {iriiniin veya bir {irliniin
icerisinde énem arzeden bir maddenin kararli izotoplarmin ( “H, °C , '*0, "N vb.)

Ol¢iilmesi ilkesine dayanir (Cizelge 6.1) [34].

Cizelge 6.1 Birtakim kararl1 izotoplar, dogal bolluklar1 ve referans maddeleri [34].

) Goreceli Dogal | Uluslararasi referans ve
Element | Izotop
Bolluk (%) onun izotopik orani (R)
'H 99,9895 V-SMOW(H,0)
Hidrojen
H(D) | 0,0145 ’H/'H=1,5576% 10
12c 98,892 V-PDB*(CaCOs)
Karbon
Bo 1,108 Bc /MC =1,1237% 107
N 99,6337 AIR(Atmosferik azot-N,)
Azot
N 0,3663 BN /N =3,6765% 107
0 99,7587 V-SMOW(H,O)veya V-
Oksijen | "0 0,0375 PDB
” *0/'°0=2,0052-
0 0,2039 X
2.0672x 10°

Kararli izotop analizleri gidalarda yapilan hilenin tespiti i¢in en etkili yontemdir. Bu
metotlar bir tirlin i¢cindeki veya dolayli yollarla elde edilen kararli izotoplarin dl¢limiine

dayanir. Kararli izotop dl¢timlerinde iki teknik kullanilir ve bu teknikler soyledir:

» Site-specific Natural Isotope Fractionation Nuclear Magnetic Resonance (SNIF-

NMR)

*  Izotop Orani-Kiitle Spekroskobisi (IRMS)
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NMR veya IRMS kullanimi1 ile yapilan bu tespitler botanik ve geografik kdken
hakkinda bilgiler verir ki, bu veriler tiiketiciler veya ulusal ve uluslararas1 yonetmelikler
tarafindan ¢ok dnemli karakteristik 6zellikler olarak diistiniiliir. Bununla beraber, sunun
alt1 cizilmelidir ki, sadece bir elementin veya o elementin sadece bir boliimiine ait
veriler yerine ¢oklu izotopik analizler ve veriler gidalarin orijini ve orijinalligi hakkinda

giivenilir bilgiler adina gereklidir.

Numune biinyesinde yer alan sekerlerle, sonradan disaridan ilave edilen misir, seker
kamis1 sakkarozu, glukoz ve fruktoz surubu ve invert sekeri gibi sekerleri

farklandirabilmektedir.

6.3 Hidrojen ve Oksijen: Dogal izotopik Fraksiyonlasma

Tabiatta suyun hidrolojik ¢evriminin O6nemli bir unsurunu teskil eden buharlasma,
yeryliziinde sivi ve kati1 halde degisik sekil ve sartlarda bulunan suyun meteorolojik
faktorler etkisiyle atmosfere gaz halinde doniisii olarak tarif edilir. Yeryiiziinde suyu
ihtiva eden her yiizey, atmosferdeki su buharinin kaynagidir. Denizler, goller, akarsular,
nemli topraklar, karla ortiilii veya buzla kapl yiizeyler, ormanlar, bitki ortiisiine sahip

araziler lizerinde devamli buharlasma meydana gelmektedir.

Su yilizeyinde meydana gelen su kayiplarina buharlasma (evaporasyon), bitkilerden
meydana gelen su kaybina terleme (transprasyon) denir. Bitkilerden ve civarindaki

topraktan meydana gelen su kaybina ise evapotransprasyon adi verilir.

6.3.1 Buharlasmaya Etki Eden Faktorler

Su ylizeyi ve 1slak yiizeylerde meydana gelen buharlagma devamli bir harekettir. Su
yilizeyini terk eden su buhari miktari, birim saha iizerindeki havanin O6zelliklerine
(meteorolojik sartlar), suyun ve c¢evrenin Ozelliklerine gore degisim gosterir. Suda
meydana gelen bu degisiklik bir enerji etkisiyle olmaktadir. 1 gram suyun buhar haline

gelebilmesi i¢in 539-597 kalorilik 1s1ya ihtiyag vardir.

Buharlagsma; diflizyon, konveksiyon veya riizgar tesiriyle meydana gelir. Havanin buhar
basinci, su sicakliina paralel olarak doymus buhar basincinin altina diisiinceye kadar
diflizyon olay1r devam eder. Su havadan daha sicak oldugu zaman konveksiyon (dikey
yonde hareket) hareketi baslar. Bu degerlendirmenin 15181 altinda buharlagmaya etki

eden faktorleri asagidaki sekilde siralayabiliriz [35].
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6.3.1.1 Meteorolojik Faktorler

Gilines radyasyonu, hava buhar basinci, sicaklik, basing ve riizgar buharlagsmay1

etkileyen dnemli meteorolojik faktorler arasindadir.

Giines Radyasyonu

Isinin baglica kaynag1 giinesten gelen radyasyondur. Azalan veya artan 1s1 degisimleri,
buharlagma miktar1 i¢in 6nemli bir faktordiir. Giinesten gelen enerji miktar1 mevsime,

giliniin saatine ve havanin bulutlu veya acik olmasina gore degisir.

Radyasyon enerjisi, ayn1 zamanda enlem, yiikseklik ve yone gore de degisiklik gosterir.

Hava Buhar Basinci

Buharlasma, su yiizeyindeki buhar basinci ile suyun iistiindeki buhar basincinin
arasindaki fark ile orantilidir. Sudaki buhar basinci (ey), havadaki buhar basincindan
(e,) biiylik oldugu miiddetce buharlasma devam eder ve ey~ e, olunca buharlagma durur.

Buna gore hava buhar basinci arttikga buharlagma miktar1 azalir.

Sicakhk

Doymus buhar basinci sicakliga bagli oldugundan buharlasma orani, hava ve su
sicakliklarindan biiyiik miktarda etkilenir. Buharlagmanin giinliik ve yillik degigmeleri,

sicakligin giinliik ve yillik degismelerine ¢ok benzer.

Giin esnasinda buharlasma sabah saatlerinde minimum, 6gleden sonra 12%°-15% saatleri
arasinda ise maksimum degerine ulasir. Yine sicaklikla ilgili olarak buharlagsma soguk

mevsimde az, sicak mevsimde fazladir.

Riizgar

Buharlasmanin devam etmesi i¢in difiizyon ve konveksiyon ile su buharinin su
yiizeyinden uzaklagmasi gerekir. Bu durum havanin hareketi (rlizgar) ile miimkiindiir.

Riizgar hiz1 ne kadar fazla olursa buharlagma o kadar fazla olur.

Basing

Hava basinci arttik¢a birim hacimdeki molekiil sayis1 artar ve sudan havaya sicrayan

molekiillerin hava molekiillerine carpip yeniden suya donmeleri ihtimali yiikselmis
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olacagindan buharlasma azalir. Ancak bu etki digerlerinin yaninda Onemsizdir.

Yiikseklikle basing azaldigindan, yiiksek yerlerde buharlasma fazlalagir [35].

6.3.1.2 Cografik ve Topografik Faktorler

Buharlagma olayinda buharlasmanin gerceklesecegi bolgenin, cografik konumu ve

giinese kars1 konumu 6nemli yer tutmaktadir.

Enlem

Ozellikle serbest su yiizeylerinden meydana gelen buharlasma miktarinin enlem
derecelerine gore degigsmekte oldugu tespit edilmistir. Farkli enlem derecelerine sahip
bolgelerde acik su ylizeyinde meydana gelen yillik ortalama buharlasma miktarlar

Cizelge 6.2°de verilmistir.

Cizelge 6.2 Serbest su ylizeyinde buharlagsma miktarinin enlemlere gore degisimi [35]

Enlem Derecesi Ortalama Buharlasma
(mm/y1l)

0°- 10° ( Ekvator Bolgesi ) 1150

10°- 30° ( Alize Bolgesinde ) | 2250

30° - 40° aras1 1600
40° - 50° arasi 1000
50° - 60° aras1 450

Yiikseklik

Diger faktorler degismedigi taktirde yiikseklik arttikca buharlagma miktar1 artar. Ciinkii
yiikseldikce hava basinc1 azalir. Diger taraftan yiikseldikce havanin sicaklig
azalacagindan buharlagsma miktar1 da azalir. Fakat bu azalma hava basincindan ileri
gelen cogalmayi telafi edemediginden yiikseldik¢e buharlasmanin az bir miktar arttig

kabul edilir.

Baki

Glineye ve batiya bakan yamaglardaki sular giines 1sinlarina daha ¢ok maruz

olduklarindan buharlagsma kuzey ve doguya bakan yamagclara gore daha fazla olur [35].
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6.3.1.3 Suyun Kalitesi ve Bulundugu Ortam

Su kiitlesinin biiyiikligii, tuzluluk durumu, bulanikliligi ve hareketliligi buharlagsma

miktar1 Uizerinde etkilidir.

Su Kiitlesinin Biiyiikliigii

Derin su kiitleleri hava sicakligindaki degisimlere gec uyarlar. Bu sebeple derin sularda

buharlagma, s1g su kiitlelerine gore yazin daha az, kisin daha ¢ok olur.

Tuz Durumu

Tuzlu sular, tath sulara gore daha az buharlagir. Ciinkii suda erimis tuzlar buhar

basincini azaltir.

Kirlenme

Durgun su ylizeyinde biriken yabanci maddeler toz veya yag tabakalari, buharlagma

oranina olumsuz etki yapar [35].

Hidrojen ve oksijen izotoplarinin fraksiyonlasmasi su donglisiiniin buharlasma ve
yogunlasma islemleri boyunca siirer: okyanuslardaki su sivi halden atmosfere buhar
fazina gecer ve kuvvetli bir izotopik fraksiyonlasmaya ugrar ki, buhar ve bulutlardaki

agir izotoplarin (déteryum veya “H, oksijen-18 veya'®0) azalmasina sebep olur.

Bir hava kiitlesi okyanus ve denizler gibi kaynaklardan kitalardan gegerek bir yoriinge
izleyerek sogur ve yagis seklinde su buharini kaybeder. Bu yagis (rain-out) islemi
esnasinda, agir izotoplarca zenginlesen yagmur yeryliziine diiser ve bulutlardaki buhar
kademeli olarak agir izotoplari (H ve "0) biinyesinden kaybeder (Sekil 6.1). Iklim,
cografik ve topografik kosullarin toplamimin evrensel etkisi meteorik sularin farkl

izotopik modellemeye sebep olur [34].
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Sekil 6.1 Su dongiisii ve bu dongii esnasinda doteryumun fraksiyonlagsmast

Bitki fizyolojisi de izotop fraksiyonlagmasinda onemli bir rol oynar; 6rnegin, bitkinin
cevresindeki suyu (atmosfer ve topraktaki nemden) bilinyesine almasina olanak saglayan

goreli diyafram ve stomanin kapanmasi gibi.

Olgunlasma  doneminde  gerceklesen  buharlagma-terleme  aslinda  izotopik
fraksiyonlasmada bir etkendir. Bu islem bitki ve meyvelerdeki sudaki hem oksijen hem
de hidrojen atomlarinin agir izotoplarca zenginlesmesine neden olur. Bitki sularmin
izotop oranlar1 yer alti sularina gore goreli pozitiftir. Ayrica, asma gibi yeryiiziinde
yetisen bitkiler yer altinda biiyliyen seker pancarit gibi bitkilere gore daha kuvvetli
buharlagsma-terleme etki gosterir ki, bu 6zellik asmadaki sekerin doteryum igeriginin
seker pancarindaki sekerden daha zengin oldugunu aciklar. Bu farklilik, fermantasyon
sonucu elde edilen etanoldaki doteryum zenginlesmesini bolge bolge dlgme temeline

dayanan SNIF-NMR’1n temel prensibidir.

6.4 Site-specific Natural Isotope Fractionation Nuclear Magnetic Resonance
(SNIF-NMR®)

IRMS teknigi bir molekiiliin tamaminin izotopik icerigini belirlerken o molekiildeki
farkli pozisyonlarin izotopik oranlari ile ilgili bilgi veremez. Gidalarin orjinalliginin
tespitine yliksek-¢oziirliikli NMR’1n en belirgin katkisi belirli bir tiir icerisinde dogal
zenginligi diizeyindeki 6zel (spesifik) molekiiler bdlgenin izotopik igeriginin tespit
edilebilmesine olanak tanimasidir. NMR ile belirlenen bolge-spesifik dogal izotop
fraksiyonu (SNIF-NMR® for site-specific natural isotope fractionation studied by
NMR) olarak tanimlanan teknik 1980°lerin basinda Nantes Universitesinde Prof. Gerard
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ve Maryvonne Martin tarafindan gelistirilmistir. Bu teknik, izotopik metotlarin
performansini gelistirmis ve bir molekiiliin “dogal” veya “yapay” kokenli olup

olmadiginin tespiti ile ilgili ger¢ek, giivenilir kanitlar sunmustur.

SNIF-NMR yo6nteminin ilk uygulamalar1 saraba ilave sekerin katilip katilmamasinin
tespitine yoneliktir. “Chaptalization” olarak tanimlanan bu islemin amaci, kamis sekeri,
pancar sekeri veya konsantre edilmis rektifiye siranin {iziim suyu veya saraba
fermentasyon sirasinda veya oncesinde ilave ederek sarabin alkol seviyesini ylikseltmek
ve market degerini arttirmaktir. Bu tiiketiciyi aldatmaktir, ¢iinkli yapilan seker ilavesi
iirlin tizerindeki etikette yer almamaktadir. Bu ekonomik dolandiriciligin en yaygin
tirlerinden birisidir ve amacina ulastiginda, ucuz sarabin yanlis sunumu veya
miikemmel ve pahali bir sarabin, genellikle farkli bir bolgesel yoreden hatta farkli bir
iilkeden saglanan ucuz ve diisiik kalitedeki bir sarabin karistirilmasina olanak saglar. Bu
sebeple SNIF-NMR metodu 1987 yilinda Uluslararas1 Asma ve Sarap Organizasyonu
(OIV) ve Avrupa Birligi (AB) Komisyonunca resmi metot olarak kabul edilmistir.

Gilinliimiizde SNIF-NMR, kimlik dogrulama (orijin tespiti), etiket kontrolii, tagsis tespiti,
uluslararasi ticaret standartlarina uygunluk ve olduk¢a kompleks yapida olan kimyasal
cevrimlerin aydinlatilmasi gibi bircok degisik alanlarda kullanilmaktadir. Ayrica, bu
yontem fermente ve destile iceceklerdeki alkollerin, meyve sularindaki karbohidratlarin,
deniz, hayvansal ve bitkisel yaglardaki trigliserit yapilarin ve tiirevlerinin, aroma
sanayisinde kullanilan esansiyel yaglarin analizlerinin yapilmasina yonelik olarak da

gelistirilmistir [33].

Organik ve Biyoorganik Kimyadaki Yiksek ¢oziniirliklic Doteryum-NMR
uygulamalari, déteryumun niikleer Ozelliklerinden kaynaklanan ciddi kisitlamalarin

astlmastyla beraber son yillarda diizenli bir artis gostermektedir [36].

Hem zayif hassasiyetten esasen sorumlu ('H gore 9.6 x 107 ) kiiciik déner miknatishk
orant (4.107 x 107 rad/s/T) hem de déteryumun dogal bollugunun c¢ok diisiik olmast
doteryumun dogal bollugu spekroskobisi ile ilgili ¢alismalarin 6niindeki en biiyiik
engellerdi. Neyse ki, niikleer Overhauser etkilerden kaynaklanan sinyal siddetindeki
uyarilmalar1 baskin kuadrupolar durulmalar bertaraf eder. 1980 yilindan bu yana yiiksek
¢oziiniirliiklii “ZH-NMR ile ilgili 300°den fazla makale yayimlanmustir ki bunlardan 200
civar1 terminolojik olarak SNIF-NMR isminin zikredildigi izotop oranlarmin nicel
analizi ile ilgilidir. Ayrica, déteryumun rastgele olmayan dagilimi ile ilgili makale ve bu

tiir uygulamalari igceren patent ilk olarak 1981°de karsimiza ¢ikmaktadir [36].
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6.4.1 izotopik Bolluk ve izotopik Oran:

Dengedeki kapali1 bir sistemde (kimyasal, bitki, hayvan), belirli bir atomdaki farkl
izotoplarin dagilimi biitlin bunlarin timi ve kiitle-izotop dengesini saglayan 06zel

parametreler olarak tanimlanabilir.

Hem agir hem de hafif kararli izotoplara sahip bir atom igin, karbon veya hidrojen gibi,

izotopik bolluk (A), agir izotoplarin (H) agir ve hafif izotoplarin (L) toplamina oranidir:

A=H/(H+L) (6.1)

Izotop orani (R) ise, agir ve hafif izotoplarm orani seklinde tanimlanr:

R=H/L (6.2)

A ve R basit esitliklerle birbiri ile iligkilidir:

A=R/(R+1) (6.3a)
R=A/(1-A) (6.3b)

Prensip olarak, belirli bir molekiiler tiir bir veya daha fazla sayida izotop iceren ¢ok
sayidaki izotoperlerden olusur. Bu sebeple, CiH,O, seklinde tanimlanan bir kimyasal

tiirde, izotoperlerin teorik sayisi (N) sdyle tanimlanir:

N = (XHy + D*(XH, + 1P (XH, + 1)°(2*)(3%) (6.4)

Tanimdaki a, b ve c; sirasiyla 4, 3 ve | tane izotoperik olasiliga katkida bulunan X Ha,
XH, ve XH, gruplarinin sayisim gdsterir. Ornegin vanilya, CgHgO;, 884.736 tane

izotopere sahiptir.

S6z konusu diisiik dogal bolluga sahip doteryum izotopuna sahip hidrojen oldugunda,
her zamanki NMR calismalarinda bi-détere molekiil ihmal edilebilir ve genellikle
sadece mono-dotere izotoperler géz Oniine alinir. Bu sartlar altinda, A ve R degerleri
esit olur. Bununla beraber, sz konusu karbon oldugunda A ve R parametreleri

karistirilmamali ve bi-etiketli molekiiller bu durumda ihmal edilmektedir.

Ayni zamanda izotopik igerigi, ¢cogunlukla IRMS’de kullanilan, goreli parametre, &,
cinsinden ifade etmek uygun olabilir. izotopik sapma, %o cinsinden belirtilen, dikkate
alinan 6rnegin veya molekiiliin izotopik iceriginin (i), uluslararasi referans maddelere,

ref, ilgilendirir:
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ﬁf = 1000(Rr’ - Rref)/Rref (65)

Referans, IAEA (Viyana), IRMM (Geel, Belgika), NIST (Washington, DC) gibi
uluslararasi organizasyonlar tarafindan yiiriitiilen laboratuarlar arasi 6l¢iim caligsmalari
sonucu dikkatli bir sekilde kalibre edilen bir bilesiktir. Okyanus suyunun izotopik
oraninin ve izotopik bollugunun Viyana Standart Ortalamasi (Vienna-Standard Mean

Ocean Water (V-SMOW)) sertifikali degeri sirasiyla 155,76 ve 115,74 ppm’dir [36].
Belirli bir molekiile ait Bolgeye 6zgli izotop orani, R;, Sekilde sdyle tanimlanir:

(P/HYi = Dy/H; (6.6)

denklemde, D;, i bolgesindeki déteryum atomlarinin sayisini belirtmektedir. Genellikle
bi-dotere molekiillerin varligr ihmal edilebildiginden I}; i bolgesindeki mono-dotere
izotoperlerin sayisini gosterir. H;, - cinsindeki hidrojen atomlarinin sayis1 P; Ny’ e esit
olup, burada P;i bolgesindeki esdeger pozisyondakilerin sayisini ve Ny tamamen
protonlanmug molekiilii gosterir. SNIF i *H-NMR arastirmalar1 direk ve simiiltane
olarak hidrojen izotop oranlarina ulagmak i¢in yegane yoldur ve belirli bir molekiildeki

farkli pozisyonlardaki 4 atomlarinimn iliskisi (D /H); olarak gosterilir.

