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PİYASADA SATILAN BAZI ELMA SULARINDA HPLC YÖNTEMİYLE 
HMF (HİDROKSİMETİLFURFURAL) TAYİNİ 

ÖZET 

Şekerli gıdaların uygun olmayan sıcaklıklarda depolanması veya üretimleri esnasında 
uygulanan ısıl işleme tabi tutulması sonucu kimyasal tepkimelerle 
hidroksimetilfurfural (HMF) oluşur. Bu çalışmada, Türkiye’deki marketlerde satılan 
bazı elma sularındaki uygunsuzluklar gıda yönetmeliklerine göre değerlendirildi. Bu 
amaçla, marketlerden rastgele toplanan 8 farklı firmanın elma suyu ürünlerine 
sırasıyla pH, hidroksimetilfurfural (HMF) ve suda çözünür kuru madde miktarı 
analizleri yapıldı. Her bir örnek için HMF miktarı, Yüksek Performanslı Sıvı 
Kromatografisi (HPLC) kullanılarak analiz edildi. Elma sularındaki minimum ve 
maksimum HMF, pH ve suda çözünür kuru madde miktarı değerleri sırasıyla 1.77-
7.73 mg/L, 2.88-3.83 ve 11.3-11.8 olarak saptandı. Bu çalışmada ayrıca, marketlerde 
satılan üç farklı elma suyu örneğine 15°, 25° ve 35°C sıcaklıklarda 3 ila 6 hafta 
süreyle depolanması işleminin HMF oluşumuna etkisi belirlendi. Depolama 
süresince elma sularındaki HMF miktarlarının, depolama süresi ve sıcaklık artışına 
bağlı olarak arttığı tespit edildi. Depolama sonucunda HMF konsantrasyonunun üç 
farklı elma suyu örneğinde sırasıyla 4.39-15.89, 1.86-8.24 ve 28.55-45.89 mg/L 
arasında değiştiği gözlendi. Ayrıca bu ürünler üzerinde de pH ve suda çözünür kuru 
madde miktarı analizleri yapıldı. Yapılan kinetik hesaplamalar sonucu, elma 
sularında HMF oluşumunun sıfırıncı dereceden kinetik modele uyduğu saptandı. 
HMF oluşum reaksiyonunun aktivasyon enerjisi üç farklı elma suyu örneğinde 
sırasıyla 90.92, 153.17 ve 62.93 kj/mol olarak saptandı. Q10 değerlerinin sırasıyla 
2.06-5.80, 6.06-10.60 ve 1.56-3.57 arasında değiştiği görüldü.  

Anahtar Kelimeler: Elma suyu, HMF, HPLC, depolama, kinetik parametre, 
aktivasyon enerjisi, Q10 değeri. 
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DETERMINATION OF HMF (HYDROXYMETHYLFURFURAL) 
CONTENTS OF SOME APPLE JUICES ON THE MARKET BY HPLC 

METHOD 

ABSTRACT 

Hydroxymethylfurfural (HMF) were formed when foods that contains sugar stored at 
improper temperatures or heat treatment applied to high temperature during 
production. In this research, the conformities of some of the apple juices sold in the 
Turkish market were estimated according to Food Regulations. For this purpose, 8 
different companies essays in markets were collected randomly in order to analysis 
of pH, hydroxymethylfurfural (HMF) and water soluble dry matter of apple juices. 
HMF was analysed in the each sample was carried out by using High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC). Result indicated that minimum and maximum 
values for HMF, pH, water soluble dry matter of apple juices were estimated as 1.77-
7.73 mg/L, 2.88-3.83 and 11.3-11.8, respectively. In this study, was also determined 
the effect of the storage at 15°, 25° and 35°C between 3 and 6 weeks on HMF 
formation in three different apple juices sold in the market. During storage, HMF 
content in the apple juices increased by increasing storage time and temperature. 
HMF concentration at the end of storage time was observed between 4.39-15.89, 
1.86-8.24 and 28.55-45.89 mg/L in three different apple juices, respectively. Also, 
pH and water soluble dry matter analysis were performed on these products. 
According to kinetic calculations, the formation of HMF in apple juices followed a 
zero-order kinetic model. Activation energies for three different apple juices were 
found as 90.92, 153.17 and 62.93 kj/mol, respectively. Q10 values at 15-35°C ranged 
from 2.06-5.80, 6.06-10.60 and 1.56-3.57, respectively.  

Keywords: Apple juice, HMF, HPLC, storage, kinetic parameter, activation energy, 
Q10 value.  
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Meyve suları; aroması, ferahlatıcı etkisi, sindirime katkısı ve susuzluğa karşı uzun 

yıllardır tüketilmektedir. Ayrıca içeriğinde bulunan organik asitler, aminoasitler, 

şekerler, mineral ve fenolik maddeler ile suda çözünen vitaminler vb. bileşimler 

nedeniyle önemli bir besin kaynağıdır (Doyuran ve Gültekin, 2002). 

Meyve suyu; taze, olgun, sağlam ve meyve suyu üretimine elverişli meyvelerin 

tekniğe uygun olarak işlenmesiyle elde edilen meyve suyunun veya pürenin (pulpun), 

su, şeker ve izin verilen asit ilaveleri yapılarak veya yapılmadan ambalajlanması ve 

ısıl işlem uygulanarak dayanıklı hale getirilmesiyle üretilen bir içecek olarak 

tanımlanmaktadır (Doyuran ve Gültekin, 2002). 

Piyasaya sunulan meyve suları, berrak tip ve nektar tipi olarak ikiye ayrılır. Berrak 

tipi meyve suyu, presten alınan ham meyve suyundaki bulanıklıkların durultma ve 

filtrasyon gibi uygun tekniklerle uzaklaştırılmasıyla teorik olarak suda çözünmeyen 

katı parçacıkları içermeyen meyve suyu veya bunun konsantresinden elde edilir. 

Genel olarak üzüm, elma ve vişne suları bu yönteme örnektir. Nektar tipi meyve 

suyu ise meyvelerin palperden geçirilmesi ya da özel ekstraktörlerde sıkılmasıyla ve 

kaba parçacıkları uzaklaştırılarak meyve pulpu veya bunun konsantresinden 

hazırlanır. Nektar tipi, meyvenin suda çözünmeyen katı parçacıklarını da içerir ve 

bulanıklığı sabitleştirilmiştir. Genelde kayısı, şeftali, erik ve turunçgil meyvelerinden 

hazırlanır (Dokuzlu, 2004). 

Meyve suları %100 meyve suyu içeren, meyve nektarı %25-50 oranında meyve 

pulpu (püresi) içeren ve meyveli içecekler ise %3-30 oranında meyve suyu içeren 

içecekler olarak tanımlanır (Dokuzlu, 2004). Uzun yıllardır meyve suyu içeriği 

dikkate alınmadığı için, her türlü meyveli içecek ‘meyve suyu’ olarak 

isimlendirilmiştir. Tüketicinin zihninde meyve suyu ile meyve nektarı ve meyveli 

içecek kavramları birbirine karışabilmektedir. Bu sebeple, tüketiciyi en doğru şekilde 

bilgilendirmek amacıyla meyve suyu üreticileri etiketlerinde ‘meyve suyu’ yerine 

‘%100 meyve suyu’ yazmayı tercih etmişlerdir (Url-1). 
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Günümüzde meyve suları çoğunlukla meyve suyu konsantrelerinden; meyve 

nektarları meyve püresinden; meyveli içecekler ise meyve suyu ya da meyve 

püresinden hazırlanmaktadır (Doyuran ve Gültekin, 2002). 

Meyve sularında hem patojen mikroorganizmaların sebep olabileceği hastalık riskini 

ortadan kaldırmak hem de bozulmayı önlemek amacıyla ısıl işlem uygulaması 

zorunludur. Ancak, ısıl işlem uygulaması meyve sularının tat, renk, beslenme değeri 

ve antioksidan kapasitesi gibi bazı özelliklerinde önemli kayıplara yol açabilmektedir 

(Uysal Pala ve Kırca Toklucu, 2010). 