Ayni zamanda goreli bir parametreyi tanimlamakta daha kullanighdir, Ry,

denklemde, S, 4 veya j sinyallerinin siddetini, R/, j bolgesindeki genellikle atomlarin
stokiyometrik sayisini, F;

i, bir durumda 4 bdlgesindeki agir atomlarin sayisini
belirtmektedir.

Prensip olarak § NMR sinyalinin alanidir. Ancak, R sinyal alanlarindan daha iyi bir
kararlilikla 6lgiilen sinyal yiikseklikleri seklinde daha basit bir bigimde tanimlanabilir.
Bir molekiiler tiirdeki farkli 6rneklerde dlgiilen R;;; parametreleri, sinyal yiikseklikleri
kullanilarak hesaplandiginda kesinlikle ayni sartlarda hazirlanan 6rneklerin sadece sabit
donlisim durulma zamanlar1 saglandigi durumlarda daha gilivenli bir bigimde
hesaplanabilmektedir. Etanol molekiilii goz oOniline alindiginda; metil ve metilen
bolgesindeki doteryum sinyallerinin pik genislikleri neredeyse esit olmakta ve sinyal
yiiksekliklerinin orani sinyal alanlar1 oranina oldukga yakin olmaktadir. Metilen bolgesi,
i =11 , metil bolgesiyle, j =1, kiyaslandiginda stokiyometrik sayisinin F; = 3

olmasiyla karakterize edilen hidrojen atomlarinin, Ry, degerinin genellikle baskin bir
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bigimde istatiksel deger olan 2’den farkli oldugu goriilmektedir ki, bu doéteryum
atomlarmin rastgele bir dagilima sahip oldugu sonucunu dogurmaktadir. Ornegin,

pancar sekerinin fermantasyonu sonucu elde edilen etanolun Ry degerinin 2,7°den

biiyiik oldugu tespit edilmistir.

Fotosentez icin gerekli hidrojen kaynagi sadece su iken, oksijen bitkiler tarafindan
atmosferden oksijen ve karbondioksit, topraktan ve su havuzlarn gibi farkh
kaynaklardan alinmaktadir. Kisaca, meyve sulart ve bunlardan elde edilen birtakim
gidalardaki bitkisel kaynakl sularin *H ve '*O icerigi, bu iiriinlerin hangi kaynaklardan

elde edildigini yansitir [36].

6.5 Izotop Oram-Kiitle Spekroskobisi (IR-MS)

Kararli izotoplarin analizi dogal sistemlerdeki izotopik fraksiyonlarin belirlenmesi ile
gerceklestirilir. Izotop oranlarinin hassas bir sekilde belirlenmesi amaciyla kullanilan
Kiitle Spektrometreleri magnetik sektordiir. Magnetik sektor, quadrupole sistemlere
gore iki biiyiik avantaj saglar. Birincisi birden fazla toplayici sistemle kullanilir-yani es
zamanl olarak farkli izotop oranlarinin belirlenmesine olanak verir. Ikincisi ise yiiksek
kalitede egrilerin alinabilmesidir. Bu iki 6zellik de hassas sekilde izotop oranlarinin

belirlenmesi i¢in gereklidir (Sekil 6.2).

e #4(12C ";IZIE:IW“"T"II1

Eiitle Dedeletiri
(Faraday Eafesi)

Sekil 6.2 Simultene izotop analizi yapilan IRMS’teki iyon kaynagi, magnet ve Faraday

kafesinin genel dizilimi [33]

IRMS ile o6lgiilen izotopik zenginlestirmesi mil basina ( %o ) cinsinden uluslararasi
standartlara karsin delta (6) gosterimiyle asagidaki esitlikte 6rnek olarak karbon (C)

atomu cinsinden sdyle ifade edilir [23]:
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13 I:-1.Il|.1?|:-..nrnu
53C %] = (W)x 1000 %o (6.8)
80/ *0 ve D/H izotop oranlart i¢in V-SMOW (Vienna Standard Mean Ocean
Water),”’C/ "*C i¢in PDB (Pee Dee Belemnite,"”’N/ '*N icin atmosferik hava ve **S/**S
icin CDT (Canyon Diablo Troilite) birincil uluslararasi standartlardir. Tanima gore bu

standartlarin & degerleri sifir olarak kabul edilir.

6.5.1 Oksijen ve Hidrojen

Sicaklik oksijen (**0) ve hidrojen (*H) izotoplarinin zenginlestirmesinde yagis seklinde
kiiresel olarak etkileyen en ¢nemli faktorlerdendir. Sicaklik degisimleri '*O ve *H
gecislerine neden olur ve bu gegisleri yansitacak diizeyde modeller gelistirilebilir. Sturm
ve arkadaslart (2005), Dangard (1964)’in daha 6nceki calismasina dayanan denklem
5'%0%, = 0,695T 1k — 13,6, 80 izotopunun zenginlestirmesini orta ve yiiksek
enlemlerde oldukg¢a yakin olarak yagis bicimde tahmin edebilmislerdir. Ancak, diistik
enlemlerde yagisin izotopik icerigi yagan yagmur miktar: ile yakindan ilgili oldugu
tespit edilmistir ki, yagmurlu sezonlarda bu degerlerin diistiigli gézlemlenmektedir. Bu
kiiresel egilime ek olarak, kitasallik ve yiiksekligin yerel etkileri de 6nemli 6l¢iide yagis
izotop dagiliminmi degistirmektedir. Kitasallik, kiyidan i¢ bolgelere hareket eden
bulutlarin devam eden izotopik tliikenmesini agiklar. Bu etki kisin yaza gore daha

baskindir.

Ikinci nemli etki denizden olan yiiksekliktir ki, aslinda bu etki yeryiiziinden yiikselen
buhar kiitlelerinin soguyarak yogunlasmasidir. Yiikseklikteki her 100 metre artis agir
izotoplarda 80 icin -0,15 ile — 0,5 %o ve &°H i¢in -1 ile -4 %o arasinda bir degisim
gostermektedir. Bitki ve hayvanlardaki oksijen ve hidrojen arasindaki degisen izotopik
zenginlestirme genellikle bolgesel yagislardan etkilenmektedir, ¢iinkii alinan suyun
biitlin kaynaklarmin zenginlestirmesi bitkisel ve hayvansal metabolizma tarafindan
sekillenmektedir. Hidrojen ve oksijen izotoplarinin dogal bolluklar1 ¢evre ile iliskilidir
ve ayni kurala uyar. Benzer olarak, gidalardaki ayn1 6rnek i¢indeki oksijen ve hidrojen
arasindaki degisen izotopik zenginlestirme ayni1 parametrelerle iligkilidir ve bu sebeple

genellikle sadece biri 6l¢iiliir [33].

6.5.2 Karbon

Bitkiler metabolizmalarindaki farkliliktan otiirii ti¢ kategoriye ayrilirlar [37]:
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6.5.2.1 Kalvin Dongiisii Metabolizmasi

Fotosentezdeki karbon tutulumu mekanizmalarindan biridir. C; karbon tutulumu
mekanizmasi olarak da adlandirilir ve bu tiir metabolizmaya sahip bitkilere C3 bitkileri

denir.

Bu siiregle karbondioksit ve ribulozbifosfat (RuBP, 5 karbonlu bir seker), asagidaki

reaksiyonla 3-fosfogliserata doniistiirtiliir:

6 C0; + 6 RuBP — 12 3 — fosfogliserat (6.9)

Bu reaksiyon biitiin bitkilerde Kalvin-Benson dongiisiiniin ilk adimi olarak meydana

gelir.

C; bitkileri, glines 1sinlar1 siddetinin orta diizeyde, ortam sicakliginin yine orta diizeyde
oldugu, karbon dioksit miktarinin 200 ppm veya daha yiliksek miktarda ve yer alt1
sulariin bol oldugu bélgelerde yetisirler. C; bitkileri koklerinden aldig1 suyun yaklasik
% 97’sini terlemeyle kaybederler.

Cs bitkileri sicak bolgelerde sicakligin artmasiyla RuBisCO ve RuBP’ye daha fazla
oksijen baglar. Bu fotosolunuma yol agar ve karbon ve azot kaybina neden oldugundan

bitkinin biiylimesini kisitlar [37].

C; bitkilerine rnek olarak piring, arpa ve seker pancari 6rnek verilebilir ve §°C

degerleri -26 ila -30 %o arasindadir [33].

6.5.2.2 Hatch-Slack Metabolizmasi

C,4 karbon tutulumu mekanizmasi olarak da adlandirilir ve bu tiir metabolizmaya
sahip bitkilere C4 bitkileri denir. C4 mekanizmasinin igleyisi iki Avustralyali

aragtirmact M. D. Hatch ve C. R. Slack tarafindan 1966'da bulunmustur.

C,4 fiksasyonun, bitkilerin cogunda goriilen ve daha basit olan C; mekanizmasindan
farkli oldugu anlasilmistir. Her iki mekanizmada (Kalvin dongiisiinde olusan ilk enzim)
olan RuBisCO'nun fotorespirasyonu veya karbon bilesiklerinden CO,'in oksijen

kullanilarak kirilmasi olusan enerjiyi harcamak igindir.

Yine de C4 fiksasyonu ATP formundaki enerji girisine Cs'den daha ¢ok ihtiya¢ duyar.
C,4 bitkilerinde, rubisco mezofil hiicrelerinde karbonu baglayarak, oksaloasetat1 ve

malat1 kullanarak atmosferik oksijenden ayirilir, baglanmis karbon rubiscoya taginir ve
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Kalvin dongiisii enzimleri demet kini hiicrelerinde izole edilir. Orta seviyeli bilesiklerin

her ikisi de 4 karbon atomu igerir, bu yiizden de C,4 olarak isimlendirilirler [37].

Metabolizmanin Isleyisi

C; bitkilerinde fotosentezin 1s1kl1 devre reaksiyonlar sirasinda ilk adim olarak RuBisCo
enzimiyle  3-fosfogliserat i¢inde CO, fiksasyonu yapilir. RuBisCo'nun
karboksilaz/oksigenaz aktivitesiyle substrat miktari enerji yok olmasi ve substrat
kaybiyla sonuclanan ve fotorespirasyon olarak bilinen yolla, karboksillenme
oksitlenmeye tercih edilir. Fotorespirasyonu atlayan yolla Cy4 bitkileri CO;'i RuBisCo

enzimine etkileyici sekilde dagitma yolunu gelistirmislerdir.

C4 bitkilerinde iki fotosentez yolu birlikte calistigr icin bu bitkilerin fotosentez
kapasitesi fazladir. Oldukca diisiik CO, oranlarinda ve stomalarin kapali oldugu
durumlarda bile iyi fotosentez yapabilirler. C4 bitkilerinde CO>'i yakalayan iki enzim

bulunur. Metabolik yolunda;
e [. dongii: mezofil hiicreleri ve kloroplastlarda,
e I dongii: ayn1 yapragin demet kini hiicrelerinin kloroplastlarinda gerceklesir.

C4 bitkilerinde ¢ok yiiksek aktiviteye sahip olarak bulunan PEP karboksilaz enzimi
COs'e ¢ok duyarlidir. Bu enzim substat olarak bikarbonat kullanir. PEP-karboksilazin
bikarbonatla ilgisi RuBisCo enziminin CO'e olan ilgisinden ¢ok fazladir. Bu ylizden bu
enzim diisiik CO, konsantrasyonlarinda bile yiiksek reaksiyon yapar. Iste bu yiizden Cy
bitkilerinde ¢ok diisiik CO, derisimlerinde bile fotosentez hiz1 yiliksektir [37].

Bu tiir bitkilere misir, seker kamisi, semiz otu, Sorghum ve Cyperusdérnek olarak

gosterilebilir ve 8"°C degeri -12(-8) ile -14 %o arasindadir [33].

6.5.2.3 Krassulasean asit metabolizmasi

CAM veya Crassulaceae asit metabolizmasi bitkileri ya da CAM fotosentezi, bazi

fotosentetik bitkilerde goriilen karbon fiksasyonu yoludur.

Bu bitkiler genellikle sukkulent yapidadirlar. Tuzcul ortamlarda yasayan halofit bitkiler
ile epifit bitkilerin CAM tipi fotosentez yaptiklar1 bilinir. Boyle bitkiler karanlikta ve
ozellikle geceleri agilan stomalardan igeri COyi alirlar. Karbondioksitin indirgenmesi
sonucu olusan ilk kararli maddenin malik asit oldugu belirlenmistir. Nitekim karanlikta

bu reaksiyonu katalize eden enzimin PEP karboksilaz oldugu ve bu enzimin karanlikta
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yiiksek etkinlik gosterdigi saptanmistir. Bu reaskiyon sonucu olusan malik asit vakuolde
birikim gosterir. Stomalarin  genellikle kapali oldugu 1sikta ise malik asit
dekarboksilasyona ugrayarak piirivik aside doniistiiriiliir. Malik asidin piirivik aside
doniisiimii sirasinda aciga ¢ikan CO, ise RudiP karboksilaz enzimi etkinligi ile 2 mol
fosfogliserik asidi (PGA) olusturur. Daha sonra PGA'dan PGAL olusur. Bu bitkilerin
yaprak anatomilerine bakildiginda, yiizeylerinde ¢ok kalin bir kutikula tabakasi bulunur.
Palizat parankimasi iyi gelismemistir, siinger parankimasiyla fotosentez yaparlar. Az
sitoplazmal1 ¢ok genis vakuolliidiir, cogu sukkulenttir ama her sukkulent yapili bitki
CAM degildir. Iletim demetlerinin etrafinda demet kini hiicreleri vardir, stomalar

giindiiz kapali, geceleri agiktir [37].

CAM metabolizmasi bitkilerine ananas, kaktiis ve vanilya verilebilir ve s3C degeri Cs

ve C4 metabolizmasi bitkileri arasindadir [33].

6.5.3 IRMS’in Temel Prensipleri

Yiiklii atom ve molekiiller bir kiitle spektrometresinde kiitle’nin yiike oranini (m/z) baz
alimarak ayrilirlar. Kiitle numarasi, bir atom, molekiil ya da iyondaki proton ve
ndtronlarin toplamidir. Sonrasinda iyonlarin dogal bolluklar1 bdlgesel olarak ayrilan

iyon sinyallerinden kaynaklanan akimlarin 6l¢iilmesiyle belirlenir [33].

6.5.3.1 Numune Hazirlama ve Arayiiz Cihazlari

Bir IRMS’te biitiin anorganik ve organik bilesikler mutlaka CO,, N, SO, ,H,, CO gibi
basit gazlara dontstiiriilmelidir. Numune hazirlama aygitlarinin teknolojisi arayliz ve
transfer bigimleriyle yakindan ilgilidir. IRMS’de ¢ift girisli ve siirekli akis tarzi seklinde
iki metot vardir. IRMS’de en ¢ok kullanilan bi¢im siirekli akis modudur ve sadece bu

tarz Uzerinde durulacaktir.

6.5.3.2 Siirekli Akis IRMS

Stirekli akis IRMS, acik ayirma araylizii ve helyumun tasiyici gaz olarak kullanilarak
orneklerin IRMS’e transferinin yapildigi moddur. Kromatografik ayirim, siirekli akis
uygulamalarinin doniisiim isleminin oncesinde veya sonrasinda yer alir. Bilesik-06zgii
izotop analiz, karmasik bir organik bilesiklerin karisiminin her bir bilesigin CO, gibi
basit bir gaza on-line doniisiimii 6ncesi gaz veya sivi kromatografi ile ayrilmasi ilkesine

dayanir. Toplu kararh izotop analizinde ise 6rnek biitiin olarak geleneksel elementel
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analizorle basit gazlara doniistiiriiliir ve sonrasinda iiretilen basit gazlar kromatografik

ayirima tabi tutulur. Kisaca islem su asamalardan geger:

Katt ve sivi ornekler kiigiik kalay kapsiillere tartilirlar ve kati oto 6rnekleyiciye
yerlestirilirler. Ornekleyicinin hareketiyle kapsiil, calisilan element tiiriine gére farkli
sicakliklara ayarlanabilen ancak genellikle 1020-1100°C’deki yanma reaktoriine alinir.
Ornek ve kapsiil oksijence zengin helyum akiminda yakilir. Yanan {iriin sabit bir

helyum akisiyla CrO; gibi yiikseltgenme katalizorii boyunca taginir.

Yiikseltgenen ftirtinler 650°C’de bakir graniillerin yer aldig1 indirgeyici reaktore gecer ki
burada azotun oksitleri (NO, N,O & N,0,) azota(N;) indirgenir ve oksijenin fazlasi
uzaklastirilir. Elde edilen gaz tiirleri (karbon i¢in CO,, azot i¢in Ny, kiikiirt i¢in SO,,
hidrojen i¢in H; ve oksijen i¢in CO) nemden arindirilmasi i¢in magnesyum perklorat bir
filtreden gegcirilir. Kalan CO, ve varsa N;, SO, birbirlerinden farkli alikonmalara tabi
olmalar1 i¢in kisa bir kolondan gegirilirler. Sonrasinda Is1 Iletkenlik Detektdriinden
(TCD) gegerek cihazin tepesindeki tahliyeden disar1 atilirlar. Toplu kararli izotop
analizi ayn1 anda birden fazla gazin incelenmesine olanak saglar. Toplu kararli izotop
analizi ile Bilesik-6zgili izotop analizin karsilagtirilmasi sematik olarak Sekil 6.4’de

goriilmektedir [33].

Agk ayrma
Realtor J) arayiizii
Toplu Kararh ] ] x_h = . - N
Izotop Amnalizi e S
Elementel Analizor ]'Emmltngraﬁk <:/ ‘P)
Ay IRMS
-f‘ffj) . ..
| Kapiler realrisr
Bilegik-szgii 4'1 P » P Ny
izotopik analiz K k1 IR Ol O x\?
EKromatografik Diéniigiim *”‘"Fﬂi ayrma
Ayamna arayiizii IRMS

Sekil 6.4 Toplu ve bilesik-6zgii kararli izotop analiz sistemlerinin genel goriintimii [33]

(Gaz Kromatografi-Yanma)-IRMS ((GC-C)-IRMS)

Bilesik-6zgii izotop analizi, toplu kararli izotop analizine oranla numunenin dogal veya
sentetik islemlerle elde edilmesiyle ilgili kiymetli ilave bilgiler verir. Oldukca karmasik

yapidaki karisimlarin kapiler silika kolon vesilesiyle ayrilmasinin ardindan GC yanma
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ara yiiziinden sonra IRMS’e ulasir (Sekil 6.5). Ornek split/splitless, programlanabilir
buharlagsma enjektorii gibi yollarla kolana ulastirilir. Ayrica analiz ayn1 anda paralel

olarak alev iyonlagma detektoriinden (FID) de takip edilebilir.

.. Oto
Ornekleyici
Referans Gar
FID IRMS
Enjekitr Viiks ebtgerme Indirgerme Arayiiz / .
s —— 1 =

| — } 1 | ,;"—L
L@ Ank 4 He+COy
@
. Suyun
GC Kolon I I uzaklastinlmas
O, Ha Ha _'! |

U}

kuzak
Sekil 6.5 Bilesik-0zgii izotop analizi sistemlerinden (GC-C)-IRMS sisteminin sematik
gorinimu
Yiiksek-kararlilik izotop orani belirlemek i¢in, iyon kaynaginin basincini siirekli sabit
kalmalidir. Bu sebeple, siirekli akis sistemlerinin IRMS’e baglant1 ara yiizleri mutlaka
bir “acik ayirma” araciligiyla baglanmalidir. Bir agik ayirmanin temel prensibi helyum
akis1 altindaki 6rnegin ¢ok kiiglik bir pargasinin veya kolon yardimiyla ayrilmis bilesigi

istenilen aralikta IRMS’e verilmesidir [33].
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BOLUM 7

DENEYSEL CALISMALAR

7.1 Deneysel Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasallar, sarf maddeler ve temin edildikleri firma bilgileri Cizelge 7.1°de

gosterilmektedir. Tiim kimyasallar analitik safliktadir.