Meyve suyu işlemede uygulanan ısıl işlemlerden birisi de pastörizasyondur. Bu 

işlemden sonra meyve suyunun soğutulması; biyolojik dayanıklılığın pekiştirilmesi 

bakımından olduğu kadar, meyve suyunda doğal tat ve koku ile rengin korunması 

açısından da önem taşımaktadır (Ekşi ve Artık, 1986). 

HMF (hidroksimetilfurfural) varlığı, meyve sularında önemli bir kalite kriteridir. 

HMF, gıda kalitesinin bozulmasının belirtisi olarak kabul edilir (Gökmen ve Acar, 

1999). HMF oluşumu, üretim aşamasında ve depolama koşullarında özellikle sıcaklık 

ve ortam pH’ sına bağlı olarak farklılık göstermektedir. Bu farklılık, meyve suyu ve 

konsantrelerini içeren gıda ürünlerinde de doğrulanmaktadır (Janzowski ve diğ., 

2000). 

Taze meyvelerde HMF bulunmaz ancak şeker içeren gıdalarda kurutma ya da 

pişirme gibi ısıl uygulamalar boyunca doğal olarak oluşur ve asitli ortamda heksozun 

parçalanmasıyla veya Maillard reaksiyonu sırasında ara ürün olarak ortaya çıkar. 

HMF oluşumu meyve suları, bal, reçel, süt ve tahıl ürünleri gibi birçok gıda 

maddesinde depolama süresinin tayini ve ısıl işlemin iyi yapılıp yapılmadığını 

anlamak için kimyasal bir indeks olarak kullanılır. Ayrıca  HMF’ nin mutajenik ve 

DNA ipliğini parçalama aktivitesi sergilemesi, gıda maddelerinde HMF’ ye olan 

ilgiyi arttırmıştır (Batu ve diğ., 2014; Lee ve diğ., 2014). 

Gıda maddelerinde bulunan HMF’ nin belirli bir düzeyin üzerinde olması renkte 

esmerleşmeye, tat ve kokuda önemli bozulmalara ve ürünün besleyici değerinde 

azalmalara sebep olmaktadır. Bu durum, ürünün pazarlanabilme olanaklarının bir 

kısmını veya tamamını ortadan kaldırabilmektedir (Telatar, 1985a). Bu sebeple 

gıdalarda bulunmasına izin verilen HMF miktarı sınırlandırılmıştır. Elma suyu 

standardında maksimum HMF limiti 10 mg/L olarak belirtilmiştir (TS-3633, 1997). 
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Elma sularının kimyasal bileşimi elmanın çeşidi, büyüdüğü bölge, iklim, olgunluk ve 

kültürel uygulamaya bağlı olarak değişir. Üç yıllık periyotlarla üretilen elma 

sularındaki karboksilik asit, şeker ve mineral kompozisyonlarında önemli 

farklılıkların olduğu bildirilmiştir (Kermasha ve diğ., 1995). 

Bu çalışma, ülkemizde üretilen bazı elma sularında HMF miktarını belirlemek, 

standarda uygunluk açısından değerlendirmek, ayrıca farklı sıcaklık (15°, 25° ve 

35°C) ve sürelerdeki (1-6 hafta) depolama koşullarında HMF miktarlarındaki 

değişimi, reaksiyon kinetiklerinin Arrhenius denklemine göre aktivasyon enerjisinin 

incelenmesini ve sıcaklık katsayısı (Q10) değerlerinin 15-35°C arasındaki 

farklılıklarını araştırmak amacıyla yapılmıştır. 
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2. LİTERATÜR ÖZETLERİ 

2.1. Enzimatik Olmayan Esmerleşme Reaksiyonları (Maillard Reaksiyonu) 

Gıdaların, özelliklede meyve ve sebzelerden üretilen birçok ürünün, enzimlerin etkisi 

olmadan renk esmerleşmesine uğradıkları bilinmektedir (Cemeroğlu ve Acar, 1986). 

Gıdalarda enzimlerin rolü olmadan, indirgen şeker ve aminoasit varlığında, özellikle 

sıcaklık, oksijen, su aktivitesi, metal iyonu varlığı ve ortam pH’ sı gibi unsurların 

etkisiyle gerçekleşen reaksiyon dizisi ‘enzimatik olmayan esmerleşme reaksiyonları’ 

olarak tanımlanmaktadır (Ibarz ve diğ., 1999). 

Meyve sularının bileşiminde bulunan şekerler, organik asitler, aminoasitler ve 

proteinler kendi aralarında kimyasal tepkimelere eğilimli maddelerdir. Özellikle 

sıcaklığın da etkisi ile organik asitlerin katalizörlüğünde şekerlerle aminoasitler 

arasında oluşan tepkime sonucu melanoidler oluşmakta ve renk esmerleşmektedir. 

Melanoidlerin oluşumunda, askorbik asit degradasyonu, karamelizasyon ve maillard 

reaksiyonu olmak üzere üç ayrı mekanizma rol oynar. Melanoidlerin oluşumu 

sırasında ara ürün olarak ortaya çıkan HMF, bu üç mekanizmadan sadece maillard 

tepkimesi ve karamelizasyon sonucu oluşmaktadır (Telatar, 1985a). 

Askorbik asit degradasyonu, askorbik asidin oksidasyonuyla dehidroaskorbik aside 

dönüşmesi ve daha sonra dehidroaskorbik asidin aminoasitlerle tepkimeye girmesiyle 

parçalanmasına verilen addır (Gregory III, 1996). Bu olay, gıda ürününde besleyici 

değerin azalmasının yanı sıra, üründe hoşa gitmeyen tat ve renk değişimlerine sebep 

olmaktadır (Rodriguez ve diğ., 1991). Hem oksijenli hem de oksijensiz ortamda 

gerçekleşebilen bu tepkime daha çok turunçgil sularında görülmektedir (Johnson ve 

diğ., 1995). 

Karamelizasyon, şekerlerin alkali ve asidik koşullarda erime noktalarının üzerindeki 

sıcaklıklarda ısıtılması ve bunun sonucunda karamel denilen bileşiklere dönüşmesi 

olayıdır (Seo ve diğ., 2004). Özellikle pH, tuz ve sakkaroz konsantrasyonundan 

etkilenen bu reaksiyon, bazı gıdalarda istenirken, kontrol edilemediğinde arzu 

edilmeyen acı ve yanık tat oluşumuna sebebiyet vermektedir (Quintas ve diğ., 2007). 
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Enzimatik olmayan esmerleşme reaksiyonlarından bir diğeri ve en önemlisi, 

aminoasit ve proteinlerdeki amino grubu ile indirgen şekerler arasında meydana 

gelen Maillard reaksiyonu’dur (Carabasa-Giribet ve Ibarz-Ribas, 2000). 

Maillard reaksiyonu, lizin ve/veya diğer serbest aminoasitlerdeki serbest amino 

grubu ile glukoz ve maltoz gibi indirgen şekerlerin karbonil grubu arasında 

gerçekleşir. Bu reaksiyon orta nem koşulları, 50°C ‘nin üzerinde sıcaklık ve 4-7 arası 

pH değeri gibi ayrıcalıklı koşullara sahipken, karamelizasyon ise düşük su aktivitesi 

(aw), 120°C’ nin üzerinde sıcaklık ve 3-9 arası pH değeri gibi daha güçlü koşullarda, 

direkt şekerlerin degradasyonuyla meydana gelmektedir (Rufian-Henares ve diğ., 

2006).  

Maillard reaksiyonu adını, glukoz ve lizin çözeltisinin birlikte ısıtılması ile çözelti 

renginin esmerleştiğini ilk kez tayin eden Fransız bilim adamı ‘Maillard’dan 

almaktadır (Burdurlu ve Karadeniz, 2002). Maillard reaksiyonuyla ilgili ilk çalışmayı 

1912 yılında Maillard yapmış, daha sonra Amadori kendi adının verildiği glukoz ve 

aminoasitten ortaya çıkan kararlı bir bileşik saptamış, Heyns ise benzer bir bileşiğin 

fruktozdan meydana geldiğini belirlemiştir (Richardson, 2001). 