7.2 Deneysel Caliymada Kullanilan Cihaz ve Sistemler
Calismanin deneysel kisminda kullanilan arag ve gerecler asagida verilmistir:

e  SNIF-NMR® Sistemi: Uzerinde 10 mm BBO Prop bulunan Bruker Avance II 400
Mhz NMR Spektrometre cihazi

e HPLC Sistemi: Waters Breeze model HPLC (Waters 600 pompa, Water 717 oto
ornekleyici, amino 6n kolon, Waters silika bazli propil amin kolon, kolon firni,
Waters 2414 kirilma indisi detektérii ve Empower 2 Yazilimi)

e ITK Sistemi: CAMAG ITK Sistemi (ATS4 oto 6rnekleyici, AMD2 ve ADC2 oto
yiiriitiicii, plaka daldirma cihazi, plaka piiskiirtme cihazi, plaka 1siticisi, Scanner 3
tarama cihazi1 ve winCATS yazilim)

e [RMS Sistemi: Isoprime 100 MS, Elementar Microcube, Agilent 7880 GC.
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Cizelge 7.1 Kullanilan kimyasallar, sarf maddeler ve temin edildikleri firma bilgileri

Temin Edilen Firma Kimyasal ve Sarf Malzeme Ad1 Uriin Kodu
D-(+)Glikoz 16325
D-(—)Fruktoz 1576
Sakkaroz 16104
Amonyum hidroksit ¢ozeltisi (% 28) 338818
Cinko nitrat hekzahidrat 96482
Sigma-Aldrich
Bakar (II) nitrat trihidrat 61194
Saccharomyces cerevisiae maya YSC2
1-Butanol 34867
Asctonitril 34998
Susuz etanol 34923
Aldrich Hekzaflorobenzen 326720
Supelco Aspartam 47135
Supelco Sodyum sakarin 47839
Apura Combititrant 1:5 Composit 188005
Combimetanol 188009
Etil asetat 100868
Karbon tetrakloriir 102222
Merck Asetik asit 100062
Sodyum tartarat 106664
Sodyum’ kalsiyum’ magnezyum, 1 19507,170373,1 19788,
potasyum, fosfor, mangan standart | 170219, 170340,170332
¢Ozeltileri
20x10 HPTLC 60 F;s4cam 105642
20x20 TLC 60 F,s4 aluminyum 105626
20x10 HPTLC 60 cam 105641
Azot bazli amino asit icermeyen bakteri | 291940
DIFCO mayasi
STA-003k
Tetrametil tire (TMU)
Standart etanol ¢ozeltileri (H, L, M), BCR 123
IRMM
Standart glukoz BCR 656
BCR660

Standart sulu etanol ¢ozeltisi
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7.3 Deneysel Calismada Kullamilan Diger Yardimc: Aletler

e  Ultra saf su cihazi (Human Zeneer UP 900)

e  Homojenizatdr (Retch Grindomix Gm 200)

e Dijital Refraktometre (Metler Toledo RM40)

e Karl-Ficher Volumetrik Su Tayin Cihaz1 (Metler Toledo V20)
e pH-Metre (WTW Inolab pH 720)

e  Ultrasonic Banyo (Elmasonic S 60)

e Etiiv (MMM Medcenter)

e Inkiibatér (MEMMERT IPP 400)

e  Tepe Ustii Karistiric1 ( IKA EUROSTAR power basic)

7.4 Analiz Edilen Ornekler

7.4.1 Aspartam ve Sodyum Sakarin ilavesi Yapilan Ornekler

Aspartam ve sodyum sakarinin kullanilabilecegi gidalara benzer, icinde aspartam ve
sakarin bulunmayan iriinlerin ticari isimleri, igerdikleri maddeler Cizelge 7.2°de

gosterilmektedir.

Cizelge 7.2 Aspartam ve sodyum sakarin ilave edilerek yapilan ¢aligmada kullanilan
gida iirtinleri ve 6zellikleri

Numune | Numunenin Ticari Numunenin Ierigi
No Ad1
1 Afrin iiziim pekmezi | Uziim suyu konsantresi
2 Mix Patisserie Misir unu, misir nigastasi, gam
3 Bebelac Junior Laktoz, yag1 alinmus siit, bitkisel yaglar, vitaminler
4 Toblerone Cikolata, sakkaroz, siit yagi, bal

7.4.2 Pekmez Numuneleri

Arastirmamizda incelenen pekmez numuneleri Sekil 7.1°deki Tiirkiye iiziim haritasi
iizerinde goriilecegi iizere Trakya, Ege, I¢ Anadolu, Karadeniz, Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu bolgelerinden se¢ilmistir. Elde edilen kaynaklar ve detaylar1 Cizelge 7.3’de yer

almaktadir.
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Sekil 7.1 Tiirkiye iiziim haritas1 (Daire i¢ine alinan bolgeler incelenen numunelerin

KARADENIZ

AKDENI?

alindig1 yerleri gostermektedir) [38]

Cizelge 7.3 incelenen Pekmez Numuneleri ve Bolgeleri

Nu;l:ne Numune Adi Uretildigi Uziimiin Bolgesi
1 Tekirbag tiziim Pekmezi Trakya-Tekirdag
2 Taris lizim pekmezi Ege-Manisa
3 Karacasar tath kirmizi pekmez I¢ Anadolu-Nevsehir
4 Afrin liziim pekmezi Gilineydogu Anadolu-Kilis
5 Ev yapimi liziim pekmezi I¢ Anadolu-Kayseri
6 Ozkaleli iiziim pekmezi Orta Karadeniz-Tokat
7 Ev yapimi {iziim pekmezi Akdeniz-Antalya(Akseki)

7.4.3 Uziim Numuneleri

Cizelge 7.3’te yer alan birtakim pekmez 6rneklerinin elde edildikleri {iziim suyu ve kuru

{iziim numuneleri incelenmistir. Incelenen érneklerin bilgileri Cizelge 7.4 tedir.

Cizelge 7.4 Incelenen iiziim suyu, kuru iiziim numuneleri ve iiretildikleri bolgeler

Nu;l;me Numune Adi Uretildigi Bolge
1 Tekirbag % 100 iiziim suyu Trakya-Tekirdag
2 Taris sultaniye kuru tiziimii Ege-Manisa
3 Kirmizi kuru tizim Ic Anadolu-Nevsehir
4 Cekirdekli urumu (rumi) kuru iiziim Giineydogu Anadolu-Kilis
5 Siyah kuru iiziim I¢ Anadolu-Kayseri
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7.4.4 Pekmez Numunelerine Tagsis Adma Ilave Edilebilecegi Diisiiniilen

Tatlandiricilar

Pekmez oOrneklerine disaridan sahtecilik adina ilave edilebilecegi diisiiniilerek secilen
sakkaroz ve seker ¢ozeltilerinin 6zellikleri Cizelge 7.5°de belirtilmistir.

Cizelge 7.5 Pekmeze ilave edilebilecegi diisiiniilen tatlandiricilar ve 6zellikleri

Tatlandiric1 Ad1 | Elde Edildigi Kaynak Ozellikleri

Sakkaroz Seker Pancari % 100 sakkaroz

Isosugar 041 Misir Nisastasi % 55 Fruktoz (kuru bazda) igeren
fruktoz-glukoz surubu

Isosugar 551 Misir Nisastasi % 30 Fruktoz (kuru bazda) igeren
fruktoz-glukoz surubu

Glucoamyl H 361 | Misir Nisastast DE degeri 50-64 arasinda glukoz surubu

Pancar sekeri yerel marketlerden Isosugar 041, Isosugar 551 ve Glucoamyl H 361

numuneleri Amylum Nisasta San. A.S.’den (Tate & Lyle) temin edilmistir.

7.4.5 Tatlandina Ilavesiyle Kirletilen (Tagsis) Yapilan Ornekler

4 Nolu pekmez numunesi, pancar sekeri, Isosugar 041, Glucoamyl H 361 ticari isimli
seker ¢ozeltileri ile ayrica 1 nolu pekmez numunesi de pancar sekeri ve Isosugar 551 ile

ayr1 ayr1 % 50 oraninda karigtirllmak suretiyle kirletilmistir.
7.5 Deneysel Calismalar

7.5.1 Tatlandiricilarin iTK ile Analizleri

Tatlandiricilarin, insan sagligir lizerine siire gelen tartigmalari, mevcut teblig ve
direktiflere uygunlugunun ve T.C. Basbakanlik Giimriik Miistesarlig1 biinyesine gelen
numunelerin kontrolii g6z oniine alindiginda; genis bir gida matriksine uygulanabilirligi
olan, kisa analiz siliresine sahip, ekonomik, analiz 6n hazirligin1 en az diizeye
indirebilen, ayn1 anda birden fazla numunenin analizine farkli tani prensiplerinin
uygulanabilirligine izin veren bir yonteme ihtiya¢c duyuldugundan tatlandiricilarin

ozellikle nicel analizlerinin ITK de yapilmas: diisiiniilmiistiir.

ITK analizleri off-line prensibi ile ¢alismakla beraber, her ne kadar her bir basamakta
modern enstriimanlar kullanilsa da tamamen otomatik bir sistem su ana kadar mevcut

degildir. Basamaklar aras1 gegiste plakanin manuel olarak taginmasi gerekir.
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7.5.1.1 Analiz Yapilacak Plaka Cinsinin Tespit Edilmesi

Yaklasik olarak ITK sorbenti olarak kullanilan 25 adet inert materyal mevcuttur,

bunlarin bazilar1 genel kullanima doniikken bazilari ise 6zel kullanima uygundur [32].

1973 yilinda Scott tarafindan yapilan bir galismada taranan yaklasik 1100 ITK
makalesinde, % 64 oraninda silika jel bazli, % 9 oraninda seliiloz bazli ve % 3 oraninda
allimina bazl plakalarin kullanildig: tespit edilmistir. Silika jelin kimyasal yapis1 Sekil

7.2’de belirtilmistir.
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Sekil 7.2 Silika jelin kimyasal yapis1 [32].

Gilinlimiizde de en yaygin kullanilan plaka silika bazli oldugu i¢in dncelikle bu tiir plaka
sabit faz olarak se¢ilmistir. Daha ekonomik olmasi itibariyle 6n denemeler, 20x10 cm
boyutlarindaki aliiminyum plaka iizerinde yer alan silika jel bazli ince tabaka ile
gerceklestirilmistir. On denemelerden alinan sonuglara gore son olarak cam levhalar

iizerinde bulunan yiiksek performansl ince tabakalar kullanilmistir.

7.5.1.2 Plakaya Uygulama Yapilmadan Onceki Onislemler

ITK yénteminin basamaklarindan biri gibi goriinmese de plakanin uygulama igin
hazirlanmasi islemi Onemlidir ve yine birtakim manuel islemler gerektirmektedir.
Kromatografik plaka ¢ok hassas bir parcadir, ylizeyi kolaylikla zarar gorebilmekte ve
kirlenebilmektedir. Bu ylizden 0Ozellikle tekrarlanabilir sonuglar alinabilmesi igin

uygulama yapilmadan 6nce her plakaya su islemler yapilmistir:

Sadece laboratuar ortamindan degil, plakalarin muhafazasi i¢in sarildiklari polimer
filmden veya diger safsizliklarin uzaklastirilmasi1 amaciyla silika bazli plaka, metanol
icine daldirilmis ve 3 dakika bekletilmistir. Daha sonra temizlenen plaka sicakligi
120°C’ye ayarlanmig bir etiivde 20 dakika bekletilerek hem kurutulmus hem de aktive

edilmistir. Son olarak aktive edilen plaka genis ve bos bir desikator igerisinde muhafaza
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edilerek hem oda sicaklifina gelene kadar sogutulmus hem de laboratuar ortami ile

plaka arasindaki nem dengelenmistir.

7.5.1.3 Uygulama Islemi Tekniginin Belirlenmesi ve Uygulamanin Yapilmasi

Ozellikle nicel analizlerde tercih edilen ve sadece aletsel olarak yapilabilen piiskiirtme
teknigiyle bant seklinde otomatik uygulama yapabilen ve tamamen yazilim kontrolli
CAMAG ATS 4 cihaz1 kullanilarak 1 pL’den 15 pL’ye kadar numune uygulamasi
yapilmuistir.

7.5.1.4 Plakaya Yapilan Uygulamanin Manuel veya Otomatik Yiiriitiilmesi

ITK’de diger kromatografik tekniklerden farkli olarak sabit ve hareketli faza ilaveten
gaz faz1 vardir ve bu faz ¢ogunlukla kromatografiyi etkiler. Tekrarlanabilir sonuglar
ancak biitlin parametreler sabit tutuldugunda elde edilebilir. Bu yiizden, yiiriitme
islemine baslamadan Once mutlaka sabit, hareketli ve gaz fazinin dengede olmasi
gerekmektedir. Manuel yiiritme CAMAG c¢ift oluklu yiirtitme tanklar1 kullanilarak
yapilmistir. Otomatik yliriitme islemi 6n denemelerden sonra ¢oziicli veya ¢oziicl
karigimlarinin belirlenmesinden sonra CAMAG AMD2 ve ADC2 cihazlar1 kullanilarak
yapilmuistir.

7.5.1.5 Plaka Ustiindeki Standart ve Numunelerin Direk veya Tiirevlendirildikten

Sonra Degerlendirilmesi

Tatlandirici  standartlarinin - uygulamasi yapilan plaka, 190-800 nm aralifinda
absorpsiyon veya floresans modunda tarama yapabilen CAMAG ITK Scanner 3
kullanilarak taratilmis ve elde edilen veriler, CAMAG winCATS yazilimi kullanilarak
degerlendirmenin yapilabilirligi ve degerlendirmenin yapilacagi dalga boyu tespit

edilmeye calisilmistir.

7.5.2 Aspartam Analizi Icin Yapilan Calismalar

0,1 mg duyarlilikla 100 mg aspartam tartilip 100 mL’lik 6l¢ii balonuna aktarilarak 1 g/L
tatlandirict igeren stok ¢ozelti hazirlanip ayr1 ayr1 1 mL ve 10 mL alinmak suretiyle 100
mL’ye seyreltilerek 10 ng/uL ve 100 ng/uL aspartam iceren ¢alisma ¢ozeltileri elde

edilmistir.
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7.5.2.1 Aspartam Lekelerinin Degerlendirilmesi Kosullarinin Belirlenmesi

Oncelikle aspartamin karakterize edilebilmesi ve degerlendirmenin ne suretle
yapilacaginin tespiti icin, silika plaka tizerine 5 pL 100 ppm’lik aspartam c¢ozeltisi
uygulanmistir. Aspartamin HPLC ile tayini i¢in ¢alisma dalga boyunun 220 nm oldugu
literatiirde verilmistir [1]. Aspartam uygulamasi yapilan ancak herhangi bir yiiriitme
islemi yapilmayan plaka, bu veriler 1s181nda absorbans/reflaktans modunda 190-350 nm
dalga boyu araliginda 5,0 nm araliklarla taratilmis ve elde edilen densitogramlar Sekil

8.1 ve Sekil 8.2°de gosterilmistir.

Oto ornekleyici kullanilarak piiskiirtme teknigiyle bant seklinde 20x10 cm
boyutlarindaki cam plaka iizerinde yer alan silika jel bazli ince tabaka (60 Fs4) lizerine
numune uygulanmigtir. Arkasindan yiirlitmenin yapilacagi ¢ift oluklu tank, 10 dak.
butanol:asetik asit:su (4:1:1) karisimindan olusan hareketli fazin buhariyla doyurulmus,
ADC 2 oto yliriitiicii ile hareketli faz plaka iizerinde 70 mm kadar yliriitiilmiis ve plaka
110°C’deki etiivde 30 dakika bekletilmistir. Lekelerin gdézlemlenebilmesi ig¢in
asetondaki % 0,2 ninhidrin ¢ozeltisi, plaka yiizeyine piiskiirtmeyle ve plakanin bu
¢Ozeltiye 3 saniye daldirilmasi suretiyle uygulanmistir. Sonrasinda 110°C’ye ayarlanmis

etiivde 30 dak. bekletilmistir.

7.5.2.2 ince Tabaka Uzerinde Meydana Gelen istenmeyen Renklenmenin

Giderilmesi
Zeminde gozlemlenen kizarikligin giderilmesi amaciyla agsagidaki islemler yapilmistir:

a) Plakaya numune uygulanmasinin ardindan yiiriitiicii fazla plaka 70 mm
yiikseklige kadar yiiriitiilmiis sonrasinda plaka heniiz 1slakken amonyak
buhariyla doygun hale getirilmis % 25’lik amonyak ¢ozeltisinin yer aldig: ¢ift
oluklu tankta 5 dak. bekletilerek 100 °C’deki etiivde 30 dakika kurutulduktan
sonra, ninhidrin ¢ozeltine daldirilmis ve 120°C’deki etiivde 10 dak.

bekletilmistir.

Sonrasinda plaka yiizeyine seyreltik asetik asit piiskiirtiilmiis ve yeniden ninhidrin
¢ozeltisine daldirilarak 100°C’deki etiivde 10 dak. bekletilmistir. Son olarak 1s1

tabancasiyla plaka yiizeyi yliksek sicakliga maruz birakilmistir.

b) Plakaya yiiriitiicii faz uygulanmasi sonrast 100°C’deki etiivde 30 dak.

bekletilmis ve ninhidrin ¢ozeltine daldirilmistir. Plaka yiizeyi hentiz 1slakken 5
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dak. amonyak buharina maruz birakilmis ve 100°C’deki etiivde 10 dak.
bekletilmistir.

Bu denemelerden elde edilen gézlemler Boliim 8.1°de belirtilmistir.

c) Aspartam floresans indikatorii icermeyen Merck 60 Silika Jel 20x10 cm tabaka
iizerine uygulanip, butanol:asetik asit:su (4:1:1) karisimindan olusan yiiriitiicii
faz ile oto yiiriticii kullanilarak 70 mm yiikseklige kadar yiiriitilmiis ve
110°C’deki etiivde 30 dakika bekletilmistir.

Sonrasinda CAMAG plaka 1siticis1 kullanilarak, CAMAG plaka daldirma cihaziyla
(Sekil 7.3) 5 sn. ninhidrin ¢ozeltisine daldirilan ince tabaka 90, 100, 110 ve 120°C’ye
ayr1 ayri 1sitilarak yaklasik 3 dak. bekletilmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirmali
olarak Sekil 8.3’te gosterilmektedir.

Sekil 7.3 CAMAG plaka 1siticis1 ve plaka daldirma cihazi

7.5.2.3 Dogrusallik ve Dogrusallik Aralig Tespiti i¢cin Yapilan Cahsmalar

Boliim 7.5.2°de belirtildigi gibi hazirlanan 10 ppm’lik aspartam ¢dzeltisinden ATS 4 oto
ornekleyici kullanilarak Merck 60 Silika Jel 20x10 cm boyutlarindaki ince tabaka
iizerine sirastyla 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 uL ve 100 ppm’lik aspartam ¢ozeltisinden sirasiyla
2, 4, 6, 8 10, 12 pL hacimlerinde 7 mm genisliginde bant seklinde uygulama
yapilmuistir.

Sonrasinda Boliim 8.1.1°de belirtilen 6n denemeler sonucunda tespit edilen en uygun
caligma sartlar1 uygulanarak, CAMAG WinCATS yaziliminda Screening ve
Quantitative seklinde tanimlanan iki moddan Quantitative modu segenegi ile tabaka 620

nm’de taratilmistir.
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Aspartam konsantrasyonu ve plakanin taratilmasi sonucu elde edilen her bir
konsantrasyona karsilik gelen alan degerleri (Cizelge 8.1) alinarak elde edilen

kromatogram ve densitogram Sekil 8.5 ve Sekil 8.6’da yer almaktadir.

7.5.2.4 Sistem Kesinligi Tespiti Icin Yapilan Calismalar

Boliim 7.5.2°de belirtildigi gibi hazirlanan 100 ppm aspartam ¢ozeltisinden ATS 4 oto
ornekleyiciyle Merck 60 Silika Jel 20x10 cm boyutlarindaki ince tabaka {izerine
sirastyla 2, 4, 6, 8, 10 pL hacimlerinde 7 mm genisliginde bant seklinde uygulama
yapilmustir. Sonrasinda 100 ppm aspartam ¢ozeltisinden ayni plaka tizerine 10 defa 5 pL
7 mm genisliginde bant seklinde uygulanmis ve Bolim 8.1.1°de belirtilen calisma
parametreleri izlenerek deney sonlandirilmistir. Bu calismaya ait plakanin goriiniimii

Sekil 8.9°da ve elde edilien sonuglar Cizelge 8.3’te gosterilmektedir.

Aspartam lekelerinin CAMAG Scanner 3 ile 400-700 nm dalga boyu araliginda
absorbans modunda taratilmasiyla spektrumu alinmis ve edilen sonuglar Sekil 8.10°da

gosterilmistir.

7.5.2.5 Tespit ve Tayin Edilebilirlik Simir1 (Kalitatif Teshis ve Kantitatif Tayin
Sinir1) Tespiti icin Yapilan Calismalar

Tespit ve tayin edilebilirlik sinir1, sonuglarin standart sapmasi ve kalibrasyon egrisinin

egimi ile belirlenmistir (Esitlik 7.1 ve 7.2) [39]. Elde edilen degerler Cizelge 8.5’te

gosterilmektedir.
Tespit edilebilirlik stimr = 3,35/8 (Esitlik 7.1)
Tayin edilebilirlik sitmur = 10s/5 (Esitlik 7.2)

s= Sonuglarin standart sapmasi (N=10)

S= Kalibrasyon egrisinin egimi

7.5.2.6 Dogruluk (% Geri Kazanim) Tespiti i¢cin Yapilan Cahsmalar

Cizelge 7.2°de belirtilen aspartamin kullanilabilecegi gidalara benzer, i¢inde aspartam
bulunmayan gerektiginde o6giitiiciilerle homojen hale getirilen numunelerden 1 mg
duyarhilikta 1 g tartilip ilizerine 10 mg aspartam ilave edilmistir. Sonrasinda 80 ml

metanol eklenip 20 dak. 40 °C’deki ultrasonik su banyosunda tutulmus ve siire sonunda
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banyodan c¢ikarilarak oda sicakligina gelene kadar sogumasi beklenmistir. Oda
sicakligindaki ¢ozeltiye toplam hacmi 100 ml olacak sekilde metanol ilave edilerek 0,45

pum’ lik membran filtreden gegirilip analize hazir hale getirilmistir.

Bu sekilde hazirlanan c¢ozeltilerden 5’er pL, Merck 60 Silika Jel 20x10 cm
boyutlarindaki ince tabaka iizerine 3’er kez oto drnekleyiciyle 7 mm genisliginde bant
seklinde ve 100 ppm’lik aspartam ¢ozeltisinden aynmi plaka iizerine sirasiyla 2, 4, 6, 8,
10 pL uygulanmistir. Boliim 8.1.1°de belirtilen calisma parametreleri izlenerek deney

sonlandirilmis ve tespit edilen sonuglar Cizelge 8.6’da gosterilmektedir.

7.5.2.7 Aspartam Lekelerinin Kararhh Tutulmalar1 ve Daha Belirgin Hale

Getirilmeleri I¢in Yapilan Cahsmalar

1 ml sulu doygun bakir (II) nitrat ¢dzeltisi alinip iizerine 0,2 mL % 10’luk nitrat asidi
ilave edilmis, toplam hacmi 100 mL olana dek % 95’lik etanol ilavesiyle daldirma

reaktifi hazirlanmastir.

Sonrasinda ninhidrin ¢ézeltisiyle tiirevlendirilen aspartam lekelerinin yer aldig1 plaka,
CAMAG plaka daldirma cihaziyla 1 sn bakir (II) nitrat ¢ozeltisine daldirilip, hemen %
25’1ik amonyak c¢ozeltisiyle doygun hale getirilmis ¢eker ocak altindaki ¢ift oluklu
tanka alinmistir. Son olarak tanktan alinan plaka CAMAG TLC 1siticis1 kullanilarak
90°C’de 5 dak. bekletilmistir.

Ayni1 iglem bakir (II) nitrat yerine ¢inko nitrat ¢ozeltisi kullanilarak tekrarlanmistir. Elde

edilen sonuclar Sekil 8.11°de gosterilmektedir.

Ayrica 7.5.2.4 ve 7.5.2.5 bolimlerinde belirtilen parametreler ayni sekilde plakanin
¢inko nitrat ¢ozeltisine daldirilmasi sonrasi ¢alisilmis, bu ¢alismalarin sonuglart 8.1.6.1
ve 8.1.6.3 boliimlerinde, bu iki caligmanin karsilastirilmasit ise Cizelge 8.10°da yer

almaktadir.

7.5.3 Sodyum Sakarin Analizi i¢cin Yapilan Cahsmalar

0,1 mg duyarlilikla 100 mg sakarin tartilip 100 mL’lik 6l¢ii balonuna aktarilarak 1 g/L
tatlandirict igeren stok ¢ozelti hazirlanip ayr1 ayr1 1 mL ve 10 ml alinmak suretiyle 100
mL’ye seyreltilerek 10 ng/uL ve 100 ng/uL sakarin igeren ¢aligma cozeltileri elde

edilmistir.
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7.5.3.1 Sodyum Sakarin Lekelerinin Degerlendirilmesi Kosullarinin Belirlenmesi

Oncelikle sodyum sakarinin karakterize edilebilmesi ve degerlendirmenin ne suretle
yapilacaginin tespiti icin, silika plaka iizerine 5 pL 100 ppm’lik sodyum sakarin
cozeltisi uygulanmigtir. Sakarin uygulamasi yapilan ancak herhangi bir yliriitme islemi
yapilmayan silika plaka, absorbans/reflaktans modunda 190-350 nm dalga boyu
araliginda 5,0 nm araliklarla taratilmis ve elde edilen densitogramlar Sekil 8.15 ve Sekil

8.16°da gosterilmektedir.

Oto Ornekleyici kullanilarak piiskiirtme teknigiyle bant seklinde 20x10 cm
boyutlarindaki cam plaka iizerinde yer alan silika jel bazli ince tabaka (60 Fs4) lizerine
numune uygulanmistir. Arkasindan yiirlitmenin yapilacagi c¢ift oluklu tank, 10 dak.
etilasetat: karbon tetrakloriir: asetik asit (3:4:0,5) c¢oziiclilerinden olusan hareketli fazin
buhartyla doyurulmus, ADC 2 oto yiiriitiicii ile hareketli faz plaka iizerinde 70 mm

kadar yiirtitiilmiis ve plaka 5 dak. kurutulmustur.

Kurutulan plaka yiizeyi, CAMAG Scanner kullanilarak 230 nm’de taratilarak [10] elde

edilen sonuclar winCATS yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.

7.5.3.2 Dogrusallik ve Dogrusallik Arahg Tespiti Icin Yapilan Cahsmalar

Bolim 7.5.3’te belirtildigi gibi hazirlanan 10 ppm’lik sakarin ¢ozeltisinden Merck
Silika Jel 60 F;s4 2010 cm boyutlarindaki ince tabaka {izerine sirasiyla 1, 2, 4, 6, 8, 10,
15 pL ve 100 ppm sakarin ¢ozeltisinden sirasiyla 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 uLL ATS 4 oto

ornekleyici kullanilarak 7 mm genisliginde bant seklinde uygulama yapilmistir.

Sonrasinda 6n denemeler sonucunda tespit edilen ve yukarida belirtilen en uygun
caligma sartlar1 uygulanarak, CAMAG WinCATS yaziliminda Screening ve
Quantitative seklinde tanimlanan iki moddan Quantitative modu secenegi ile tabaka 230

nm’de taratilmistir.

Sakarin miktar1 ve plakanin taratilmasi sonucu elde edilen her bir konsantrasyona
karsilik gelen alan degerleri (Cizelge 8.11) alinarak elde edilen kromatogram ve

densitogram Sekil 8.17 ve Sekil 8.18’de yer almaktadir.

7.5.3.3 Sistem Kesinligi Tespiti Icin Yapilan Calismalar

Boliim 7.5.3’te belirtildigi gibi hazirlanan 100 ppm’lik sakarin ¢ozeltisinden Merck 60
Fs4 Silika Jel 20x10 cm boyutlarindaki ince tabaka iizerine sirasiyla 2, 4, 6, 8, 10 uL
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ATS 4 oto Ornekleyici kullanilarak 7 mm genisliginde bant seklinde uygulama
yapilmistir. Sonrasinda 100 ppm’lik sakarin ¢ozeltisinden ayni plaka iizerine 10 defa 5
pL 7 mm genisliginde bant seklinde uygulanmis ve Bolim 8.2.1°de belirtilen ¢alisma
parametreleri izlenerek deney sonlandirilmistir. Bu ¢alisma sonucu elde edilien veriler

Cizelge 8.13’te gosterilmektedir.

Sodyum sakarin lekeleri CAMAG Scanner 3 ile 200-700 nm dalga boyu araliginda
absorbans modunda taratilmasiyla spektrumu alinmis ve edilen sonuglar Sekil 8.21°de

gosterilmistir.

7.5.3.4 Tespit ve Tayin Edilebilirlik Simirn1 (Kalitatif Teshis ve Kantitatif Tayin
Simir1) Tespiti Icin Yapilan Calismalar

Tespit ve tayin edilebilirlik sinir1, Bolim 7.5.2.5’te belirtildigi gibi elde edilmis ve

sonuclar Cizelge 8.14’te gdsterilmistir.

7.5.3.5 Dogruluk (% Geri Kazamim) Tespiti I¢cin Yapilan Cahsmalar

Cizelge 7.2°de belirtilen sakarinin kullanilabilecegi gidalara benzer, i¢inde sakarin
bulunmayan, gerektiginde oOgiitiiciilerle homojen hale getirilen numunelerden 1 mg
duyarlilikta 1 g tartilip iizerine 10 mg sakarin ilave edilmistir. Sonrasinda 80 ml metanol
eklenip 20 dak. 40 °C’deki ultrasonik su banyosunda tutulmus ve siire sonunda
banyodan c¢ikarilarak oda sicakligina gelene kadar sogumasi beklenmistir. Oda
sicakligindaki ¢ozeltiye toplam hacmi 100 ml olacak sekilde metanol ilave edilerek 0,45

pum’ lik membran filtreden gegirilip analize hazir hale getirilmistir.

Bu sekilde hazirlanan ¢ozeltilerden 5’er pL, Merck Silika Jel 60 Fpsq4 20x10 cm
boyutlarindaki ince tabaka iizerine 3’er kez 7 mm genisliginde bant seklinde ve 100
ppm’lik sakarin c¢ozeltisinden aymi plaka {izerine swrasiyla 2, 4, 6, 8, 10 pL
uygulanmistir. Bolim 8.2.1°de belirtilen calisma parametreleri izlenerek deney

sonlandirilmistir. Elde edilien sonuglar Cizelge 8.15°te gosterilmektedir.
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7.5.4 Pekmez ve Uziim Numunelerinde Seker (Glikoz, Fruktoz, Sakkaroz)

Kompozisyonunun HPLC ile Belirlenmesi

0,1 mg duyarlilikla 350’ser mg fruktoz ve glikoz tartilip 50 mL’lik 6l¢li balonuna
aktarilarak 7’ser mg/mL fruktoz ve glikoz igeren stok c¢ozelti ve sonrasinda bu
cozeltinin 2, 4 ve 8 defa seyreltilmesiyle sirasiyla 3,500, 1,750 ve 0,875 mg/mL fruktoz

ve glikoz igeren ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmistir.

200, 100 ve 50 pg/mL sakkaroz iceren ¢alisma ¢ozeltileri ise, 0,1 mg duyarlilikla 200
mg sakkaroz tartilip 500 mL’lik 6l¢ii balonuna aktarilarak 400 ng/mL sakkaroz iceren
stok c¢ozelti hazirlandiktan sonra bu ¢ozeltinin 2, 4 ve 8 defa seyreltilmesiyle

hazirlanmustir.

10 g pekmez, 20 g liziim suyu ve ogiitiilerek homojen hale getirilmis 10 g kuru {iziim
ornekleri tartilmigtir. Sonrasinda bu orneklere 80 ml saf su eklenip 20 dak. 70 °C’deki
ultrasonik su banyosunda tutulmus ve siire sonunda banyodan ¢ikarilarak oda
sicakligina gelene kadar sogumasi beklenmistir. Oda sicakligindaki ¢ozeltiye toplam
hacmi 100 ml olacak sekilde saf su ilave edilerek 0,45 um’ lik membran filtreden gegirilip
analize hazir hale getirilmistir [40]. Numunelerin, sakkaroz igerigi dogrudan bu ¢ozelti
kullanilarak glikoz ve fruktoz igerikleri hazirlanan bu ¢6zeltinin 10 kat seyreltilmesiyle
elde edilen cozeltiden tespit edilmis ve miktarlar g/100 g cinsinden belirtilmistir.

Kullanilan metotla ilgili ¢alisma parametreleri Cizelge 7.6’da gdsterilmektedir.

Cizelge 7.6 Seker Kompozisyonunun Belirlenmesi Amaciyla Uygulanan Metot ve
Calisma Parametreleri

Uygulanan Metot AOAC 980.13
Hareketli Faz % 80 Asetonitril: %20 Su
Akis Hizi 1,0 ml/dak

Enjeksiyon Hacmi 20 pL

uBondapak NH, 6n kolon ve Waters
Kullanilan 6nkolon ve kolon | Karbohidrat Analiz Kolonu (Silika Bazl

Propil Amin Kolon)
Kolon Sicakligi 30°C
Detektor Kirilma indis (RI) Detektor, Waters 2414
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7.5.5 lizotopik Fraksiyonlasma Tespiti I¢cin Yapilan Analizler

7.5.5.1 SNIF-NMR® Analiz Yontemi

Seker (pancar, seker kamis1 ve misir surubunda elde edilen sakkaroz ve invert seker vb.
gibi) iceren maddelerin fermente edilmeleri sonucu olusan etanol, iirlinde bulunan
ve/veya sonradan bagka bir kaynaktan ilave edilen sekerin farklandirilmasinda
kullanilabilir. Sekerin i¢indeki ddteryum ve meyve suyu igindeki su fermentasyon
sonrast I (CH,DCH,OH), II (CH;CHDOH), III (CH;CH,0D) ve IV (HOD) seklinde
yeniden diizenlenecektir. (D/H); izotoplart orant I nolu molekiilii resmeder ve ilave

sekerin tespitinde kullanilir. (D/H); oran1 bitki tiirline 6zgiidiir.

OIV-MA-AS311-05 [41] analiz yontemi uygulanmis ve NMR ile analiz dncesi yapilan

islemler agagida maddeler halinde sunulmustur:

Numunelerin Seker I¢eriklerinin Tespit Edilmesi

Madde 7.5.4°de belirtilen analiz yontemi kullanilmistir.

Numunelerdeki Coziiniir Madde Miktarimin (Briks) % 12’ye Ayarlanmasi

Pekmez ve liziim suyu numunelerinin ilk briks degerleri 20°“de tespit edilmis [42]

sonrasinda 0,6 L briks degeri 12 olacak sekilde saf su ilave edilmistir.

Ogiitiilerek homojen hale getirilmis yaklasik 110 g kuru iiziim rnekleri iizerine 600 mL saf
su ilave edilerek 70 °C’ye ayarlanmis manyetik 1siticida 30 dak bekletilmis, sonrasinda hafif
vakum altinda adi siizge¢ kagidiyla siiziilerek elde edilen berrak ¢ozelti gerektiginde son

briks degeri 12 olacak sekilde saf su ilavesiyle hazirlanmaistir.
Numunelerin Fermentasyonu

0,6 L briks degeri 12 olan yukarida belirtildigi gibi hazirlanan seker ¢ozeltileri 1 L’lik
genis boyunlu bir erlene alinarak iizerlerine 1,0 g “Saccharomyces cerevisae” kuru
maya ve 3,0 g azot bazli, amino asit icermeyen bakteri mayasi ilave edilmistir. Elde
edilecek alkoliin buharlasmasini Onlemek i¢in erlenlerin agizlar1 kapatilmig ancak
ortamda olusacak karbondioksit gazinin rahat bir sekilde uzaklagsmasi iginde kapak

iizerine kiiciik delikler agilarak, 20°C’de inkiibasyona birakilmistir.
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Fermantasyon Kontrolii Icin Numunenin Seker Iceriginin Takibi Ve

Fermentasyonun Sonlandirilmasi

Fermente edilen iiriinden, ilk 12 saat 3 saatte bir, sonrasinda 6 saatte bir Ornekler
alinarak Madde 7.5.4’de belirtilen analiz yontemi kullanilarak sekerlerin etil alkole
dontistimii takip edilmistir. 3. giliniin sonunda tespit edilebilir diizeyde seker

bulunamadigindan fermentasyon islemi sonlandirilmistir.

Numunenin Fermantasyonu Sonunda Elde Edilen Alkoliin Destilasyonu

Fermentasyon sonucu elde edilen etil alkoliin destilleme islemi yaklagik 1 m
uzunlugunda dar bir cam boru iginden gegen spiral teflon bir ¢ubugun bir motor
yardimiyla 2000 devir/dk. hizla donmesi sonucu elde edilen Cadiot kolon ile
yapilmistir (Sekil 7.4). Etanol-su karigiminin ayrilabilmesi i¢in 78,0 ile 78,2°C
arasindaki sivi toplanmali, sicaklik 78,5°C’yi asdiginda destilat muslugu kapatilarak
sicaklik tekrar 78,0 diistiigiinde s1v1 toplamaya devam edilmelidir. Bu hassasiyeti elde
edebilmek amaciyla, destilat muslugu olarak tamamen elektronik bir termovalf kontrolii

eklenmistir.

Sekil 7.4 Cadiot Destilasyon Diizenegi

Destillenen Alkoliin Derisiminin Belirlenmesi

Destilleme sonucu elde edilen iiriinden 0,25 ml alinarak su igerigi Karl Fisher (KF)
yontemiyle % H,O cinsinden tespit edilmistir.
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Elde edilen Alkoliin NMR Analizi i¢cin Hazirlanmasi

Elde edilen alkol numunesi 10 mm’lik NMR tiiptine Cizelge 7.7’de belirtilen miktarlar
0,1 mg duyarlikla tartild1.

Cizelge 7.7 NMR tiipiinii eklenen madde ve miktarlar1

Madde Cinsi Miktar
Etanol Numunesi 3,2ml
Tetrametil iire (TMU) (i¢ Standart) 1,3 ml
Hekzaflorobenzen (C¢Fg) (Lock ¢oziiclisii) | 150 uL

NMR Spektrometresinin Standardizasyonu ve Test Edilmesi

Oncelikle cihaz manyetik alan homojenliginin en iyi diizeyde olmasi i¢in uygun lock ve
shimming islemleri iireticinin talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. Cihaz IRMM’den
temin edilen (D/H);, (D/H)y, R degerleri belli olan Cizelge 7.8’de belirtilen 6zelliklere

sahip olan {i¢ adet standart etanol ¢ozeltilerinin kullanilmasiyla test edilmistir.

Cizelge 7.8 NMR Spektrometresinin test edildigi standart etanol ¢ozeltileri ve degerleri

Standart Etanol Cozeltileri

Parametre Etanol H Etanol M Etanol L
(D/H); 109,65 x 107+ 0,20 x 10™* | 101,69 x 107+ 0,17 x 10™% | 90,30 x 107%+ 0,18 X 10™*
(D/H)y 119,76 X 1075+ 0,25 x 10™% | 130,94 x 107+ 0,21 x 10~* | 122,2x 107%+ 0,40 x 10~*
R 2,184 + 0,005 2,575+ 0,006 2,708 £ 0,009

(D/H);, (D/H)y;, R parametreleri esitlik 7.3, 7.4 ve 7.5 verilen denklemler yardimiyla

hesaplanir.