Maillard reaksiyonu, aldehit, keton ve indirgen şekerlerle, aminler, aminoasitler, 

peptitler ve proteinler arasında oluşan bir dizi tepkimeler bütünüdür (Batu ve diğ., 

2014). Zincirleme veya eş zamanlı Maillard reaksiyonları, indirgen şekerlerin 

karbonil grubu ile aminoasitlerin amino grubunun kondenzasyonu ile başlar ve erken 

uçucu ürünleri, orta ve yüksek molekül ağırlıklı kompleks bileşikleri meydana getirir 

(Yıldız ve diğ., 2010). 

Aminoasitlerin kaynağı proteinler ve peptitlerdir. Bunlar gıda ürünlerinde serbest 

olarak bulunabildikleri gibi, gıdaların işlenmesi ve depolanması sırasında proteinlerin 

hidrolize uğramaları sonucu da oluşabilmektedir. Amino asitlerin reaksiyona katılma 

öncelikleri farklıdır. Çeşitli araştırmalarda aminoasitlerin karboksil grubunun, amino 

grubunun aktivitesini engelleyebildiği belirtilmiştir. Bu durumun, karboksil grubu ile 

amino grubu arasındaki uzaklıkla ilişkili olduğuna değinilmiştir. Serbest 

aminoasitlerden lizin ve arginin tepkimeye daha hızlı girerken, aspartik asit ve 

glutamik asit tepkimeye daha yavaş girerler (Batu ve diğ., 2014). 

Maillard reaksiyonunun karbonil grubu kaynakları ise indirgen şekerlerdir. 

Reaksiyona yalnız monosakkaritler değil, laktoz ve maltoz gibi indirgen disakkaritler 



7 
 

de katılır. Heksozlar, bu indirgen özellikteki disakkaritlere oranla tepkimelere daha 

önce girerler. İndirgen olmayan özellikteki sakkaroz ise bu reaksiyona direkt 

katılmaz. Şekerlerin reaksiyona katılma öncelikleri sırasıyla pentoz, heksoz ve 

disakkaritlerdir (Alais ve Linden, 1991; Batu ve diğ., 2014). 

 

Şekil 2.1. Maillard reaksiyonu (Alais ve Linden, 1991). 

Şekil 2.1’ de oluşumu gösterilen Maillard reaksiyonlarının bir hayli kompleks 

olmasına karşın genel olarak üç basamakta oluştuğu bilinmektedir (Yıldız ve diğ., 

2010). 
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Maillard reaksiyonunun tersinir (reversible) olan birinci basamağında, indirgen 

şekerdeki karbonil grubu, proteinlerin amino grubundaki azotla tepkimeye girerek su 

kaybıyla beraber kapalı halka formundaki glikozilamini meydana getirir. 

Reaksiyonun geri dönüşlü olması, glikozilaminin özellikle sulu çözeltilerde kolayca 

hidrolize olmasına bağlanmıştır (Burdurlu ve Karadeniz, 2002). 

Reaksiyonun ikinci basamağı, renk değişiminin de başladığı basamaktır (Yıldız ve 

diğ., 2010). Bu basamakta; oluşan glikozilamin, 1-amino-1-deoksi-2-ketoza dönüşür. 

Zayıf asidik koşulların katalize ettiği bu dönüşüme ‘Amadori dönüşümü’ adı verilir 

(Burdurlu ve Karadeniz, 2002). 

İkinci basamaktan itibaren üç olasılık söz konusudur; Bunlardan birincisi ve en 

önemlisi, şekerlerin dehidratasyonu ve ardından Amadori ürünlerinin enolizasyonu 

(Bir karbon atomundan komşu karbonil grubunun oksijenine bir protonun göç etmesi 

ile doymamış bir alkol yani enol oluşması olayı) ile pH’ın 7’den düşük olduğu 

durumlarda pentozların furfurala; heksozların hidroksimetilfurfurala dönüşmesidir. 

PH’ın 7’den yüksek olduğu durumlarda ise Amadori ürünleri oldukça reaktif 

ürünlere enolize olur (Yıldız ve diğ., 2010). Amadori ürününün 

hidroksimetilfurfurale dönüşümü Şekil 2.2’ de gösterilmiştir. İkinci olasılık, 

moleküllerin parçalanmasıyla nitrojen içermeyen asetol, diasetil, piruvaldehit gibi 

karbonil bileşiklere dönüşmesidir. Sonuncu olasılık ise, daha ılımlı bir dehidrasyonun 

oluşmasıyla redüktanların açığa çıkmasıdır (Alais ve Linden, 1991). Redüktanlar, 

ortamda bulunan tepkimeye girmemiş aminoasitlerle tepkimeye girerek esmer renkli 

pigmentlerle aroma bileşenlerini meydana getirirler (Eskin, 1990; Aslanova, 2005). 

Karbonil gruplarının amino grupları ile kondansasyona uğradığı ve CO2 oluşumuyla 

kendini belli eden bu basamak Strecker degradasyonu (bozulması) olarak 

adlandırılır. Aromanın kaynağı, aldehit ve aldehit türevi bileşiklerdir (Yıldız ve diğ., 

2010).  

Maillard reaksiyonunun üçüncü ve son basamağında, meydana gelen bileşiklerin 

aminlerle birleşmesi, aldollerin kondansasyonu, aldehit ve aminlerin polimerize 

olmasıyla ‘melanoidin’ adı verilen heterosiklik, çözünmez yapıdaki koyu renkli 

bileşikler oluşmaktadır (Yıldız ve diğ., 2010). 
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Şekil 2.2. Amadori ürününün hidroksimetilfurfurale dönüşümü (Saldamlı, 1998). 

Maillard reaksiyonlarının hızı ortam sıcaklığı, asitlik, su aktivitesi (aw), indirgen 

şeker, aminoasit içeriği ve metal iyonlarına bağlıdır (Eskin, 1990; Roos ve Himberg, 

1994). 

Maillard reaksiyonununda şekerlerin katılma öncelikleri, ortam pH’sına göre 

değişmektedir (Namiki, 1988). Buna bağlı olarak, pH 6’da glukoz fruktozdan daha 

hızlı reaksiyona girerken, pH’nın 6’dan düşük olması durumunda fruktozun  

glukozdan daha aktif olduğu (Buera ve diğ., 1987) ve Maillard reaksiyon hızının 

genel olarak yüksek pH değerinde arttığı belirtilmiştir (Alais ve Linden, 1991). 

Maillard reaksiyonunda su aktivitesi (aw) büyük öneme sahiptir. Esmerleşmenin 

maksimum hıza ulaşmasındaki aw değeri gıdadan gıdaya değişir. Ancak, genellikle 

düşük ve yüksek aw değerinde tepkime hızının yavaşladığı, 0.6-0.7 aw değerindeki 

ortamlarda ise tepkimenin maksimum hızda gerçekleştiği bildirilmiştir (Fellows, 

2000). Bu nedenle, özellikle çok kurutulmuş ve orta nemli gıdalarda Maillard 

reaksiyonu önem taşımaktadır (Eskin, 1990). 

Metal iyonlarının Maillard reaksiyonu üzerine hızlandırıcı etkisinin bulunduğu tespit 

edilmiştir (Labuza ve Baisier, 1993). Yapılan çalışmalarda Mn2+, Sn2+, Cu2+ ve Fe3+ 

iyonlarının reaksiyon hızını artırdığı gösterilmiştir (Alais ve Linden, 1991). Ayrıca 

tuz ya da tampon maddelerin Maillard reaksiyonu hızına etki ettiği bildirilmektedir 
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(Matiacevich ve Buera, 2006). Kalsiyum, potasyum ve magnezyum gibi minerallerin 

de HMF konsantrasyonunu arttırdığı belirtilmektedir (Lee ve Nagy, 1988). 

Maillard reaksiyonunun hızını etkileyen en önemli unsurun sıcaklık olduğu ortaya 

çıkmaktadır (Yılmaz ve Toledo, 2005). Her 10°C’ lik sıcaklık artışının Maillard 

reaksiyon hızını 4 kat artırdığı ifade edilmektedir (Eskin,1990). Maillard reaksiyonu 

sıcaklıkla doğru orantılı olduğundan, meyve sularına ısıl işlem uygulanması 

esnasında verilen sıcaklık arttıkça meydana gelen HMF miktarı da bu oranda 

artmaktadır (Bergdol ve Holmes, 1950; Elmastaş, 2011). 

2.2. Meyve Sularında HMF Oluşumu 

Meyvelerde HMF, meyvelerin meyve suyuna işlenmesi süresince uygulanan ısıl 

işlemler ile şekerlerin dehidrasyonu veya aminoasitlerle reaksiyona girmesi ile 

oluşmaktadır (Telatar, 1985a). Meyve suyuna belirli ölçüde ısıl işlem uygulamasıyla 

konsantre edip hacimden kazanma, mikrobiyal gelişmeyi önleme ve enzimlerin 

inaktivasyonuyla enzimatik bozulmaları engelleme hedeflenmektedir. Hangi amaçla 

olursa olsun ısıl işlem, meyve suyunda enzimatik olmayan esmerleşme 

reaksiyonlarına sebebiyet vermektedir (Batu ve diğ., 2014). 

Maillard tepkimesinde şekerlerin degradasyonuyla HMF oluşumunda en önemli 

katalitik etki, meyve suyunun içeriğinde bulunan organik asitlerden 

kaynaklanmaktadır. Mevcut organik asitler içerisinde özellikle malik asit bu açıdan 

en etkili madde olarak bilinmektedir. Ortamdaki organik asitlerin fazlalığı ile meyve 

suyunda oluşan HMF miktarı da buna dayalı olarak artmaktadır (Telatar, 1985a).  

Monosakkaritlerin yoğun asitli ortamda ve yüksek sıcaklıkta üç molekül su 

kaybetmesiyle dehidratasyon meydana gelir. Bunun sonucunda, heksozlardan 5-

Hidroksimetilfurfural oluşur (Şekil 2.3; Lee, 1983). Hem Maillard reaksiyonu hem 

de heksozların asidik ortamda sıcaklık etkisiyle dönüşümü, meyve suyunda HMF 

oluşumuna etki etmektedir (Ekşi ve Artık, 1986). 
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Şekil 2.3. Heksozların asidik ortamda ısıtılmasıyla 5-HMF oluşumu (Lee, 1983; Batu 
ve diğ., 2014). 

Şekerlerden HMF oluşumu zaman, sıcaklık, su aktivitesi, katalizör miktarı ve 

kullanılan şekerin yapısına dayalı olarak değişir. Isı miktarının ve asit katalizör 

maddelerin artmasına bağlı olarak ketozlar aldozlara göre daha çok miktarda HMF 

oluştururlar. Ayrıca katalizör yokluğunda daha yavaş ve daha az HMF meydana gelir 

(Batu ve diğ., 2014).  

Asidik ortamda heksozların ısıtılması sonucunda yavaş enolizasyon ve üç su 

molekülünün hızlı β-eliminasyonu meydana gelir. Aslında, fruktoz ve glukozun asit 

katalizli degradasyon (bozulma) mekanizmasının ilk adımında 1,2- veya/ve 2,3-

enediolik ara ürünleri üretmesi, HMF oluşumundan önce hızlı bir şekilde su 

moleküllerinin ortadan kalkmasını sağlar (Pereira ve diğ., 2011). Şekerlerin asit 

katalizli dehidrasyonu ile HMF oluşumu Şekil 2.4’ te gösterilmektedir.  

 

Şekil 2.4. Şekerlerin asit katalizli dehidratasyonuyla HMF oluşumu (Pereira ve diğ., 
2011). 
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Maillard tepkimesinde şekerlerin yanı sıra aminoasitler de önem kazanmaktadır. 

Miktarlarının artması sonucu reaksiyonun şiddetinde de artma meydana gelmektedir. 

Reaksiyona katılan aminoasitlerin türleri de reaksiyon hızını değiştirebilir. Örneğin; 

L-arginin ve 4-amino-bütirik asit esmer renk oluşumunda diğer aminoasitlerden daha 

fazla etkiye sahiptir (Batu ve diğ., 2014). 

2.3. HMF’ nin İnsan Sağlığına Etkileri 

HMF’ nin gıdalarda depolamaya bağlı artış göstermesi dikkat çekicidir. Bu sebeple 

gıda ürünlerinde HMF oluşumu kalite ve besin kayıplarına yol açtığı gibi, insan 

sağlığını tehdit ettiği de çeşitli çalışmalarda ortaya konmuştur (Ferrer ve diğ., 2002; 

Block ve diğ., 2003). Deney farelerinde vücut ağırlığı göz önüne alındığında, oral 

yoldan alınan HMF’ nin LD50 değerinin 3.1 g/kg olduğu belirtilmiştir (Ulbricht ve 

diğ., 1984). 

HMF’ nin kobay farelerinde kolon kanserine sebep olduğunu, DNA yapısını, 

hücrenin enzim aktivitesini ve karaciğer fonksiyonlarını bozduğunu gösteren çalışma 

sonuçları mevcuttur (Glatt ve diğ.,2005; Janzowski ve diğ., 2000). Deney fareleri 

üzerinde yapılan araştırmalarda, 1260-3150 mg HMF uygulamasının deri lezyonları 

(doku bozukluğu) oluşturduğu ve deri tümörünü artırdığı, 200 mg/kg vücut ağırlığı 

bazında ise karaciğer tümörünü geliştirdiği bildirilmiştir (Miyakawa ve diğ., 1991). 

Ayrıca HMF proteinlerle birleştiğinde, vücut içinde birikmesi nedeniyle sinir sistemi 

için de zararlı olabileceği ve sonunda kaslar ve iç organların zarar görmesine neden 

olabileceği belirtilmiştir (Li ve Lu, 2005; Pereira ve diğ., 2011). 

Yapılan çalışmalarda HMF’ nin 30 farklı türevinin olduğu bildirilmektedir 

(Lewkowski, 2001). HMF’nin 5-klorometil- ve 5-sülfooksimetilfurfural (SMF) gibi 

türevleri sitotoksik, genotoksik ve tümoral etkiler ile ilişkilendirilmiştir (Pereira ve 

diğ., 2011). HMF’nin standart genotoksisite testlerinde aktif olmadığı, ancak 

mutajenik ve karsinojenik olan 5-sülfooksimetilfurfural (SMF) kimyasal reaktif ara 

ürününe metabolize olabildiği belirtilmiştir (Bakhiya ve diğ., 2009). 
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Şekil 2.5. 5-klorometilfurfural (Url-2) ve 5-sülfooksimetilfurfural (SMF)’ın kimyasal 
yapısı (Bakhiya ve diğ., 2009). 

HMF, kimyasal reaktif ve genotoksik metaboliti olan SMF’yi aktive edilebilir. 

Yapılan bir çalışmada, 250 mg/kg tek doz SMF uygulamasından sonra, birçok 

hayvanın ölümüne neden olmasıyla SMF’nin güçlü toksisitesi tespit edilmiştir. Bir 

sonraki daha düşük dozun (125 mg/kg) ise hayvanlarda atipik bir renal hiperplazi 

geliştirdiği belirtilmiştir (Bakhiya ve diğ., 2009). 