Mg % (D/H)st

(D/H)1 = 1,5866 X T} X - i (7.3)
st (D/H)g

(D/Hyy1 = 2,3799 X T X T£,1 x ¢ {ﬂ) ‘ (7.4)

R=2(D/Hyu/(D/H) (7.5)

Denklemlerde (D/H); 1 (CH,DCH,OH) nolu molekiiliin izotop oranini, (D/H)y II
(CH3CHDOH) nolu molekiiliin izotopik oranini, mg i¢ standart olarak kullanilan

TMU’ nun agirhigini, ma etanol drneginin agirhigin, ty, etil alkol drneginin derisimi
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(D/H)¢ IRMM’den temin edilen TMU’nun izotop oranini gostermektedir. Goreceli
parametre, R ise I ve II molekiillerinin NMR spektrumunda elde edilen pik

yiiksekliklerinin orani seklinde tanimlanir.

NMR Spektrumunun Degerlendirilmesi

NMR cihazinin ¢aligtigi bilgisayardan dogrudan ham verileri alarak basgka bir
bilgisayarda yiiklii SNIF-NMR sisteminin bir pargasi olan Eurospec 4.0 yazilimi ile
NMR pikleri Lorentzian matematiksel modeli kullanilarak hem egriler diizeltilmis hem
de hesaplanmistir. Bu yazilima ayni1 zamanda Cizelge 7.7°de belirtilen maddelerin
kiitleleri ve KF cihazinda tespit edilen su igerigi girilerek, yazilimdan otomatik olarak

10 tekrarin sonucu ve her bir parametrenin standart sapma degerleri de elde edilmistir.

SNIF-NMR Sisteminin Numune Hazirlama Boliimiiniin Test Edilmesi

SNIF-NMR sisteminde yer alan, pekmez, {izlim, tatlandirici ve bunlarin karisimlarindan
meydana gelen numunelerin fermantasyonu sonucu elde edilen etanolun destillendigi

kolon ve iiriiniin su igeriginin tespit edildigi KF cihazi su sekilde test edilmistir:

a. Hacimsel KF ile su icermedigi tespit edilen susuz etanol (34923 Sigma-
Aldrich) almarak Cizelge 7.7°de belirtiligi miktarlarda hazirlandi ve
standart alkol numuneleri ile valide edilen NMR cihazinda analiz edildi.

b. Ayni susuz etanol numunesinin % 10’luk 300 ml sulu c¢ozeltisi
hazirlandi, Sekil 7.4’te gosterilen Cadiot kolon yardimiyla destillendi ve
elde edilen iiriiniin % su icerigi tespit edildi. Sonrasinda Cizelge 7.7°de
belirtilen miktarlarda hazirlandi ve standart alkol numuneleri ile test
edilen NMR cihazinda analiz edildi. Elde edilen sonuglar ve

karsilagtirilmalar1 Cizelge 8.19°dadur.

7.5.5.2 IR-MS ile Yapilan Calismalar

Pekmez, liziim ve tatlandirict numunelerinin fermantasyonu sonucu elde edilen ve
destillenerek saflastirilan etanolun 8"°C degerleri (GC-C)-IRMS kullanilarak tespit
edilmistir [43].

Etanol ornegi saf su ile 10 kat seyreltilerek dogrudan GC 6rnekleme kabina alindi.

Kullanilan metotla ilgili GC ¢alisma parametreleri Cizelge 7.9’da gosterilmektedir.
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Cizelge 7.9 IRMS’e bagli GC’nin ¢alisma parametreleri

Cozelti Hacmi 0,3 uL

Enjektor sicakhigr | 200°C

Detektor sicakhgr | 220°C

DB-5 ((%5-Fenil)-metilpolisioksan)
(30 m x 0,32 mm, 0,25 pum)
100°C 5 dak. bekle

20°C/min 180°C’ye kadar 1s1t
180°C’de 2 dak. bekle

Kapiler kolon

Kolon Sicakhik
Programlamasi

Oncelikle numune kolon ¢ikist IRMS’e verilmeksizin sadece FID’de analiz edilmistir.
Sonrasinda elde edilen kromatograma gore “agik ayirma” arayliziindeki valf 5 sn.
stireyle agilarak etanolun tamaminin sadece IRMS’e gitmesi saglanmis ve tekrar valf

kapanacak sekilde programlanmustir.

IR-MS ile Yapilan Olciimlerin Degerlendirilmesi

IRMS ile elde edilen sonuglar §%o cinsinden uluslararasi V.PDB standardina gore

Esitlik 7.6’ya gore ifade edilir:

8 C[ %] = (Rurin/Rstandare — 1) X 1000, esitlikte R = C/™C (7.6)

7.5.5.3 Numunelerin Fermentasyonu Sonucu Elde Edilen Etanol Uzerinde

Yapilan Calismalar

Her bir etanol 6rneginin analizi metotta belirtildigi gibi SNIF-NMR® i¢in 10, (GC-C)-
IRMS i¢in 3 defa tekrarlanmastir.

Calismada incelenen pekmez, iiziim ve pekmeze tagsis yapmak suretiyle ilave
edilebilecegi distiniilen tatlandiricilardan elde edilen etanolde SNIF-NMR® ile
belirlenen (D/H);, (D/H)y, R ve (GC-C)-IRMS ile belirlenen §C degerleri sirasiyla,
Cizelge 8.20, 8.21 ve 8.22°de gosterilmektedir.

Bolim 7.4.2 ve 7.4.3’te ozellikleri belirtilen kuru {iziim, liziim suyu ile bu iizim ve
iiziim suyundan elde edilen ayni bdlgeye ait pekmez numunelerinin fermentasyonu

sonucu elde edilen sonuglar Cizelge 8.25°te verilmistir.

Ayrica Bolim 7.4.5’te belirtildigi sekliyle kirletilen (tagsis yapilan) pekmez

orneklerinden elde edilen etanolun analiz sonuglar1 da Cizelge 8.22’de verilmektedir.
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SNIF-NMR® ile belirlenen (D/H);, ve (GC-C)-IRMS ile belirlenen 8C degerlerinin

birlikte degerlendirilmesi sonuglar1 boliim 8.4.5’te belirtilmistir.
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BOLUM 8

SONUCLAR VE TARTISMA

8.1 Aspartam Analizi i¢cin Yapilan Cahsmalarin Sonuglari ve Degerlendirilmesi

Aspartam uygulamasi yapilan ancak herhangi bir yiirlitme islemi yapilmayan silika
plaka tizerindeki aspartam lekelerinin 190-270 nm dalga boylar1 arasinda absorbans

yaptig1 gézlemlenmistir (Sekil 8.1 ve Sekil 8.2).

LTS Ere T

e " e T ,- - e i Cwlgs Eey I

Sekil 8.1 Yiriitiilme yapilmaksizin aspartam uygulanan plaka yiizeyinin 190-250 nm
arasinda taratilmasi sonucu elde edilen densitogram
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Sekil 8.2 Yiiriitiilme yapilmaksizin aspartam uygulanan plaka yiizeyinin 250-350 nm
arasinda taratilmasi sonucu elde edilen densitogram

Sonrasinda plaka iizerine uygulanan aspartam, yiiriitiicii faz ile 70 mm yiikseklige kadar
ylritilmis ve plaka 110 °C’de etiivde 30 dakika bekletildiginde elde edilen spektrumda
herhangi bir absorbans gozlemlenmemistir. Ninhidrin ¢o6zeltisi plaka yilizeyine
puskiirtmeyle ve plakanin bu ¢ozeltiye 3 saniye daldirilmasi suretiyle uygulanarak
etivde bekletildiginde; plakanin ninhidrin ¢o6zeltinin daldirilmas: suretiyle daha

homojen bir yiizey elde edildigi sonucuna varilmistir.

Ancak, plaka zemininde gorlinlir bolgede kizariklik goézlemlenmis ve bu zemin

kirliliginden otiirii istenen kromatogram elde edilememistir.

Zeminde gozlemlenen kizarikhi§in giderilmesi amaciyla Bolim 7.5.2.2°de belirtildigi
gibi plaka yiizeyi bazik bir gaz atmosferine maruz birakildiginda plaka zemindeki
kizariklikta azalma gozlemlenmis ancak plaka ylizeyinde ninhidrinle tiirevlendirilen

aspartam lekeleri tespit edilememistir.

Lekelerin goriinebilmesi amaciyla plaka yiizeyine seyreltik asetik asit piiskiirtiilmiis ve
sonug almamamuistir. Son olarak plaka yeniden ninhidrin igeren ¢ozeltiye daldirilmis ve
100°C’ye ayarlanmis etiivde 10 dak. bekletilmistir. Aspartam lekeleri yine
gozlemlenmemis, sonrasinda 1s1 tabancasiyla plaka yiizeyi yiiksek sicakliga maruz
birakilmis, ancak bu uygulama sonucu lekeler goézlemlenmesine ragmen plaka

zeminindeki kizariklik ilk hale gore daha da artmistir.

Zeminde gozlemlenen kizarikligin giderilmesi amaciyla Boliim 7.5.2.2 b) maddesinde

belirtildigi gibi ninhidrin ¢ozeltine daldirilan plaka heniiz 1slakken bazik bir gaz
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atmosferine maruz birakilip kurutuldugunda, aspartam lekeleri yine goézlemlenmis

ancak plaka zeminindeki kizariklik ilk hale gére daha da artmistir.

Aspartam uygulamasi yapilan silika jel bazli ince tabaka (60 F1s4) floresans indikatorii
icermektedir. Floresans indikatorii icermeyen Merck 60 Silika Jel 20x10 cm plaka
lizerine aspartam uygulanarak deney tekrarlandiginda belirli bir sicakliga kadar

kizarikligin azaldig tespit edilmistir (Sekil 8.3).

Sekil 8.3 Floresan indikatorii iceren (altta) ve icermeyen (iistte) plakalarin goriiniimii.

Ninhidrin ¢6zeltisine daldirilan ince tabakalar 90, 100, 110 ve 120 °C’ye kadar
sitildiklarinda; 100 °C’den daha yiiksek sicakliklarda plaka zemininde kizarikligin
arttigi tespit edilmistir (Sekil 8.4).

a0oC de isitilmig 110°C'de isitilmg

100°C'de isttilmus

1z20°C de isitilmig

Sekil 8.4 Ayni sartlarda plaka zeminindeki kizarikligin sicaklikla degigimi
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8.1.1 Aspartam analizi icin tespit edilen en uygun ¢alisma parametreleri
Aspartam icin ¢alisma sartlar1 6n denemeler sonucunda asagidaki gibi tespit edilmistir:

Metot: Oto Ornekleyici ile numune uygulama, arkasindan oto yiiriitlicii ile ¢oziicii

buhariyla doyurulmus tankta mobil faz uygulama.
Tabaka: HPTLC Silika Jel Merck 60 20%10 cm
Uygulama: 7 mm genisliginde band seklinde piiskiirtme teknigi
Yiiriitme: ADC2 kullanilarak otomatik yapilan ¢alismanin detaylar1 soyledir:
» Mobil Faz: n-butanol — asetik asit - su (4:1:1)
» 10 dak. mobil fazla ¢ift oluklu ¢dziicli tank doyurulmasi
» 70 mm kadar yiiriitme
» 5 dak. kurutma

Tiirevlendirme: Plaka, CAMAG Daldirma cihazi kullanilarak 3 saniye % 0,2 ninhidrin
(aseton) cozeltine daldirma. Sonrasinda, CAMAG TLC Plaka 1siticis1 kullanilarak
90°C’de 5 dak. bekletme.

Degerlendirme: CAMAG TLC Scanner kullanilarak 620 nm’de taratma

8.1.2 Dogrusallik ve Dogrusallik Arahgi

On denemeler sonucunda tespit edilen (Boliim 8.1.1) ¢alisma sartlar1 altinda uygulanan
aspartam miktar1 konsantrasyonu ve plakanin taratilmasi sonucu elde edilen her bir
konsantrasyona karsilik gelen alan degerleri (Cizelge 8.1) almarak elde edilen

kromatogram ve densitogram sirastyla Sekil 8.5 ve Sekil 8.6’da yer almaktadir.

96



Cizelge 8.1 Aspartam konsantrasyonu ve plakanin taratilmasi sonucu elde edilen her bir
konsantrasyona karsilik gelen alan degerleri

Aspartam Miktar1 Pik alam
(ng) (mm?”)
60 386,98
80 419,29
100 538,14
150 701,91
200 851,93
400 1271,55
600 1835,46
800 2217,60
1000 2556,28
1200 3069,54

Sekil 8.5 On denemeler sonucu elde edilen aspartam kromatogrami

Sekil 8.6 Aspartam uygulanan plaka yiizeyinin absorbans modunda 620 nm’de
taratilmasi sonucu elde edilen densitogram

Her bir konsantrasyona karsilik gelen alan degeri alinarak sonuclarin grafigi ¢izildiginde

aspartam miktar1 aralig1 ve elde edilen korelasyon katsayisi degerleri Cizelge 8.2°de yer

almaktadir.
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Cizelge 8.2 Aspartam miktar1 aralig1 ve elde edilen korelasyon katsayis1 degerleri

Aspartam lzﬂ:gl;tar Arahg Korelasyon Katsayisi
60-1200 R?=0,9613
60-1000 R?=0,9801
80-1200 R?=0,9607
80-1000 2=0,9607
100-1200 R?=0,9592
100-1000 R?=0,982
150-1200 R?=0,9618
150-1000 R?=0,9883
200-1200 2 =0,9955
200-1000 R?=0,9942

Bu sartlar altinda aspartam miktari ile pik alan1 arasindaki dogrusalligin en uygun 200-

1200 ng aralig1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 8.7).

ASPARTAM
3500 -

y =2,1892x + 434,6220

3000 + R2=0,9955

2500 -
2000 -

1500 -

Pik Alam

1000 -

500 -

O T T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200
Miktar (ng)

Sekil 8.7 200-1200 ng aspartam ile pik alan1 arasindaki dogrusalligin gériiniimii

8.1.3 Sistem Kesinligi

200-1000 ng aras1 aspartam i¢eren uygulamadan Sekil 8.8’de goriilen kalibrasyon egrisi
elde edilmis, plaka ilizerine 10 defa uygulanan ve 500 ng aspartam iceren plakanin
goriiniimii Sekil 8.9’da ve Sekil 8.8’deki kalibrasyon egrisi kullanilarak elde edilen

sonuglar Cizelge 8.3’te gosterilmistir.
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ASPARTAM

2500 -

2000 - y = 1,8097x + 104,7950
- R?=0,9991
=
= 1500 -
<
=<
o
R« 1000 -

500 A
0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
Miktar (ng)

Sekil 8.8 200-1000 ng aspartam ile pik alan1 arasindaki dogrusalligin gériiniimii

Sekil 8.9 Ninhidrinle tiirevlendirilen aspartam lekelerinin goriiniimii

Cizelge 8.3 10 adet 500 ng aspartam uygulamasi sonucu tespit edilen sonuglar

Sira No Bulunan As?:gr)tam Miktari % Kazamm

1 496,63 99,3
2 478,48 95,7
3 497,92 99,6
4 484,00 96,8
5 510,99 102,2
6 484,40 96,9
7 505,67 101,1
8 514,08 102,8
9 537,12 107,4
10 533,59 106,7

Ortalama 504,29 100,9
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Aspartam lekelerinin 400-700 nm dalga boyu araliginda absorbans modunda taratilmasi

sonucu elde edilen spektrum Sekil 8.10’dadur.
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Sekil 8.10 Ninhidrinle tiirevlendirilmis aspartam lekelerinin 400-700 nm dalga boyu
aras1 spektrumu

Plakanin; 500, 550, 600 ve 620 nm’lerde taratilmasi sonucu 200-1000 ng aras1 aspartam
iceren lekelerin miktar1 ile pik alanii iligkilendiren grafiklerin korelasyon katsayisi
degerinin degisimi Cizelge 8.4’de yer almaktadir.

Cizelge 8.4 200-1000 ng aras1 aspartam iceren lekelerin miktar ile pik alanini iligkilen-
diren grafigin 500-620 nm dalga boyu araligindaki korelasyon katsayis1 degerleri

Dalga Boyu(nm) 500 550 600 620

Korelasyon Katsayis1 Degeri | 0,98721 | 0,99708 | 0,99709 | 0,9991

8.1.4 Tespit ve Tayin Edilebilirlik Sinir1 (Kalitatif Teshis ve Kantitatif Tayin

Sinirn)

Sekil 8.8’de gosterilen kalibrasyon egrisinin egimi ve Cizelge 8.3’te yer alan
okumalardan hesaplanan standart sapma, Esitlik 7.1 ve 7.2’de yerlerine yazildiginda

bulunan degerler Cizelge 8.5’de gosterilmektedir.

Cizelge 8.5 Aspartamin tespit ve tayin edilebilirlik sinir1 ¢aligmasinda elde edilen veriler

Parametre Bulunan Deger
SD 20,14

% RSD 3,99

Giliven Araligi* | 12,48

LOD (ng) 36,73

LOQ (ng) 111,31

* %095 giiven diizeyinde
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8.1.5 Dogruluk (% Geri Kazanim)

Boliim 7.5.2.6°da belirtildigi gibi hazirlanan ve 100 ng/uL aspartam igeren ¢ozeltide
elde edilen veriler Cizelge 8.6’dadur.

Cizelge 8.6 Farkli matriks tiirlerinde aspartamin % geri kazanimi
g Y g

Aspartam Miktar1 (ng)
. ] % % Geri Giiven
Matriks Al}nan Bulunan Miktarlar RSD | Kazamm | Araligi*
Mlktar 1 2 3 Ort

Sekerli Surup | 50 00 | 49443 | 46978 | 460.80 | 475,00 | 3.67 | 95.0 475,0 £19,7
(Pekmez)
Unlu Mamul | 500,00 | 482,44 | 468,80 | 484,70 | 478,65 | 1,80 | 95,7 478,6 9,7
Bebek Mamasi | 500,00 | 474,92 | 492,98 | 464,68 | 477,53 | 3,00 | 95,5 4775+ 162
Sekerli 500,00 | 491,33 | 485,40 | 472,82 | 483,18 | 1,96 | 96,6 477,5+10,7
Cikolata

8.1.6 Aspartam Lekelerinin Belirginlestirilmesi ve Kararh Hale Getirilmesi

Ninhidrinle tiirevlendirilen aspartam lekeleri kisa bir siire kararli halde kalmakta ve
plaka iizerindeki rengi solmaktadir. Bu kararliligin metal iyonlariyla kompleks

olusturdugunda oldukga arttig1 belirtilmektedir [29].

Boliim 7.5.2.7°de belirtildigi gibi yapilan ¢alismada Sekil 8.11°de goriildiigii iizere bakir
(IT) nitrat ¢ozeltisine daldirilan plaka zemininde belirgin renklenme gdzlemlenmistir.

Ayni iglem ¢inko nitrat ¢ozeltisi ile denendiginde, bakir (II) nitrata gére zeminde

renklenmeye neden olmadigi ve lekelerin daha belirginlestigi gozlemlenmistir.

Sekil 8.11 Ninhidrinle tiirevlendirilen aspartam lekelerinin ¢inko nitrat ve bakir (II)
nitrat ¢gozeltilerine daldirilmasi sonucu goriiniimlerinin karsilastirilmasi

101




Temin edilen kadmiyum nitrat giivenlik bilgi formunda kanserojenik etki uyarisindan

Otlirii denenmemistir [44].

8.1.6.1 Cinko Nitrat Cozeltisine Daldirilmis Plakada Sistem Kesinligi

Bolim 8.1.3°te belirtildigi sekliyle kullanilan plaka, Boliim 7.5.2.7°de anlatildig tizere
c¢inko nitrat ¢ozeltisine daldirildigindaki plaka goriiniimii Sekil 8.12°de gosterilmektedir.