Genotoksisite testlerinde inaktif olmasına rağmen, HMF’ nin sıçan ve farelerde 

tümörejenik aktivitelerinin bulunduğu konusunda kesin indikatörlerden söz 

edilmektedir. HMF, kolondaki anormalliklerin (ACF: aberrant crypt foci) 

başlamasında öncü ve teşvik edici olarak gösterilmektedir (Archer ve diğ., 1992; 

Zhang ve diğ., 1993). Zhang ve diğ. (1993) yaptıkları çalışmada, farelerde oral 

yoldan tek doz (0-300 mg/kg vücut ağırlığı) alınan HMF’ nin dozuna bağlı olarak 

ACF oluşumunda artış olduğunu gözlemlemişlerdir. Surh ve Tannenbaum (1994) ise, 

10-25 µmol HMF miktarının farelerin derilerine uygulanmasının deride 

papillomaların (siğillerin) başlamasına sebep olduğunu bildirmektedir. 

Bunun dışında, Ulusal Toksikoloji Programı (National Toxicology Program) 

tarafından yürütülen uzun vadede karsinojenisite çalışmasında HMF’nin dişi 

farelerde hepatosellüler adenom insidansını arttırdığı bulunmuştur (Bakhiya ve diğ., 

2009). Bu nedenle son yıllarda yapılan çalışmalarda HMF’nin özellikle kanserojen 

ile ilgisine önem verilmiştir (Pereira ve diğ., 2011).  

HMF’nin tahmin edilen günlük alım dozu kişi başına 30-150 mg aralığında 

(Janzowski ve diğ., 2000) olup, bu değer tahmini olarak kişi başına 2.5 mg/kg vücut 

ağırlığına eşittir (Hulsoy ve diğ., 2008). 
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2.4. Kromatografi 

Kromatografi, bir karışımdaki maddelerin, biri sabit diğeri hareketli faz olmak üzere 

birbiriyle karışmayan iki fazlı bir sistemde ayrılması ve saflaştırılmasıdır. Çeşitli 

maddelerin hareketli faz yardımıyla, sabit faz üzerinde, farklı hızlarla hareket 

etmeleri veya yürütülmeleri temeline dayanır. Hareketli faz, sabit faz üzerinde 

sürüklenerek örnek bileşenlerinin ayrılmasını sağlar. Çeşitli kromatografi türleri 

mevcuttur (Url-3): 

1-Ayrılma Mekanizmalarına Göre; 

Adsorpsiyon kromatografisi  

Dağılma kromatografisi  

Jel filtrasyon kromatografisi 

İyon değiştirme kromatografisi  

İyon çifti kromatografisi  

Afinite kromatografisi 

2- Uygulama Çeşidine Göre; 

a)Düzlemsel kromatografi  

Kağıt kromatografisi  

İnce tabaka kromatografisi (TLC)  

b)Kolon kromatografisi  

Gaz kromatografisi (GC)  

Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) 

3-Faz Türlerine Göre; 

3.1. Sıvı kromatografisi  

Sıvı-Katı kromatografisi  

Sıvı-Sıvı kromatografisi  

3.2. Gaz kromatografisi  

Gaz-Katı kromatografisi  

Gaz-Sıvı kromatografisi 
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2.4.1. Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) 

Sıvı kromatografisi, düzlemsel yüzeylere ve kolonlara uygulanabilen bir 

kromatografi çeşididir. Sıvı kromatografisi metodunun özel bir uygulaması olan 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) metodunda, sabit faz olarak 

kullanılan dolgu maddelerinin partikül büyüklüğünün küçültülmesi neticesinde 

hareketli faz ile etkileşen sabit faz yüzey alanı genişler ve böylece kolonun 

etkinliğinin arttırılması sağlanır. Çok sıkı olarak doldurulmuş kolondan hareketli 

(mobil) fazın belli bir hızla yürütülebilmesi için basınç uygulaması gereklidir (Url-3).  

Başlangıçta basınç; modern sıvı kromatografisinin temel kriteri olarak 

düşünülmekteydi ve bu nedenle ‘Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi’ olarak 

isimlendirilmekteydi. Fakat günümüzde bu tanım geçerliliğini yitirmektedir. Çünkü 

yüksek performans sadece basıncın değil, diğer birçok unsurun birleşmesiyle 

meydana gelmektedir. Dar bir dağılım aralığında çok küçük taneciklerin 

kullanılması, tek biçimli gözenek boyutu ve dağılımı, yüksek basınçta kolon 

paketleme, düşük hacimli örnek enjektörleri, duyarlı dedektörler ve iyi bir 

pompalama sistemi kullanımı gibi sebepler nedeniyle ‘yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi’ tanımı yapılmaktadır (Gencer, t.y.). 

Kolonlarda sabit faz olarak çoğunlukla silika jel ve alumina kullanılmaktadır. Sabit 

faz ayrılması gereken maddeleri parçalamamalı, ayrılması beklenen maddelerle 

kimyasal tepkimeye girmemeli, adsorpsiyon kapasitesi yüksek olmalı ve 

adsorpladıkları maddeleri kolayca geri vermelidir (Url-3). 

 
HPLC birimleri: 

a)Hareketli (Taşıyıcı) faz deposu 

b)Bir veya birden fazla pompa 

c)Enjektör 

d)Ayırma Birimi; Kolon 

e)Ölçüm Birimi; Dedektör 

f)Kaydedici (Veri sistemi); Bilgisayar  

g)Atık Deposu  
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Şekil 2.6. HPLC çalışma prensibi (Butler ve Guthertz, 2001). 

Numune bileşenlerinin ayrılması kolonda gerçekleşir. Durgun faz mm boyutlu poröz 

(gözenekli) taneciklerden oluştuğundan, hareketli fazın kolondan geçişi için yüksek 

basınç pompalarına gerek duyulmaktadır. HPLC pompası, sistemde mobil fazın 

(elüentin) enjektör, kolon ve dedektör boyunca sürekli sabit akışını sağlayan sıvı 

kromatografi sisteminin en önemli kısımlarından biridir. Kromatografik süreç, 

numunenin kolona enjeksiyon edilmesiyle başlar. Komponentlerin ayrılması, analit 

ve hareketli fazın kolona pompalanmasıyla devam eder (Gencer, t.y.). HPLC çalışma 

prensibi Şekil 2.6’ da gösterilmiştir. 

Numuneler HPLC’ ye enjeksiyon ünitesinden enjekte edilir. Enjeksiyon ünitesi, basit 

bir enjeksiyon valfi ve numune haznesinden meydana gelir. Numune, enjeksiyon 

öncesi mobil fazda çözülerek bir şırınga yardımıyla valften enjekte edilir (Gencer, 

t.y.). 

Sabit fazla daha güçlü bağları olan numuneler kolondan daha yavaş geçer ve ayrılma 

süreleri daha yavaş olur. Mobil fazla etkileşimi daha güçlü olan numunelerin 

ayrılması ise daha hızlıdır. En etkili kolonlar, en keskin pikleri oluşturan ve 

yayılmayı engelleyerek daha iyi ayrılma sağlayanlardır (Fidancı, 2009). 

Kolon dolgu maddeleri genellikle silika ve alümina yapıdadır. Dolgu maddeleri 

gözenekli (poröz), küresel, düzensiz, peliküler ve mikro tiplerindedir. Silika (SiO2), 

yüzeyinde bulunan (-OH) gruplarındaki aktif hidrojenden dolayı biraz asidiktir 

(PH:4). Bu asitlik, su ile yıkanarak giderilir. Tamamen poröz silika, peliküler silika 

ve mikro silika olmak üzere üç farklı silika tipi bulunmaktadır. Mikro silika ile daha 

keskin pikler elde edilir. Dolgu maddelerinin seçiminde taneciğin büyüklüğü, tanecik 
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büyüklüğünün dağılımı, taneciğin biçimi, gözenek hacmi ve yüzey alanı gibi 

özellikler önem taşır (Hışıl, 2010). 

Dedektör, cihazdan geçen bir maddenin varlığını tespit ederek bilgisayar ekranına 

bununla ilgili sinyal gönderen bölümdür ve sabit fazın hemen arkasında yer alır. 