Sekil 8.12 Cinko nitrat ¢ozeltisine daldirilmis plakadaki aspartam lekelerinin goriiniimii

8.1.6.2 Cinko Nitrat Cozeltisine Daldirilmis Plakanin Spektrumu

Cinko nitrat ¢ozeltisine daldirilmis plakanin 300-700 nm arasinda absorbans modunda
yapilan taratilma sonucu elde edilen spektrum Sekil 8.13’dedir.

100.0 : : : : : : 1000
[AU] - F[AU]
500 - - 800
700 - - 700
60.0 - 600
50.0 - 50.0
40,0 40.0
300 30.0
20.0 4 - 200
1001 _ : 10.0

00000 3500 400.0 4500 5000 5500 600.0 rm1 700u°°

Sekil 8.13 Cinko nitrat ¢ozeltisine daldirilmis plakanin 300-700 nm arasinda elde edilen
spektrum
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Plakanin; 400, 450, 480 ve 500 nm’lerde taratilmasi sonucu 200-1000 ng aras1 aspartam
iceren lekelerin miktar1 ile pik alanim iligkilendiren grafigin korelasyon katsayisi
degerinin degisimi Cizelge 8.7°de yer almaktadir.

Cizelge 8.7 200-1000 ng arasi aspartam iceren lekelerin miktar1 ile pik alanini
iliskilendiren grafigin korelasyon katsayis1 degerinin degisimi

Dalga Boyu(nm) 400 600 800 1000

Korelasyon Katsayisi Degeri | 0,991 0,977 0,956 0,959

Sekil 8.12°de goriilen ¢inko nitrat ¢ozeltisine daldirilmis plakanin taramasi en iyi
korelasyon katsayisinin elde edildigi 400 nm’de yapilmis ve Sekil 8.14’te goriilen
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bu egrinin kullanilmasiyla elde edilen sonuglar

Cizelge 8.8’de gosterilmistir.

8000 - Aspartam
7000 - y = 6,3008x + 795,7080
R?=0,9913

6000 -
E 5000 -
< 4000 -
=
& 3000 -

2000 -

1000 -

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Miktar (ng)

Sekil 8.14 Cinko nitrat ¢ozeltisine daldirilmig plakada 200-1000 ng aspartam ile pik
alan1 arasindaki dogrusalligin goriiniimii

Cizelge 8.8 10 adet 500 ng aspartam uygulanmasi yapilan ve ¢inko nitrat ¢dzeltisine
daldirilan ¢calismada tespit edilen miktar ve % geri kazanim degerleri

Sira No Bulunan Aspartam Miktari(ng) % Geri Kazanim
1 504,49 100,9
2 493,88 98,8
3 496,19 99,2
4 482,33 96,5
5 497,02 99,4
6 488,57 97,7
7 497,80 99,6
8 495,23 99,0
9 514,28 102,9
10 515,24 103,0
Ortalama 498,50 99,7
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8.1.6.3 Cinko Nitrat Cozeltisine Daldirilmis Plakada Tespit ve Tayin Edilebilirlik
Simir1 (Kalitatif Teshis ve Kantitatif Tayin Sinir1)

Sekil 8.14’te gosterilen kalibrasyon egrisinin egimi ve Cizelge 8.8’de yer alan
okumalardan hesaplanan standart sapma, Esitlik 7.1 ve 7.2’de yerlerine yazildiginda

bulunan degerler Cizelge 8.9’da gosterilmektedir.

Cizelge 8.9 Cinko nitrat ¢ozeltine daldirilan plakadaki aspartamin tespit ve tayin

edilebilirlik sinir1 ¢alismasinda elde edilen veriler

Parametre Bulunan Deger
SD 10,36
% RSD 2,08
GUVEN ARALIGI* | 6,42
LOD (ng) 5,42
LOQ (ng) 16,44

* 9% 95 giiven diizeyi
Ninhidrinle tiirevlendirilerek 620 nm’de taratilma sonucu ile ayni1 plakanin ninhidrinle
tiirevlendirme sonrasi ¢inko nitrat ¢ozeltine daldirilmasi ve 400 nm’de yapilan taratilma

sonuglarmin karsilastirilmasi Cizelge 8.10°dadur.

Cizelge 8.10 Ninhidrinle tiirevlendirilerek 620 nm’de taratilma sonucu ile ayn1 plakanin
ninhidrinle tiirevlendirme sonrasi ¢inko nitrat ¢ézeltine daldirilmasi ve 400 nm’de
yapilan taratilma sonuglarinin karsilastirilmasi

Bulunan Deger
Parametre Ninhidrinle tiirevlendirme- | Cinko Nitrat ¢ozeltisine daldirma-
620 nm’de tarama 400 nm’de tarama
SD 20,14 10,36
% RSD 3,99 2,08
GUVEN ARALIGI* | 12,48 6,42
LOD (ng) 36,73 5,42
LOQ (ng) 111,31 16,44

* % 95 giiven diizeyi

8.2 Sodyum Sakarin Analizi I¢in Yapilan Cahsmalar

Sodyum sakarin uygulamasi yapilan ancak herhangi bir yiiriitme islemi yapilmayan
silika plaka iizerindeki sakarinin 190-270 nm dalga boylar1 arasinda absorbans yaptigi

gozlemlenmistir (Sekil 8.15 ve 8.16).
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Sekil 8.15 Yiiriitilme yapilmaksizin sakarin uygulanan plakanin yiizeyinin 190-250 nm
arasinda taratilmasi sonucu elde edilen densitogram

Sekil 8.16 Yiiriitiilme yapilmaksizin sakarin uygulanan plakanin yiizeyinin 250-350 nm
arasinda taratilmasi sonucu elde edilen densitogram

8.2.1 Sodyum Sakarin Analizi i¢cin Belirlenen Calisma Parametreleri

Sodyum sakarin igin calisma sartlar1 6n denemeler sonucunda asagidaki gibi tespit

edilmistir:
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Metot: Oto Ornekleyici ile numune uygulama, arkasindan oto yiiriitiicii ile ¢oziicii

buhariyla doyurulmus tankta mobil faz uygulama.
Tabaka: HPTLC Silika Jel Merck 60 F,54 20x10 cm
Uygulama: 7 mm genisliginde band seklinde piiskiirtme teknigi
Yiiriitme: ADC2 kullanilarak otomatik yapilan ¢alismanin detaylar1 sdyledir:
» Mobil Faz: Etil Asetat:Karbon Tetrakloriir: Asetik asit (3:4:0,5)
» 10 dak. Mobil fazla ¢ift oluklu ¢oziicii tank doyurulmasi
» 70 mm kadar yiiriitme
» 5 dak. Kurutma

Degerlendirme: TLC Scanner kullanilarak 230 nm’de taratma

8.2.2 Dogrusallik ve Dogrusallik Arahgi

On denemeler sonucunda tespit edilen (Boliim 8.2.1) galisma sartlar1 altinda uygulanan
sakarin miktar1 konsantrasyonu ve plakanin taratilmasi sonucu elde edilen her bir
konsantrasyona karsilik gelen alan degerleri (Cizelge 8.11) alinarak elde edilen

kromatogram ve densitogram sirastyla Sekil 8.17 ve Sekil 8.18’de yer almaktadir.

Cizelge 8.11 Sakarin konsantrasyonu ve plakanin taratilmasi sonucu elde edilen her bir
konsantrasyona karsilik gelen alan degerleri

Sakarin Miktan Pik alam
(ng) (mm’)
50 246,64
60 265,20
80 353,27
100 417,78
150 663,34
200 873,54
400 1679,32
600 2401,74
800 3047,32
1000 3654,18
1200 4306,81
1400 4724,52
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Sekil 8.18 Plaka ylizeyinin adsorbans modunda 230 nm’de taratilmasi sonucu elde
edilen densitogram

Her bir konsantrasyona karsilik gelen alan degeri alinarak sonuglarin grafigi ¢izildiginde
sakarin miktar1 aralig1 ve elde edilen korelasyon katsayisi degerleri Cizelge 8.12°de yer

almaktadir.
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Cizelge 8.12 Sakarin miktar1 aralig1 ve elde edilen korelasyon katsayisi degerleri

SaX:;;::;;lN(I:;ar Korelasyon Katsayisi
50-1400 R*=0,9942
50-1200 R?=0,9937
60-1400 R? = 0,9964
60-1200 R?=0,9965
80-1400 R>=0,9941
80-1200 R*=0,9970
100-1400 R?=0,9940
100-1200 R2=0,9971
150-1400 R?>=0,9937
150-1200 R2=0,9971
200-1400 R?=10,9934
200-1200 R?=10,9974

Bu sartlar altinda sakarin miktar1 ile pik alani arasindaki dogrusalligin en uygun 200-

1200 ng aralig1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 8.19).

Sodyum Sakarin
5000 -
4500 - y = 3,39x + 286,83
4000 - R2 = 0,9974
= 3500 -
= 3000
j 2500 -
&£ 2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Miktar (ng)

Sekil 8.19 200-1200 ng sodyum sakarin ile pik alan1 arasindaki dogrusalligin goriiniimii

8.2.3 Sistem Kesinligi

200-1000 ng arasi sakarin iceren uygulamadan Sekil 8.20’de goriilen kalibrasyon egrisi
elde edilmis, plaka iizerine 10 defa uygulanan ve 500 ng sakarin i¢eren lekelerin bu

egrinin kullanilmasiyla elde edilen sonuglar1 Cizelge 8.13°te gdsterilmistir.
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Sodyum Sakarin
4000 -
3500 4 y = 3,5640x + 61,4530
R%=0,9992
3000 -
S 2500 -
=
< 2000 -
=z
o
A< 1500 -
1000 -
500 -
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Miktar (ng)

Sekil 8.20 200-1000 ng arasi sakarin ile pik alani arasindaki dogrusalligin goriiniimii

Cizelge 8.13 10 adet 500 ng sakarin uygulanmasi sonucu elde edilen % miktar degerleri

Sira No Bulunan Sakarin %
Miktar1 (ng) Kazanim

1 513,65 102,7
2 499,56 99,9
3 500,56 100,1
4 506,56 101,3
5 510,87 102,2
6 502,50 100,5
7 494,85 99,0
8 505,94 101,2
9 490,50 98,1
10 482,31 96,5

Ortalama 500,73 100,1

Sodyum sakarin lekelerinin 200-700 nm dalga boyu aralifinda absorbans modunda

taratilmasiyla elde edilen spektrumu Sekil 8.21°de gosterilmistir.
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40.0 40.0
40.0 0.0
20.0 + 200
10.0 A e 100
0.0

Sekil 8.21 Sakarin lekelerinin 200-700 nm dalga boyu aras1 spektrumu

8.2.4 Tespit Edilebilirlik ve Tayin edilebilirlik Sinir1 (Kalitatif Teshis Sinir1 ve
Kantitatif Tayin Siniry)

Sekil 8.20°de gosterilen kalibrasyon egrisinin egimi ve Cizelge 8.13’te yer alan
okumalardan hesaplanan standart sapma, Esitlik 7.1 ve 7.2’de yerlerine yazildiginda

bulunan degerler Cizelge 8.14’de gosterilmektedir.

Cizelge 8.14 Sakarin i¢in tespit ve tayin edilebilirlik sinir1 ¢alismasinda elde edilen
veriler

Parametre Bulunan Deger
SD 9,51

% RSD 1,90

Giliven Aralig1* 5,90

LOD 8,81

LOQ 26,68

* % 95 giiven diizeyi

8.2.5 Dogruluk (% Geri Kazanim)

Boliim 7.5.3.5’te belirtildigi gibi hazirlanan ve 100 ng/uL sakarin igeren ¢ozeltide elde

edilen veriler Cizelge 8.15’tedir.
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Cizelge 8.15 Farkli matriks tiirlerinde sakarinin % geri kazanimi

Sakarin Miktari(ng)
. . ) .
Matriks Alinan Bulunan Miktarlar RS)D K/z:zgglrrln IS :K;l*
Mlktar 1 2 3 OI‘t
Sekerli 500 | 553,21 | 547,84 | 515,16 | 538,74 | 3.82 | 107,7 | 538,7+233
Surup(Pekmez)
Unlu Mamul 500 501,04 | 486,43 | 499,20 | 495,56 | 1,61 99,1 4956 £9,0

Bebek Mamasi 500 | 546,72 | 547,35 | 514,26 | 536,11 | 3,53 107,2 | 536,1+21,4

Sekerli

Cikolata 500 | 506,58 | 489,00 | 491,87 | 495,82 | 1,90 99,2 495,8+ 10,7

* % 95 giiven diizeyi

8.3 Pekmez ve Uziim Numunelerinde Belirlenen Seker (Glukoz, Fruktoz,

Sakkaroz) Degerleri

Standart fruktoz, glikoz ve sakkaroz c¢ozeltilerinin, Cizelge 7.6’da goriilen calisma

sartlar1 altinda enjekte edilmesi ile alinan kromatogram Sekil 8.22°de gosterilmektedir.

200,00+ E @
- f... E "
1 @0 =
| 5 =
E 1 ~—

150,00+ [ ! n
b |1 1
] | | i\

2 ] | .
100,00+ I f
[ ] , (

) | | (-

50.00- | . [
- | 1 1
' | M L

00— ] = = ==
= T T T | L} T T I T T T | T T T | T T T |
8.00 10.00 12,00 14.00 16,00
Mnutes

Peak Name | RT Area | % Area | Height | Amount | Units
fructose 75205333095 | 26.91| 215697 [ 10.237 | mg/ml
2 | glucose 85395008931 | 2527169108 | 10.456 | mg/mi
3 | sucrose 11.812 | 5471114 | 27.61 [ 146246 | 10.232 | mgimi

Sekil 8.22 Standart seker ¢ozeltilerinin kromatogrami

Bolim 7.5.4’te belirtilen sekilde hazirlanan 8,75-70,00 g/100 g aralifinda fruktoz,
glukoz ve 0,25-2,00 g/100 g sakkaroz standartlar1 igeren sulu ¢ozeltilerden her bir
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konsantrasyona karsilik gelen alan degeri alinarak elde edilen sonuglarin grafigi Sekil

8.23, 8.24 ve 8.25’dedir.

5000 -
4500 - Fruktoz
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 ; ; ; .

0 20 40 60 80

y = 64,08x - 75,95
R? = 0,9994

Pik Alam

Miktar (g/100 g)

Sekil 8.23 Fruktoz i¢in kalibrasyon egrisi

3500 -
Glukoz

3000 -
2500 -

2000 -
y =47296,6x - 70236,7

1500 -
R?=0,9997

Pik Alam

1000 -

500 -

0 T T T 1
0 20 40 60 80

Miktar (g/100 g)

Sekil 8.24 Glukoz i¢in kalibrasyon egrisi
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2500 - Sakkaroz

2000 -
§ 1500 - y=1.106,7x - 1,3
< R? =0,9987
=
& 1000 -

500 -
O T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Miktar (g/100 g)

Sekil 8.25 Sakkaroz i¢in kalibrasyon egrisi

8.3.1 Pekmez Numunelerinin Sonuglari

Calismada incelenen pekmez Orneklerinde belirlenen, glukoz, fruktoz, sakkaroz ve

fruktoz/glukoz degerleri Cizelge 8.16°da verilmistir. Her bir numune 5’er defa enjekte

edilmis ve sapma degerleri % 95 giiven diizeyinde verilmistir.

Cizelge 8.16 Pekmez oOrneklerinde belirlenen glukoz, fruktoz, sakkaroz ve
fruktoz/glukoz degerleri
Numune
No Fruktoz Glukoz Sakkaroz Fruktoz/Glikoz
(g/ 100 g) (g/ 100 g) (g/ 100 g)

1 26,565+ 0,290 | 33,685+ 0,572 | 0,00854+ 0,00013 0,789

2 31,812+ 0,110 | 32,621 £0,218 | 0,03684 + 0,00053 0,975

3 32,392+ 0,124 | 31,511+ 0,145 | 0,21997+0,01267 1,028

4 29,782 + 0,091 | 35,005 +0,279 | 0,07100 £ 0,00050 0,856

5 32,924+ 0,221 | 37,850+ 0,360 | 0,77618 £ 0,00867 0,870

6 29,727 £ 0,045 | 30,889 0,372 | 0,07759 £ 0,00958 0,962

7 31,485 +0,053 | 32,071 +£0,297 | 0,16972 +0,00781 0,982
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8.3.2 Uziim Numunelerinin Sonuclar

Calismada incelenen {iziim Orneklerinde belirlenen, glukoz, fruktoz, sakkaroz ve
fruktoz/glukoz degerleri Cizelge 8.17°de verilmistir. Her bir numune 5’er defa enjekte

edilmis ve sapma degerleri % 95 giiven diizeyinde verilmistir.

Cizelge 8.17 Uziim 6rneklerinde belirlenen glukoz, fruktoz, sakkaroz ve fruktoz/glukoz
degerleri

Numune
No Fruktoz Glukoz Sakkaroz Fruktoz/Glikoz
(g/ 100 g) (g/ 100 g) (g/ 100 g)
1 30,984 +£ 0,222 | 36,348 £0,262 | 0,03220 + 0,00028 0,852
2 34,473 £ 0,135 | 38,647 £0,401 | 0,05223 +0,00059 0,892
3 33,464 +£ 0,072 | 33,829 £0,072 | 0,39569 + 0,00602 0,989
4 34,740 £ 0,153 | 40,082 £0,294 | 0,03423 +0,00027 0,867
5 34,387+ 0,176 | 39,122 £0,142 | 0,03849 + 0,00040 0,879

8.3.3 Belirlenen Seker (Glukoz, Fruktoz, Sakkaroz) Miktarlarin Ucgen

Diyagramm Yardimiyla Degerlendirilmesi

Tiirk Gida Kodeksi Uziim Pekmezi Tebligi’nde [45] siv1 iiziim pekmezinde bulunmasi
gereken fruktoz/glukoz orami 0,9-1,1 araliginda ve sakkaroz miktarinin en fazla % 1
olmas1 gerektigi belirtilmistir. Bu yaklasim baz alinarak fruktoz, glukoz ve sakkaroz
degerleri Sekil 8.26 ‘da goriildiigl gibi bir liggen diyagrama gegirilmek {lizere grafige

dontstiiriilmiistiir. Bu diyagrama veriler su sekilde gecirilmistir:

a. Numunelerin sakkaroz icerikleri fruktoz ve glikoza oranla ¢ok az oldugundan,
sakkaroz degeri 100 ile carpildu.

b. 100 ile ¢arpilan sakkaroz, fruktoz ve glikoz degerlerinin toplami 100 kabiil
edilerek herbirinin % cinsinden miktar1 hesaplandi ve {iggen diyagrama veri

olarak girildi.

Bu sekilde yapilan hesaplamalardan elde edilen veriler diyagramda yerlestirildiginde
Sekil 8.26’da goriilen tarali bolge fruktoz/glukoz orani 0,9-1,1 araliginda ve sakkaroz

miktarmin en fazla % 1,0 oldugu alan1 gostermektedir.
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Fruktoz

Glukoz

Sakkaroz

Sekil 8.26 Uggen diyagraminda fruktoz/glukoz oran1 0,9-1,1 aralifinda ve sakkaroz
miktarinin en fazla % 1,5 oldugu alan

Cizelge 8.16’daki pekmez Orneklerine ait veriler diyagrama gegirilmis ve Sekil 8.27°de

goriildiigii tizere numaralandirilmistir.

Sackaroz

Sekil 8.27 Pekmez analiz sonuglarinin ve sakaroz ilavesiyle kirletilen numuneden elde
edilen verilerin liggen diyagraminda yerlesimi
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Cizelge 8.16’daki sonuglardan goriildiigii gibi 1 nolu numunenin fruktoz/glukoz orani
0,789 olarak tespit edilmis ve Sekil 8.27’teki diyagramda tarali bolgenin disinda yer
almistir. Numunelerin tamaminda sakkaroz orani1 % 1’in altinda tespit edilmis olup *
isaretli nokta 6 nolu 6rnege toplam sakkaroz igerigi % 1,6 olacak sekilde sakkaroz
ilavesiyle kirletilen numuneyi gostermektedir. Sekil 8.27°te goriildiigii lizere bu nokta
taral1 bolgenin disinda kalmaktadir.

Cizelge 8.17°deki iiziim Orneklerine ait veriler Sekil 8.28’teki diyagrama geg¢irilmis ve
tamami tarali bolgenin i¢inde yer almistir. Sadece 3 nolu iiriindeki sakkaroz orani
0,39569 + 0,00602 g/100 g olarak tespit edilmis ve Sekil 8.28’teki diyagramda
goriilecegi iizere digerlerinden farkli bir bolgede yer almistir.

[Mmkcz

Sackarcz

Sekil 8.28 Uziim analiz sonuglarinin iicgen diyagraminda yerlesimi
8.4 Pekmez ve Uziim Numunelerinde izotopik Fraksiyonlagsma Tespiti I¢in
Yapilan Analiz Sonuc¢lar

Cizelge 7.7°de belirtilen miktarlarda en az hacimce % 96’lik etanol, TMU ve CgFq
iceren 10 mm’lik NMR tiipiindeki karisimlarin uygun lock ve shimming islemleri

yapildiginda elde edilen “H-NMR spektrumu Sekil 8.29°da gosterilmektedir.
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Sekil 8.29 Dogal etanolun tipik bir ’H-NMR spektrumu; standart numuneye ait I, 11, III
ve IV numarali sinyallerin ilgili olduklar1 molekiiller sirasiyla séyledir: CH,DCH,OH,
CH;CHDOH, CH3;CH,OD, ve Tetrametiliire (TMU)).

8.4.1 NMR Spektrometresinin Standardizasyonu ve Test Edilmesi

OIV-MA-AS311-05 [41] metotta belirtildigi iizere NMR ile analize baglamadan 6nce
mutlaka Cizelge 7.8’de belirtilen IRMM’den temin edilen standart etanol ¢ozeltileri ile
cihazin test edilmesi gerekmektedir. Test materyallerinin degerleri ile tespit edilen

degerler Cizelge 8.18’de belirtilmistir.

Cizelge 8.18 Test materyallerinin degerleri ve NMR’da tespit edilen degerler

Etanol H
Parametre Test Materyal Degeri Tespit Edilen Deger
(D/H); 109,65 x 107% 4+ 0,20 X 10~ 109,83 x 107+ 0,29 x 10~*
(D/H) 119,76 x 10~ + 0,25 x 10~* 120,21,x 10~ + 0,38 x 10~*
R 2,184 + 0,005 2,189 £ 0,009
Etanol M
Parametre Test Materyal Degeri Tespit Edilen Deger
(D/H); 101,69 x 107+ 0,17 x 10~* 101,83 x 107+ 0,30 x 10~*
(D/H)n 130,94 x 107+ 0,21 x 10~* 130,85 x 107+ 0,53 x 10~*
R 2,575+ 0,006 2,570 £ 0,011
Etanol L
Parametre Test Materyal Degeri Tespit Edilen Deger
(D/H); 90,30 X 107* £ 0,18 x 10" 90,52 x 107%+ 0,22 x 107
(D/H)y 122,20 X 1075+ 0,40 x 10~ 122,53 X 1074 + 0,35 x 10™%
R 2,708 + 0,009 2,707 + 0,007
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Test materyellerinin degerleri farkli okundugunda, analiz tekrarlanmis, uygun

sonuclarin alinmasi durumunda numuneler analize tabi tutulmustur.

8.4.2 SNIF-NMR Sisteminin Numune Hazirlama Boéliimiiniin Test Edilmesi

SNIF-NMR sisteminin en énemli kisimlarinda biri numune hazirhik kismidir. Ozellikle
destilasyon kolonu destillenen iiriinlerde izotopik fraksiyonlasmaya sebep olmamalidir.
Bu sebeple, Bolim 7.5.5.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan 6rneklerden elde edilen
sonuglar Cizelge 8.19°da gortilmektedir.

Cizelge 8.19 Susuz etanol ve ayn1 numunenin % 10’luk sulu ¢ozeltisinini destillenmesi
sonucu tespit edilen (D/H); degerinin karsilastirilmasi

Analiz Edilen Numune % H,0 Tespit Edilen (D/H); Degeri
Susuz Etanol 0,00 92,56 x 107"+ 0,23 x 107°

% 10 Etanol Cozeltisi 7,62 92,46 x 1078 + 0,24 x 10™% |

8.4.3 IR-MS ile Yapilan Ol¢iimlerin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

Elde edilen sonuglar Esitlik 7.6 yardimiyla hesaplanir ve otomatik olarak cihaz

tarafindan yapilmaktadir.

Ayrica analize baglamadan Once ve analiz sonunda IRMM’den temin edilen
ve § P Cyppp = —26.72 degerine sahip standart etanol (BCR-660) numunesi cihaza 3’er

kez enjekte edilerek cihazin kalibrasyonu yapilmistir.

8.4.4 Numunelerin Fermentasyonu Sonucu Elde Edilen Etanol Uzerinde Yapilan

Cahismalarin Sonuglari

Boliim 7.5.5.1°de maddeler halinde belirtilen yontemlerle pekmez, iiziim ve diger seker
orneklerinden elde edilen etanol, NMR ve (GC-C)-IRMS ile analize tabi tutulmus elde

edilen analiz sonuclar1 asagida belirtilmistir:

8.4.4.1 Pekmez Numunelerinin Sonuclari

Calismada incelenen pekmez Orneklerinden elde edilen etanolde SNIF-NMR® ile
belirlenen (D/H);, (D/H);, R ve (GC-C)-IRMS ile belirlenen 8Cdegerleri Cizelge
8.20’de verilmistir. Her bir numune analizi metotta belirtildigi gibi SNIF-NMR® i¢in
10 ve (GC-C)-IRMS igin 3 defa tekrarlanmustir.
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Cizelge 8.20 Pekmez 6rneklerinden elde edilen etanolde tespit edilen (D/H);, (D/H)p, R

ve 8"°C degerleri

NumuneNo|  (D/H) (D/H)n R 8"C (%o)
(ppm) (ppm)
1 98,58 +0,32 | 120,59 +0,44 |2,446+0,010 | -26,62+ 0,05
2 104,51 +0,58 | 122,87 +0,47 |2,351+0,011| -25,98+0,03
3 100,75+ 0,28 | 121,60 +0,42 |2,414+0,012| -24,61+0,08
4 105,89 £0,33 | 12522+0,50 |2,365+0,014| -26,18+0,12
5 101,42+0,29 | 124,62+0,56 |2,458+0,011| -25,50+0,12
6 103,35+0,37 | 122,81+0,44 (2,377+0,010| -25,62+0,16
7 104,42+0,44 | 122,21 +0,46 |2,341+0,014| -27,03+0,13

8.4.4.2 Pekmeze Ilave Edilebilecek Tatlandiricilarin Analiz Sonuclar

Bolim 7.4.4°’de ozellikleri belirtilen sakkaroz ve seker ¢ozeltilerinin fermentasyonu
sonucu elde edilen etanolde SNIF-NMR® ile belirlenen (D/H);, (D/H)y1, R ve (GC-C)-
IRMS ile belirlenen 8"*C degerleri Cizelge 8.21°de verilmistir.

Cizelge 8.21 Pekmeze ilave edilebilecegi diisiiniilen tatlandiricilardan elde edilen
etanolde tespit edilen (D/H);, (D/H)y, R ve 8"*Cdegerleri

Numune | Nymune Cinsi (D/H); (D/H)n R 8"C (%o)
No (ppm) (ppm)
1 Pancar Sekeri 89,56 £ 0,50 | 124,78 £ 0,51 2,786+ 0,009| -27,26+0,16
2 Isosugar 551 108,15+ 0,29 | 127,38+ 0,53 (2,356 +£ 0,010 -9,36+ 0,09
3 Isosugar 041 112,19+ 0,29 | 124,20+ 0,40 |2,214 + 0,008| -8,96 + 0,19
4 Glucoamyl H 361| 109,49+ 0,50 | 125,47 = 0,40 {2,292 + 0,009| -10,26+ 0,09

8.4.4.3 Tatlandiricilarla Kanistirillarak Tagsis Edilen Pekmez Numunelerinin

Analiz Sonuclar

1 ve 4 Nolu Pekmez numuneleri, Bolim 7.4.5’e belirtildigi lizere % 50 oraninda

karigtirilarak kirletilen numunelerin fermentasyonundan kazanilan etanolde SNIF-
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NMR® ile belirlenen (D/H);, (D/H)y, R ve (GC-C)-IRMS ile belirlenen "*C degerleri

karsilagtirmali olarak Cizelge 8.22°de verilmistir.

Cizelge 8.22 1 ve 4 nolu pekmezlerin % 50 oraninda tatlandiricilarla karistirilmasi

sonucu elde edilen etanolde tespit edilen (D/H), (D/H)y, R ve 8"C degerlerinin
karsilastirilmasi

4 Nolu Pekmez ve Pancar Sekeri Karisiminin Degerleri
Numune Cinsi (D/H); (D/H)ny 8"C (%)

R
(ppm) (ppm)
Pekmez 105,89 + 0,33 | 125,22+ 0,50 |2,365 +0,014|-26,18 + 0,12

Pancar Sekeri | 89,56 £0,50 | 124,78 £0,51 | 2,786+ 0,009 |-27,26 + 0,16

Karigim 1 100,36 £ 0,33 | 119,21 £0,26 (2,376 + 0,007 |-26,60 = 0,08

4 Nolu Pekmez ve Isosugar 041 Karisiminin Degerleri
Numune Cinsi (D/H); (D/H)ny 8C (%o)

R
(ppm) (ppm)
Pekmez 105,89 + 0,33 | 125,22 + 0,50 (2,365 + 0,014 |-26,18 = 0,12

Isosugar 041 |112,19+0,29| 124,20+ 0,40 2,214 £ 0,008| -8,96 £ 0,19

Karigim 2 110,60 £ 0,30| 124,04 = 0,57 {2,243 £0,011|-15,90 £ 0,09

4 Nolu Pekmez ve Glucoamyl H 361Karisiminin Degerleri
Numune Cinsi (D/H) (D/H)u 8C (%)

R
(ppm) (ppm)
Pekmez 105,89 + 0,33 | 125,22 + 0,50 |2,365 + 0,014 | -26,18 £ 0,12

Glucoamyl H 361 | 109,49+ 0,50 | 125,47 + 0,40 {2,292 + 0,009 | -10,26+ 0,09

Karigim 3 108,75+ 0,38 | 122,97 + 0,32 {2,262 + 0,008 | -18,42 + 0,10
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1 Nolu Pekmez ve Isosugar 551 Karisiminin Degerleri

Numune Cinsi (D/H); (D/H)it R 83C (%o)
(ppm) (ppm)
Pekmez 98,58 £ 0,32 1120,59 £ 0,44 2,446+ 0,010 | -26,62 + 0,05

Isosugar 551 | 108,15+ 0,29 | 127,38 £ 0,532,356 £ 0,010|  -9,36+ 0,09

Karigim 4 103,10+ 0,31|125,47 + 0,402,434+ 0,011 -20,61+0,11

1 Nolu Pekmez ve Pancar Sekeri Karisiminin Degerleri

Numune Cinsi| (D/H) (D/H)yy R 83C (%)
(ppm) (ppm)
Pekmez 98,58 £0,32 120,59 £ 0,44 | 2,446+ 0,010 -26,62 + 0,05

Pancar Sekeri | 89,56 £ 0,50 | 124,78 £ 0,512,786+ 0,009 | -27,26+ 0,16

Karigim 5 96,64+ 0,35 | 121,63 +£0,45|2,517+ 0,013 | -26,92+ 0,09

Uziim botanik kdken olarak Cs bitkilerinden (Kalvin-Benson Metobolizmasi), pekmez
orneklerine ilave edilerek kirletilen tatlandiricilardan, pancar sekeri de Cj; bitkilerinden
iken, isosugar 041, glucoamyl H 361, isosugar 551 tatlandiricilart ise misirdan elde

edilmis olup C4 bitkilerindendir (Hatch-Slack Metabolizmast) [37].

ilave edilen tatlandiricilari 8"°C degerleri; pancar sekeri igin -26,62 + 0,05 ve isosugar
041, glucoamyl H 361, isosugar 551 i¢in sirasiyla -8,96 + 0,19, -10,26+ 0,09, -9,36+
0,09 tespit edilmistir. Pekmez 6rneklerinde ise bu degerler 1 nolu pekmez i¢gin -26,62 +

0,05 ve 4 nolu pekmez i¢in -26,18 + 0,12dir.

Pancar sekeri ilavesi ile kirletilen 4 nolu pekmez numunesi haricinde diger tagsis
yapilan 3 omegin 8C degerleri saf pekmez numunelerinden oldukga farkli

bulunmugtur.

Diger taraftan SNIF-NMR analizi sonucu tespit edilen ve etanolun metil bolgesinin

izotop oranini veren (D/H); degeri bitki tiiriine 6zgtdiir [41].

Ilave edilen tatlandiricilarn (D/H); degerleri; pancar sekeri igin 89,56 + 0,50 ve isosugar
041, glucoamyl H 361, isosugar 551 i¢in sirastyla 112,19 + 0,29, 109,49+ 0,50, 108,15+
0,29 tespit edilmistir. Pekmez 6rneklerinde ise bu degerler 1 nolu pekmez i¢in 98,58 +
0,32 ve 4 nolu pekmez i¢in 105,89 + 0,33 djir.
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Tagsis yapilan tiim orneklerin (D/H)y degerleri saf pekmez numunelerinden oldukga

farkli bulunmustur.

Uziim ve pancar sekeri Cs bitkilerinden olduklarindan iiziime ilave edilen seker pancari
saf pekmezin &"C degerini kayda deger bir bigimde etkilememektedir. Ashinda
numuneye ilave edilen seker pancar1 boliim 8.3’te belirtilen kromatografik analiz
sonucu kolaylikla tespit edilebilinir. Ancak, pancar sekeri iiziim sirasina ilave edilmeden
veya ilave edildikten sonra inverte edilerek fruktoz ve glukoza donistiirildii ve
fruktoz/glikoz oran1 Boliim 8.3.3’te belirtildigi 0,9-1,1 arasinda ayarlandi ise bu ilaveyi
kromatografik olarakta tespit etmek miimkiin degildir. Bu asamada SNIF-NMR analizi
onem kazanir. Soyle ki literatiirde pancar sekerinin (D/H); degeri 89-93 ppm arasinda
verilmektedir (tespit edilen deger 89,56) [38]. Bu deger iiziimiin (D/H); degerinden
oldukca farklidir ve SNIF-NMR verileri kullanilarak bu tagsis tespit edilmistir. Saf
pekmezin kirletilmeden 6nceki degeri 105,89 + 0,33 iken, karistirildiktan sonra oldukca
farkl1 bir deger olan 100,36 + 0,33 kaymustir.

Ayrica metil ve metilen bolgesinin izotop oranlariyla iligkili olan R (Esitlik 7.5)
degerleri de bu farkliligi ortaya koymaktadir. Soyle ki; saf pekmez 6rneklerinin R
degerine gore pancar sekeri ilavesiyle R artmakta, diger tatlandiricilarin ilavesiyle ise R

azalmaktadir.

Baz1 bitki tiirlerine ait (D/H); ve §“C degerleri Cizelge 8.23’te yer almaktadir.

Cizelge 8.23 Baz1 bitki tiirlerine ait (D/H); ve 8" C degerleri [46]

Bitki Ad1 (D/H), | 8C
(Ppm) | (%)

Seker pancari 92,7 -26,6
Patates 96,7 -26,5
Kirmizi meyveler | 97,2 -26,6
Arpa 98.2 -24.8
Bugday 99,7 -25.,8
Elma 1009 | -25,0
Uziim 101,8 | -26,3
Naranciye 105,0 -26,6
Ananas 108.9 -14.5
Misir 110,7 -10,4
Kamis sekeri 112,0 -12,2
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8.4.4.4 Uziim Numunelerinin Sonuclar

Calismada incelenen {izim Orneklerinden elde edilen etanolde SNIF-NMR® ile
belirlenen (D/H);, (D/H);;, R ve (GC-C)-IRMS ile belirlenen 813Cdegerleri Cizelge

8.24’te verilmistir.

Cizelge 8.24 Uziim &rneklerinden elde edilen etanolde tespit edilen (D/H);, (D/H)y, R
ve 8°C degerleri

Numune No (D/H) (D/H)n R 8C (%o)
(ppm) (ppm)
1 100,48 0,44 | 123,03 +0,58 | 2,449+ 0,015 |-28,00 0,08
2 103,58+ 0,18 | 119,91+0,32 |2,315+0,007|-26,72+ 0,03
3 99,84 +0,28 | 120,51 +0,42 |2,414+0,008(-24,19+ 0,15
4 103,09+ 0,46 | 122,18 +0,24 [2,370+0,012|-27,43 £0,11
5 100,62+ 0,27 | 122,87+0,65 |2,442+0,013(-26,23 + 0,07

8.4.5 SNIF-NMR® ve IR-MS Analiz Sonuclarinin Birlikte Degerlendirilmesi

Incelenen {iziim, pekmez, tatlandirict ve tatlandiricilarla  kirletilmis pekmez
orneklerinden elde edilen etanolde SNIF-NMR® ile belirlenen (D/H);, (D/H)y, R ve
(GC-C)-IRMS ile belirlenen 8"*Cdegerlerinin bir arada degerlendirilmesinin grafiksel

goriiniimii Sekil 8.30°da yer almaktadir.
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Sekil 8.30 Numunelerin fermantasyonu sonucu elde edilen etanolde tespit edilen 8"°C
degerlerinin (D/H); degerleri ile normalize edilmesi.

Sekil 8.30°da pekmez ve iiziim bolgesi i¢cinde yer alan A nokta ve bolge disinda yer alan
A noktalar Bolim 7.4.4’de belirtilen tatlandiricilarla kirletilen pekmez Orneklerine,

H noktalar ise tatlandiricilara aittir.

Pekmez numunelerine karistirilan tatlandiricilardan misir surubu, seker pancari ve tiziim
orneklerinden elde edilen etanolun izotopik verileri kullanilarak bir tiggen elde edilir.
Bu tliggene tagsis iicgeni (adultration triangle) denilmektedir [43]. Bu verilerden elde

edilen tagsis licgeni Sekil 8.31°de gosterilmektedir.
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Sekil 8.31 Numunelerin fermantasyonu sonucu elde edilen etanolde tespit edilen §'°C
degerlerinin (D/H); degerleri ile normalize edilmesi.

Sekil 8.31 kullanilarak numunenin grafik iizerine diistiigli pozisyona gore tagsis olup
olmadig1 kanisina varilabilinir. Tagsise ugramayan ornek refrerans bolgesine diisecektir
(REF Bolgesi). Sayet numuneye pancar sekeri ilave edilmigse 6rnek BR, kamis sekeri
veya misir surubundan elde edilen seker ilavesi s6z konusuysa da CR Bolgesine
diisecektir. BCR bolgesi 6rnege hem pancar sekeri hem de kamis sekeri veya misir
surubu sekeri ilave edildigine delalettir, BC bolgesi ise numuneye yliksek oranda

tizimden bagka bir meyve suyunun ilave edildigi bolgeyi resmeder.
3 adet 6rnegin dogasi geregi oldukea diisiik doteryum ( (D/H)y ) igerigine sahip oldugu
tespit edilmistir. Bu sebeple bu 6rnekler REF Bolge disinda kalmistir. Bu numuneleri de

REF bolge icine alacak sekilde tagsis liggeni yeniden diizenlendiginde Sekil 8.32°de

goriilen grafik elde edilmistir.
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Sekil 8.32 Dogasi geregi diisiik doteryum igerigine sahip 1 ve 3 nolu iiztim ve 1 nolu
pekmez 6rneklerinin REF bolgesi igerisine dahil edildiginde elde edilen tagsis ticgeni.