Monitörde, kromatogramı oluşturan pikleri meydana getirir. HPLC’ de kullanılan 

dedektör tiplerinden bazıları UV (ultraviyole), RI (refraktif indeks), FD (flüoresan 

detektör), MS (mass spektrofotometri)’ dir. UV detektörleri, numunenin farklı dalga 

boylarında ışığı absorplama oranını ölçer (Fidancı, 2009). Son zamanlarda 

geliştirilmiş, Diyot Dizinli Dedektörler (Diode Array Detector-DAD), akış 

hücresinden örnek bileşenleri geçerken bileşiklerin UV-görünür spektrumlarının 

alınmasına olanak tanımaktadır. Bu spektrumlar, standartla karşılaştırılarak hem pik 

teşhisi hem de pik saflığı hakkında bilgiler sunar. Ayrıca bileşiklerin flüoresans 

özelliklerinin de ölçülebilmesi, pik teşhisi için ek bilgiler vermektedir (Hışıl, 2010). 

RI detektörleri, numunedeki moleküllerin ışığı yansıtma oranını ölçer. Bu özellik, 

maddenin refraktif indeksini verir. FD detektörleri, bileşiğin farklı dalga boylarında 

ışığı emme ve tekrar yayma oranını ölçer. MS detektörlerinde ise, moleküller iyonize 

edilir ve kütle analizatöründen geçerek bulunan iyonlar saptanır (Fidancı, 2009). 

HPLC için ideal bir dedektör; geniş konsantrasyon aralığında yüksek duyarlılığa, 

düşük gürültü seviyesine, bilinen seçiciliğe sahip olmalı ve kromatografik 

çözünürlüğe olumsuz etki etmeksizin kolondan geçen bileşiklere duyarlı olmalıdır. 

Ayrıca dedektör, sıcaklık ve basınçtaki değişimlere de duyarlı olmamalı, analiti 

yapılacak örneğin türüne elverişli olmalıdır. Sıvı kromatografisinde en çok kullanılan 

dedektörler, ultraviyole veya görünür ışığın absorpsiyonuna dayanır (Hışıl, 2010). 

Ayrılan her bir komponentin pikleri kaydedilir ve her bir bileşen için alınan dedektör 

cevabı, kromotogram olarak monitörde görüntülenir (Gencer, t.y.). 

Kromatogramlardan kantitatif verilerin üretimi, pik yüksekliği veya pik alanlarının 

tayinini gerektirir. Pik yüksekliğinin ölçümü nispeten kolaydır, ancak mobil faz 

kompozisyonunda ya da kolon sıcaklığında çok az bir değişiklik, pik yüksekliğini ve 

alıkonma zamanlarını etkiler. Bu durumda, pik alanlarının ölçülmesi tercih edilir 

(Hışıl, 2010). 

Bileşikte bulunan maddeleri tanımlanmak, tüm HPLC uygulamalarında en kritik 

bölümdür. Miktar tayini, bir maddenin karışım içindeki yoğunluğunun bulunmasına 
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dayanır. Öncelikle standart bileşiklerin konsantrasyonları ölçülür ve bu bileşiklerin 

kromatografisiyle elde edilen grafikler (kromatogramlar), bilinmeyen maddeyle 

karşılaştırılarak miktar analizi yapılır (Fidancı, 2009). 

HPLC son 20 yılda en çok gelişmiş kromatografik tekniklerden biridir. Cihazın en 

büyük avantajı, ısıya dayanıklı olmayan ve uçucu olmayan maddeleri de analiz 

edebilmesidir (Hışıl, 2010). HPLC yöntemi, kullanıcı becerisine daha az bağımlıdır 

ve tekrarlanabilirliği daha fazladır. HPLC kolonu ise rejenerasyon gerekmeksizin 

birçok kez kullanılabilir. Ayrıca analiz süresinin kısa olması ve duyarlılığının yüksek 

olması da cihazın avantajlarındandır (Url-3).  

2.4.2. Ters faz kromatografisi (Reversed phase HPLC) 

Ters faz kromatografi (RP-HPLC veya RPC), normal faz kromatografisinin tersi bir 

prensibe dayanır. Normal faz kromatografisi (NP-HPLC), polar bir sabit faz ve 

apolar bir mobil (hareketli) faz içerir. Sistem, analitleri polaritesine göre ayırır ve 

polar analitler, polar sabit faz tarafından tutulur. Adsorpsiyon kuvvetleri, analitlerin 

polaritesi arttıkça artar ve polar analit faz ile polar sabit faz arasındaki etkileşimin 

artması, analitin kolondan ayrılma süresini uzatır. Ters faz kromatografisinde ise, 

apolar bir sabit faz ve sulu, kısmen polar bir mobil faz vardır. Sistem, nispeten polar 

olmayan analit ve apolar sabit faz arasındaki itici hidrofobik etkileşimler prensibine 

göre çalışır. Analitin sabit faza bağlanması, analit moleküldeki apolar kısım ile sabit 

faz arasındaki temas yüzey alanıyla orantılıdır (Bansal ve diğ., 2010). 

 
Şekil 2.7. Ters faz sıvı kromatografisi çalışma prensibi (Url-4). 
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Ters faz kromatografide analitlerin yüzeye apolar işlev gösteren gruplarıyla 

bağlanmasından dolayı, en polar analit kolondan en önce çıkar. Bu kromatografi 

türü, orta-yüksek polarlığa sahip analitler için bir hayli kullanışlıdır. Ters faz ayırma 

metodu, numune ile apolar bağlanma fazı ve polar sabit faz arasındaki basit ayrılma 

olayına dayanır. Polaritesi yüksek numune bileşenleri, apolar bileşiklerin apolar 

yapıdaki kolonda gecikmesine bağlı olarak en önce gelir. Burada apolar 

materyallerin kolonda tutulması söz konusudur (Url-5). Çok sayıda organik 

komponenti ayırabilme becerisi nedeniyle sıkça tercih edilen HPLC çeşididir 

(Gencer, t.y.). Ters faz kromatografisi çalışma prensibi Şekil 2.7’ de gösterilmiştir. 

Ters faz kromatografide mobil faz olarak asetonitril, metanol ve etanol gibi suyla 

karışabilir polar organik çözücüler kullanılır. Analitler, mobil fazda çözülebilir 

olmalıdır. Durağan (sabit) faz olarak silika (SiO2.xH2O) ve alümina (Al2O3.xH2O) 

kullanılır. Silika, bilinen performansı ve düşük maliyeti sebebiyle en çok tercih 

edilendir. Normal faz kromatografide mobil faz olarak, düşük polariteye sahip ve 

suyu uzaklaştırılmış hekzan, toluen, etil asetat ve metanol gibi organik çözücüler 

kullanılır. Kullanılan analitler mobil fazda çözülebilmelidir. Polar sabit faz olarak ise 

siyano (-CN), amino (-NH2) ve diol (2OH) gibi çeşitli fonksiyonel gruplar silikaya 

bağlı olarak kullanılır (Url-6). Şekil 2.8’ de ters faz ve normal fazın kolon dolgu 

maddeleri gösterilmiştir. 

 
Şekil 2.8. Ters faz ve normal fazın kolon dolgu maddeleri (Url-3). 

Ters faz kromatografi, daha tekrarlanabilir olması ve geniş uygulanabilirlik 

özellikleriyle tüm HPLC uygulamalarının %75’inde kullanılır. Bu nedenle en yaygın 

kullanılan sıvı kromatografisi haline gelmiştir (Url-6). 
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Ters faz kromatografisinin normal faza göre üstünlükleri: 

1)Normal faz kromatografisinde, sıvı fazın kontrolü çok önemli ve kritiktir. Mobil 

fazın bileşiminde bulunan küçük değişiklikler kromatogramda bariz farklılıklara 

sebep olabilir.  

2)Dengeye ulaşma süresi normal faz kromatografisinde oldukça yavaştır.  

3)Polar maddelerin ayrışımı normal faz kromatografisinde çok yavaştır, ayrıca 

yayvan piklere neden olur.  