8.4.5.1 Aym Bolgedeki Pekmez ve Uziim Numunelerinin Karsilastirilmasi

Boliim 7.4.2 ve 7.4.3’te 6zellikleri belirtilen kuru iizlim, {iziim suyu; bu iiziim ve {iziim
suyundan elde edilen ayni bolgeye ait pekmez numunelerinin fermentasyonu sonucu

elde edilen etanolde SNIF-NMR® ile belirlenen (D/H);, (D/H)y, R ve (GC-C)-IRMS

ile belirlenen 8" Cdegerleri Cizelge 8.25°de verilmistir.
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Cizelge 8.25 Cizelge 7.3 ve Cizelge 7.4°de belirtilen ayn1 bolgeye ait {iziim ve pekmez
numunelerinden elde edilen etanolde tespit edilen (D/H);, (D/H)y, R ve (e degerleri

1 Nolu Pekmez ve Uziim Ornekleri

Numune Cinsi (D/H)I (D/H)]] R 813C (%0)
Pekmez 98,58 £ 0,32 120,59 + 0,44 | 2,446+ 0,010 |-26,62 + 0,05
Uziim 100,48 + 0,44 | 123,03 £0,58 | 2,449+ 0,015 |-28,00 = 0,08

2 Nolu Pekmez ve Uziim Ornekleri

Numune Cinsi (D/H); (D/H)y R 8"C (%o)
(ppm) (ppm)
Pekmez 104,51 +£0,58 | 122,87+ 0,47 |2,351 + 0,011 |-25,98 + 0,03

Uziim 103,58+ 0,18 | 119,91 +£0,32 {2,315+ 0,007 -26,72+ 0,03

3 Nolu Pekmez ve Uziim Ornekleri

Numune Cinsi (D/H) (D/H)u R 8C (%)
(ppm) (ppm)
Pekmez 100,75+ 0,28 | 121,60+ 0,42 {2,414 +0,012|-24,61 + 0,08

Uziim 99,84 +£0,28 | 120,51 +£0,42 {2,414 +£0,008| -24,19+ 0,15

4 Nolu Pekmez ve Uziim Ornekleri

Numune Cinsi (D/H); (D/H)n R 8C (%o)
(ppm) (ppm)
Pekmez 105,89 £ 0,33 | 125,22+ 0,50 |2,365 +0,014|-26,18 £0,12

Uziim 103,09+ 0,46 | 122,18 £0,24 2,370+ 0,012 |-27,43 +0,11

5 Nolu Pekmez ve Uziim Ornekleri

Numune Cinsi (D/H); (D/H)ny R 8"C (%)
(ppm) (ppm)
Pekmez 101,42+ 0,29 | 124,62+ 0,56 |2,458 £0,011(-25,50=+0,12

Uziim 100,62 £ 0,27 | 122,87+ 0,65 | 2,442+ 0,013 |-26,23 + 0,07

Pekmez orneklerinin (D/H); ve (D/H)y degerleri kuru {iziim oOrneklerinkinden daha
biiyiilk, 1 nolu iiziim suyunda ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Pekmez

6rneklerinin 8"*C  degerlerinin ise 3 nolu 6rnek haricinde daha kiigik oldugu
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goriilmektedir. Bu degerlerin karsilastirilmasinin grafiksel goriiniimii Sekil 8.25°te

goriilmektedir.

Guyon vd. [47] ¢aligmalarinda siranin konsantre edilmesi tekniginin sarap izotopik
parametrelerini nasil degistirdigini incelemis ve bu tekniklerden yiiksek vakum altinda
konsantre hale getirilen siranin, konsantre edilmeden onceki (D/H); ve (D/H)y
degerlerinin kaydeger bir sekilde yiikseldigini, ancak R degerlerinin ¢ok fazla
etkilenmedigi belirtilmektedir.

Boliim 4.2.2°de belirtildigi gibi pekmez liziim sirasinin 1s1 yoluyla konsantre edilmesiyle
elde edilmektedir ki bu sebeple pekmez 6rneklerinin (D/H); ve (D/H)y degerleri liziime
gore cogunlukla artis gostermektedir. Ayni bolgede yetistirilen iiziim ve pekmez

numunelerinin (D/H);, (D/H);; ve 8"°C degerlerinin karsilastiriimas: Sekil 8.33tedir.
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Sekil 8.33 Ayni bolgede yetistirilen iiziim ve pekmez numunelerinin (D/H);, (D/H)y ve
§1C degerlerinin karsilastirilmasi.

8.4.6 Pekmez ve Uziim Numunelerinin Yetistigi Bolgelere Gore Kiyaslanmasi

Bolim 6.3’te  detaylaniyla anlatildigi  {izere iklimsel faktdrlerin  izotopik
fraksiyonlasmada oOzellikle doteryum igeriginde biiyiik etkileri vardir. Bu etkiyi
incelemek icin Devlet Meteoroloji Isleri Genel Miidiirliigiinden birtakim veriler elde
edilmistir [48]. Oncelikle Zirai Meteoroloji ve Iklim Rasatlar1 Dairesi Baskanliginca
hazirlanan bag i¢in filizlenme, ¢igeklenme ve olusum zamanlarin1 gosterir haritalardan
faydalanarak (Ek A) incelenen pekmez ve {iziim Orneklerinin bdlgelerine gore ayirimi
ve bu gecis tarih araliklar1 Cizelge 8.26’da gosterilmektedir. Sonrasinda, 1 Nisan-30
Eyliil 2010 arasinda ortalama sicaklik (°C), toplam giineslenme siiresi (saat), toplam
yagis miktar1 (mm) ve ancak belirtilen tarihler arasindaki veriler elde edilebildigi igin 1
Mayis-30 Ekim 2011 arasindaki toplam buharlasma miktarlar1 (mm) s6z konusu genel
miidiirlik internet sitesinden derlenerek yine incelenen pekmez ve {iziim 6rneklerinin
bolgelerine gore ayirimi bazinda Cizelge 8.27°de yer almaktadir. Ayrica numunelerin
yetistirildigi bolgelerin enlem ve denizden yiikseklik (rakim) bilgileri de Cizelge
8.27°de yer almaktadir.
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Cizelge 8.26 Incelenen pekmez ve iiziim &rneklerinin yetistirildigi bolgedeki baglarin

filizlenme, ¢i¢ceklenme ve olusum tarihleri

Numune Filizlenme | Ciceklenme Olusum
No Yetistigi Bolge ve Yer Tarih Tarih Tarih
Arahgi Arahg Arahgi
1 Marmara 15-30 Nisan | 25 Mayis- 8-28 Agustos
Tekirdag-Sarkoy 9 Haziran
2 Ege 1-15 Nisan | 10-25 Mayis | 29 Haziran-
Manisa- Sarigdl 19 Temmuz
3 I¢c Anadolu 1-15 Mayis | 9-24 Haziran | 19 Temmuz-
Nevsehir- Giilsehir 8 Agustos
4 Glineydogu Anadolu | 1-15 Nisan | 10-25 Mayis | 19 Temmuz-
Kilis 8 Agustos
5 I¢c Anadolu 1-15 Mayis | 10-25 Mayis | 19 Temmuz-
Kayseri-Yesilhisar 8 Agustos
6 Karadeniz-I¢ Anadolu | 1-15 Mayis | 25 Mayis-9 | 8-28 Agustos
(Tokat-Zile) Haziran
7 Akdeniz 1-15 Nisan | 9-24 Haziran | 28 Agustos-
Antalya-Akseki 17 Eyliil
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Toplanan bu verilerden iklim ve diger cevresel faktorlerden faydalanarak bir ayirim
yapilmaya calisilmistir. Oncelikle, iklim farklilig1 agisindan sicak-kurak, sicak-nemli,

soguk-kurak, soguk-nemli olmak iizere 4 bolgeye ayrilmistir.

Buharlagsmanin az oldugu boélgelerde doteryum igeriginin diislik olacagi, fazla yagis alan

(6zellikle yagmur) bolgelerde de doteryum oraninin yine diisiik oldugu belirtilmektedir.

8.4.6.1 Pekmez Numunelerinin Yetistigi Bolgelere Gore Kiyaslanmasi

(D/H)ii degerinin tiziimiin yetistirildigi bolgenin klimatolojisinden oldukca fazla ve
siradaki seker konantrasyonundan ¢ok az etkilendigi belirtilmektedir. Incelenen pekmez
orneklerinde tespit edilen (D/H)y ve (D/H); degerlerinin yukarida belirtilen, iklim
farklilig1 agisindan ayrilan ve pekmez oOrneklerinin yetistirildigi bolgelerin iliskisi

Cizelge 8.28°de verilmektedir.

Cizelge 8.28 Incelenen pekmez &rneklerinin yetistirildigi bolgeye gore iklimsel
bolgeleri ve bu bolgelerin tespit edilen (D/H)y ve (D/H); degerleri

ikli 5 (D/H)u | (D/H) e Numune
Iklimsel Bolge (ppm) | (ppm) Yetistigi Bolge ve Yer No
Sicak-kurak 12522 | 105,89 | Giineydogu Anadolu 4
Kilis
122,87 | 104,51 Ege )
Sicak-nemli Manisa- Sar1g6l
122,21 | 104,42 Akdeniz ;
Antalya-Akseki
121,60 | 100,75 I¢ Anadolu 5
Soguk-kurak Kayseri-Yesilhisar
124,62 | 100,62 Ig Anadolu ;
Nevsehir- Giilsehir
Soguk-nemli | 120,59 | 98,58 Marmara 1
Tekirdag-Sarkoy
Gegis 122,81 | 103,35 | Karadeniz-I¢ Anadolu 6

(Tokat-Zile)

* Karadeniz - I¢ Anadolu aras: iklim tipi

Pekmez numunelerinde tespit edilen (D/H);; degerleri kiyaslandiginda beklenildigi gibi,
en yiiksek deger 125,22 ppm ile sicak-kurak bir iklime sahip olan Gilineydogu Anadolu
Bolgesinde (GDAB) yetistirilen pekmezde en diisiik deger ise 120,59 ppm ile soguk ve

nemli bir iklimde yetisen pekmezde tespit edilmistir.
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GDAB yetisen pekmezi ise sicak-nemli bir iklimde yetisen pekmez izlemistir. Soguk ve
kurak bolgede yetisen pekmezin (D/H)y degeri ise soguk-nemli ve sicak-nemli

iklimlerde yetisen pekmezlerin arasinda tespit edilmistir.

Zile'nin cografi bolge olarak Orta Karadeniz Bolgesi'min giineyi ile I¢ Anadolu
Bolgesi'nin kuzeyinde bir ge¢it noktasinda olmasi nedeniyle her iki bdlgenin de iklim
ozelliklerini tasimaktadir. Yazlar sicak ve kurak, kislar 6zellikle kar yagish ve soguk
gecmekte, yagmurlar ise daha ziyade ilkbahar sonlarma kaymis olmakla birlikte
sonbaharin ilk aylarinda da goriilmektedir. Bu nedenle Zile'de genel olarak Karadeniz -
I¢ Anadolu aras1 iklim tipi goriilmektedir [49]. Bu iklim dzelliklerine sahip olan ydrede

yetistirilen iizimde ise (D/H)y degeri 122,81 ppm olarak tespit edilmistir.

Sadece soguk-kurak bir bolgeden Nevsehir’den temin edilen pekmez 6rneginin 124,62
ppm olan (D/H)y, hem kendi bolgesine ¢ok yakin bir bdlge olan Yesilhisar’dan temin
edilen pekmezden ¢ok farkli hem de 23,72°C ortalama sicaklik ve yetistirildigi tarih
araliginda 100,30 mm yagis alan GDAB’ye oldukca yakin bir degerdir. Déteryum
icerigi oksijen ile yakinen ilgilidir. Bu sebeple bu pekmez 6rneginin kuru {iziimden elde
edilmis olabilecegi yani pekmez yaparken iizlim sirasinin kendi suyundan ziyade

disaridan su ilavesiyle hazirlanmis olabileceginden siiphelenilmistir.

Ayrica Cizelge 8.28’de goriilecegi iizere pekmez Orneklerine ait (D/H); degerleri de

ayni1 sekilde bu farklandirilan iklemsel bolgeyle uyum i¢indedir.

En yiiksek (D/H); degeri 105,89 ppm ile GDAB yetistirilen, en diisiik deger ise 98,58
ppm ile soguk ve nemli bir iklimde yetistirilen pekmezde tespit edilmistir. Ege ve
Akdeniz bolgelerindeki pekmezlerde bu deger sirasiyla, 104,51 ve 104,42 ppm iken Zile
pekmezi 103,35 ppm olarak tespit edilmistir. Ic Anadolu Bélgesindeki Nevsehir ve
Kayseri illerinde yetisen pekmezlerde de (D/H); degerinin sirasiyla 100,62 ve 100,75

ppm oldugu gézlemlenmistir.

8.4.6.2 Uziim Numunelerinin Yetistigi Bolgelere Gore Kiyaslanmasi

Cizelge 8.29’da goriilecegi ilizere iliziim Orneklerine ait (D/H); degerleri pekmez
numunelerinde oldugu gibi ayni sekilde farklandirilan iklemsel bdlgeyle uyum
icindedir. Ancak iiziim oOrneklerinde tespit edilen (D/H)y degerleri arasinda benzer

iliskiye raslanilmamastir.

133



Cizelge 8.29 Incelenen iiziim suyu ve kuru iiziim érneklerinin yetistirildigi bolgeye gore
iklimsel bolgeleri ve bu bolgelerin tespit edilen (D/H)y ve (D/H)y

. o D/H)H (D/H)I Numune
iklimsel Bolge | { R,
8 (ppm) | (ppm) Yetistigi Bolge ve Yer No
Sicak-kurak 122,18 | 103,09 | Giineydogu Anadolu 4
Kilis
Sicak-nemli 119,91 | 103,58 Ege )
Manisa- Sar1gdl
122,87 | 100,62 Ig Anadolu 5
Soguk-kurak Kayseri-Yesilhisar
120,51 99,84 I¢ Anadolu 3
Nevsehir- Giilsehir
Soguk-nemli | 123,03 | 100,48 Marmara !
Tekirdag-Sarkoy

Yapilan ¢alismalardan agagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Calismamizin ilk kisminda yiiksek yogunluklu yapay tatlandiricilardan aspartam
ve sakarinin enstriimantal Yiiksek Performansl ince Tabaka Kromatografisiyle
(YPITK) nitel ve nicel analizi incelenmistir. Calismamizdaki YPITK metotlart
basit, ekonomik bir yontem olmakla beraber s6z konusu metotlarda dogrusallik,
dogrusallik araligi, dogruluk (geri kazanim) ve sistem kesinligi parametreleri
incelenmistir. Ayrica seker, un ve nisasta, yag, vitamin, kafein ve teobromin
(kakaodan gelen alkoloidler) gibi maddeleri igeren farkli matriks tiirlerinin
bulundugu ortamda ve bu sartlarda metotlarin spesifik oldugu goriilmiistiir.
Sonug¢ olarak bu metotlar gida sanayi i¢in, ozellikle is yogunlugu yiiksek
laboratuarlarda kisa siireli ve giivenilir olup rutin analizlerde diger yontemlere
gore (HPLC gibi) diisiitk-maliyetli alternatif yontemlerdir.

2. Calismamizin ikinci boliimiinde, incelenen pekmez ve iliziim Orneklerinin
karbohidrat verileri (fruktoz, glikoz ve sakaroz degerleri) Sekil 8.26’da yer alan
iicgen diyagraminda yerlestirilmis ve Tiirk Gida Kodeksi Uziim Pekmezi
tebliginde [45] belirtilen araliklar baz alinarak elde edilen isaretlenmis bolge
icinde olup olmadiklari kontrol edilmistir. Eger pekmez analizi ile bulunan
sonuglar bu bolge icinde degil ise o pekmezin hileli olma olasiliginin oldukca

yiiksek oldugu sonucuna ulasilmistir.
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. Yine ikinci boliimiinde yer alan ¢alisma, iilkemiz topraklarinda yetistirilen tiziim
ve Uzlim iriinleri ile ilgili olarak 6rneklerin fermente edilmesiyle elde edilen
alkolde SNIF-NMR® ve IR-MS yontemlerinin kullanilmasiyla yapilan ilk

izotopik caligmadir.

. Ik olarak yapilan bu ¢alismada SNIF-NMR® ve IRMS verilerinin birlikte
kullanilmasiyla Sekil 8.32’de gosterilen Tagsis iicgeni adi verilen grafik elde

edilmis ve bu grafik sayesinde liziim ve pekmez 6rneklerinin orijinal veya hileli
olup olmadig: hatta hileli ise ne tiir bir katki ile hile yapildigi hakkinda bilgi

edinilebilinmektedir.

. Yapilan calismalarda saf pekmez 6rneklerinin hem SNIF-NMR® hem de IRMS
sonuglar1  kirletilen Orneklerinkinden belirgin  derece farkli  olduklar

gozlemlenmistir.

. Ulkemizde bolca iiretilen iiziim ve bu iiziimden elde edilen iiriinlerin kontrolii

onem arz etmekle beraber, ililkemiz topraklarinda yetisen tiziimle ilgili bolgesel

farklandirmaya yonelik herhangi bir izotopik analiz su ana kadar yapilmamastir.

Ayn1 bolgede yetisen pekmez ve liziim numunelerinin SNIF-NMR sonucu elde

edilen (D/H); ve (D/H)y sonuglarinin biiyiik oranda oOrtiistiigii ve ayn1 zamanda

bu degerlerin meteorolojik verilerle olusturulan bolgelerle de uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Ik olarak tarafimizca yapilan bu calismada pekmez ve iiziim
ornekleri bolgesel olarak farklandirilmiglardir.

. Ayrica pekmez Orneklerinin, ayni bolgede yetistirilen kuru iiziim Orneklerine

gore doteryumca daha zengin olduklar1 tespit edilmistir.

. Bir pekmezin hileli olup olmadigin1 anlamak icin asagida belirtilen yol izlenir:

a. Numunelerin C13 analizleri, toplu kararli izotop analizinde biitiin olarak
geleneksel elementel analizorle CO,’ye doniistiiriilerek yapilir. Tiirk Gida
Kodeksi Uziim Pekmezi tebliginde sivi pekmezin 8”°C("°C/2C) degerinin
-23,5’den daha negatif olmasi gerektigi belirtilmektedir. Ancak son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda tagsisli gida {ireticilerinin gidalara sentetik
tatlandiric1 ilavesiyle bu teknigi bertaraf edecek big¢imde kodeks ve
yonetmeliklerde belirtilen 8'°C  degerinde hileli iriinler irettikleri

goriilmistiir [50].
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Oncelikle ¢alismamizin ilk kisminda yer alan analizlerle, yukarida belirtilen
tiirdeki sahteciligin tespiti amaciyla en yaygin sentetik tatlandiricilardan
aspartam ve sakarin aranir.

. Bunlar bulunamadiginda fruktoz, glikoz ve sakkaroz gibi dogal kaynakli
seker analizi sivi kromatografisi ile yapilarak bu degerlerin Sekil 8.26’da
gorilen {liggen diyagraminda isaretlenmis bolge i¢inde olup olmadigi kontrol
edilir.

Ancak pekmeze esit miktarlarda fruktoz ve glikoz ilavesi veya invert seker
ilavesi yapilarak fruktoz/glikoz orani dogal siradaki gibi 0,9-1,1 arasinda
ayarlandi ise, bu ilaveyi kromatografik olarak tespit etmek miimkiin degildir.
Bu asamada kararli izotop analizleri 6nem kazanir. SNIF-NMR® ve IRMS
analizleri sonucu elde edilen veriler, Sekil 8.32°de gosterilen Tagsis
ticgeninde referans bolge igersinde yer alip almadigi kontrol edilir ve farkl
bir bolgede yer almasi halinde ise ne tiir bir katki ile hile yapildigi hakkinda

yorum yapilabilinir.
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