4)Apolar çözücülerin pahalı olmasının yanı sıra bunları nemden uzak tutmak da 

güçtür (Url-3). 
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3. MATERYAL ve METOT 

3.1. Materyal 

Bu araştırmada materyal olarak kullanılan piyasaya hakim elma suyu ürünleri, 

marketlerden rastgele ve kareler metoduna göre alındı (Pearson, 1973). Değişik 

firmaların %100 elma suyu örnekleri 1/1, 1/4 ve 1/5 hacimlerindeki tetra-pak ve cam 

şişe ürünlerinden seçilerek her firmayı bu üç farklı hacimli örnekten biri temsil etti.  

Çalışmaya materyal oluşturan farklı firmaların elma suyu numunelerine ait ambalaj 

bilgileri aşağıdaki gibidir (Çizelge 3.1); 

Çizelge 3.1. İncelenen elma sularına ait ambalaj bilgileri. 
Ürün Kodu Üretim ve Son Kullanma 

Tarihi 
Ürün miktarı 

A 17.09.14/17.09.15 200 ml 
B -/21.08.2016 1 L 
C 23.12.14/23.12.15 200 ml 
D 13.10.14/13.10.15 200 ml 
E 20.06.15/20.06.16 200 ml 
F -/27.05.2017 250 ml  

(cam şişe) 
G 22.08.15/22.02.17 1 L 
H -/12.06.15 1 L  

 
Çizelgedeki bilgilerden de görüleceği gibi elma sularının raf ömürleri 12 ay ila 18 ay 

arası değişmekte olup ambalajların üzerinde son kullanma tarihi veya hem üretim 

hem son kullanma tarihi belirtilmiştir. 

Bulguların incelenmesinde her elma suyu ayrı ayrı ele alınarak, ilgili mevzuat veya 

standart hükümlerine göre değerlendirme yapıldı. Her bir ürün için analiz ikişer kez 

yapılarak, örnekler üzerinde HMF, pH değeri ve suda çözünür kuru madde tayini 

(°Briks) analizleri yapıldı.  

Sıcaklıkla HMF değişimini ölçmek için; üç farklı firmadan temin edilen %100 elma 

sularından her firmanın üretim ve son kullanma tarihi aynı olan örnekleri seçilerek 
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orijinal ambalajlarında 15°, 25° ve 35°C olmak üzere üç farklı sıcaklıkta 3 ila 6 hafta 

arası değişen sürelerde depolandı. Depolama süresince farklı haftalarda alınan her 

örnek için analiz iki defa yapılmak üzere örnekler üzerinde HMF, pH değeri ve suda 

çözünür kuru madde tayini (Briks) analizleri yapıldı. Depolamada 15°C’de Binder 

soğutmalı etüv KB115, 25°C’de Nüve EN055 ve 35°C’de Nüve EN055 etüvleri 

kullanıldı. 

Araştırmaya materyal oluşturan farklı firmaların elma suyu numunelerine ait ambalaj 

bilgileri Çizelge 3.2’ de gösterildi. Elma sularından ikisinin cinsi belirtilmemiş olup, 

birinin (Y) Amasya cinsi elma suyu olduğu belirtilmiştir. 

Çizelge 3.2. Farklı sıcaklıklarda depolanan elma sularına ait ambalaj bilgileri. 
Ürün 
Kodu 

Üretim ve Son kullanma 
tarihi 

Ürün 
miktarı 

Ürünün bileşimi 

X 29.06.15 
29.06.16 

200 ml %100 elma suyu. 
Su, elma suyu konsantresi.  

Y  
18.09.15 
18.09.16 

 
200 ml 

%100 amasya elma suyu. 
Su, elma suyu konsantresi, 
asitlik düzenleyici (sitrik 

asit). 
Z 22.08.15 

22.02.17  
 

1 L 
%100 elma suyu. 

İçme suyu, elma suyu 
konsantresi. 

 

3.2. Metot 

3.2.1. Hidroksimetilfurfural (HMF) tayini 

Hidroksimetilfurfural (HMF) tayini, Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC-

DAD, Agilent 1200 Series) yöntemiyle International Federation of Fruit Juice 

Producers’ a göre yapıldı (Anonim, 1996).  

Elma sularında HMF, ters faz sıvı kromatografisi yardımıyla RP-18 kolonda, 280 nm 

dalga boyunda ölçüm yapabilen UV dedektör yardımı ile tanımlandı ve miktar tayini 

yapıldı. 

Cihaz  Şartları: 

Kolon                : RP-18 reversed phase  (Superspher-100, Agilent HPLC Cartridge 

250-4) 

Kolon sıcaklığı     : Oda sıcaklığı  
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Mobil faz              : Metanol / Su (10 / 90 olacak şekilde) 

Akış hızı               : 1 ml/dk  

Enjeksiyon hacmi : 20 µl  

3.2.1.1. Kimyasal maddeler ve çözeltiler 

Araştırmada kullanılan tüm kimyasal maddeler HPLC ölçümüne uygun saflıkta 

kullanıldı.  

 HMF (5-Hydroxymethyl-2-furancarbaldehyde), saf (Merck, Schuchardt, 

Germany). Cas-No: 67-47-0 

 Carrez I çözeltisi: 15 g potasyum ferrosiyanür (K4Fe(CN)6.3H2O) (Solem- 

Cas-No: 14459-95-1) destile su ile 100 ml’ ye tamamlandı. 

 Carrez II çözeltisi: 30 g çinko asetat (Zn(CH3COO)2.H2O) (Carlo Erba 

Reagents – Cas-No: 5970-45-6) destile su ile 100 ml’ ye tamamlandı. 

 Metanol (Merck / Cas-No: 67-56-1) 

 Ultra saf su (Triple distilled water) 

 Kaba süzgeç kağıdı 

3.2.1.2. Kalibrasyon eğrisinin hazırlanması 

HMF standart çözeltisinden 5 mg alınarak 50 ml’ lik balon jojede saf su ile çizgiye 

kadar tamamlandı. Böylece 100 mg/L olan HMF standart çözeltisinden 50 ml’ lik 

dört ayrı balon jojeye sırasıyla 5 ml, 7.5 ml, 10 ml ve 15 ml konularak saf suyla 

çizgisine kadar tamamlandı. Böylelikle 10 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L ve 30 mg/L 

olmak üzere dört ayrı konsantrasyonda HMF standart çözeltileri elde edildi. 

Farklı konsantrasyonlardaki çözeltiler 0.45 µm’ lik membran filtreden süzülerek 

şırınga yardımıyla cihaza enjekte edildi. Her bir konsantrasyona karşı elde edilen 

alan, kromatogramdan okunarak çalışma eğrisi oluşturuldu. Kalibrasyon eğrisi 

grafiği Şekil 3.1’ de gösterildi. 
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Şekil 3.1. HMF kalibrasyon eğrisi. 

 

Şekil 3.2. HMF standardı için kromatogram (10 mg/L). 

 
3.2.1.3. Örnek hazırlama 

Elma suyu numunesinden 25 ml alınarak 50 ml ölçülü balon jojeye aktarıldı. Üzerine 

1 ml Carrez-I çözeltisi eklenip karıştırıldıktan sonra 1 ml Carrez-II çözeltisi eklendi 

ve tekrar karıştırıldı. Elde edilen karışım saf suyla 50 ml’ ye tamamlanarak kaba 

süzgeç kağıdından süzüldü. Süzüntüden 2 ml alınıp 1:1 oranında seyreltilerek 0.45 

y = 176,21x - 881,95 
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µm’ lik membran filtreden süzüldü (Anonim, 1996; Tüfekçi, 2008). Süzüntüden 

şırınga yardımıyla cihaza enjekte edilerek pikler tanımlandı. Pik tanımlanması, 

standart HMF’ nin geliş dakikası ve spektrumuna bakılarak yapıldı. 

3.2.1.4. Hesaplama 

Numunelerdeki HMF miktarı, standart çözelti ve numunelerin pik alanları 

karşılaştırılarak hesaplandı. HMF pik alanı ile konsantrasyon arasında doğrusal bir 

ilişki vardır. Örnekteki HMF pikinin alanı, standart ile oranlanarak miktar tayini 

yapıldı. Nihai sonuç, seyreltme faktörü ile çarpılarak hesaplandı. HMF miktarı sıvı 

örneklerde mg/L cinsinden aşağıdaki formülle hesaplandı (Elmastaş, 2011).  

HMF = (AN/AS) × CS × Seyreltme faktörü                                (3.1) 

AN : Numune çözeltisine ait HMF pikinin alanı 

AS : Standart HMF çözeltisine ait HMF pikinin alanı 

CS : Standart HMF çözeltisinin konsantrasyonu  

3.2.2. PH değeri tayini 

Hidrojen iyonu konsantrasyonu için pH değeri, pH metre (İnolab WTW PH 720 

series) ile saptandı. pH metre, standart tampon çözeltileri ile kalibre edildikten sonra 

bir beher içerisine alınan örneğe daldırılarak cihazdaki değer sabitlendiğinde okuma 

işlemi yapıldı. 

3.2.3. Suda çözünür kuru madde miktarı (°Briks) tayini 

Örneklerin briks değeri, masa üstü bir reflaktometre  (Reichert Leica abbe markII) ile 

belirlendi. Cihaz destile suyla kalibre edildikten sonra numuneler bir damlalık 

yardımıyla cihaz haznesine damlatılarak briks derecesi (100 gr’ da çözünen madde 

miktarı)  okundu. 
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3.2.4. Kinetik parametrelerin hesaplanması 

3.2.4.1. Reaksiyon hız sabitinin (k) hesaplanması 

Reaksiyon hız sabitinin hesaplanması için, HPLC kullanılarak elde edilen HMF 

değerleri değişimleri y eksenine, süreler ise x eksenine yazılarak bir grafik 

oluşturuldu. Grafikten elde edilen eğriye linear regrasyon analizi uygulanarak eğrinin 

denklemi hesaplandı. Bu işlem, numunelere uygulanan her bir sıcaklık için yapılarak, 

regrasyon analiziyle elde edilen denklemlerin eğimlerinin kullanılmasıyla reaksiyon 

hız sabitleri (k) hesaplandı. (Aslanova, 2005). 

Sıfırıncı dereceden reaksiyonda; k = eğim                                                              (3.2) 

Birinci dereceden reaksiyonda;   k = eğim × (2.303)                                              (3.3) 

3.2.4.2. Aktivasyon enerjisinin hesaplanması 

Sıcaklığın reaksiyon üzerine etkisini ifade eden aktivasyon enerjisi (Ea), Arrhenius 

eşitliği kullanılarak hesaplandı (House, 1997). 

k = A × e (-Ea / RT)                                                (3.4a) 

k = Reaksiyon hız sabiti 

A = Frekans faktörü (moleküllerin birbirine çarpma hızı) 

Ea = Aktivasyon enerjisi (cal/mol veya J/mol) 

R = Gaz sabiti (1.987 cal/mol.K) 

T = Sıcaklık (Kelvin) 

İncelenen reaksiyonda k değerlerinin doğal logaritmaları (In k) grafiğin y eksenine, 

bu değerlere karşılık gelen sıcaklık (Kelvin) değerlerinin resiprokali (1/T) ise 

grafiğin x eksenine yazılarak doğrusal bir eğri elde edildi. Elde edilen eğriye 

regrasyon analizi uygulanarak, grafik denklemine ait eğim ile gaz sabiti çarpımından 

aktivasyon enerjisi (Ea) hesaplandı (House, 1997; Aslanova, 2005). 

                                       In k = – Ea / RT + In A                                                 (3.4b) 

                                       In k = (– Ea / R) . (1/ T) + In A                                     (3.4c) 
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3.2.4.3. Q10 değerinin hesaplanması 

Bir reaksiyonun sıcaklığa bağımlılığını ifade eden Q10 değeri, aşağıdaki formül 

yardımıyla hesaplandı (Aslanova, 2005). 

Q10 = (k2/k1)10/ (T
2 

– T
1

)                                           (3.5) 

T1, T2: Reaksiyonun gerçekleştiği sıcaklıklar (K). 

k1: T1 sıcaklığında gerçekleşen reaksiyon hız sabiti. 

k2: T2 sıcaklığında gerçekleşen reaksiyon hız sabiti. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Elma Sularında HMF Değerleri 

Analiz edilen elma suyu numunelerinde HMF değerleri 1.77-7.73 mg/L (ppm) 

arasında bulundu (Çizelge 4.1). Bu değerler, elma suyunda HMF limit değeri olan 10 

mg/L ile kıyaslandığında hiçbir örneğin limiti aşmadığı ve standarda uygun olduğu 

görüldü (TS-3633, 1997). 

Çizelge 4.1. Elma suyu numunelerinde HMF miktarları (mg/L). 
Örnek Çalışılan 

örnek 
sayısı 

1 2 Xort Standart 
sapma 

A 2 1.49 2.06 1.77 0.40 

B 2 5.69 5.48 5.58 0.15 

C 2 5.37 4.27 4.82 0.78 

D 2 2.20 2.30 2.25 0.07 

E 2 3.20 3.62 3.41 0.30 

F 2 8.53 6.94 7.73 1.12 

G 2 5.74 6.56 6.15 0.58 

H 2 2.42 2.13 2.27 0.20 

Yapılan analiz sonucunda ortalama değerler üzerinden bakıldığında A örneğindeki 

HMF miktarının en az, F örneğindeki HMF miktarının ise diğer örneklerden fazla 

olduğu tespit edildi. İkişer paralel olarak analiz edilen örneklerin ortalama değerleri 

üzerinden standart sapmaları hesaplandı. Hesaplanan değerlere bakıldığında D 

örneğindeki standart sapma değeri en düşük, F örneğindeki standart sapma değeri en 

yüksek bulundu. Bu sonuçlara bakıldığında, D örneğindeki her iki paralelin HMF 

değerleri yakın bulunarak, tutarlılık gösterdiği görüldü. F örneğindeki iki paralel 

arasındaki HMF değerleri arasındaki fark daha fazla bulunarak bunun standart 

sapmasının artmasına neden olduğu gözlendi. 
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4.1.1. Sıcaklığa tabi tutulan elma sularında HMF değerleri 

Üç farklı elma suyu markasının 15°, 25° ve 35° sıcaklıklarda 3 ila 6 hafta arası 

depolanması süresince HPLC ile belirlenen HMF değerleri, her bir marka için ayrı 

ayrı ele alındı. Bu çalışma kapsamında X marka elma suyu numunesi 6 hafta 

depolanarak üç farklı sıcaklıkta HMF değerleri incelendi (Çizelge 4.2). 

Depolama başlangıcında 4.39 mg/L olan X marka elma suyu HMF miktarının 15°C 

sıcaklıkta 6 hafta depolanması sonucunda 0.85 mg/L, 25°C sıcaklıkta 6 hafta 

depolanması sonucunda 2.02 mg/L ve 35°C’ de 6 hafta depolanması sonucunda ise 

11.50 mg/L arttığı tespit edildi. Bu değerlere bakıldığında, 15°C’ de depolama 

sonunda elma suyunun HMF miktarında önemli bir artma olmadığı, en yüksek artışın 

ise 35°C’ deki depolama sonucunda gerçekleştiği görüldü. 

Çizelge 4.2. X firmasına ait elma suyunun farklı sıcaklık ve sürelerde HMF değerleri 
(mg/L). 

 

 

Bir diğer elma suyu markası Y numunesi de 6 hafta depolanarak üç farklı sıcaklıkta 

HMF değerleri incelendi (Çizelge 4.3). Depolama başlangıcında 1.86 mg/L olan 

HMF miktarının, 6 hafta depolama sonucunda 15°C’ de 0.10 mg/L, 25°C’ de 0.62 

mg/L ve 35°C ise 6.38 mg/L arttığı tespit edildi. Bu numunede de en yüksek HMF 

artışının 35°C’ de gerçekleştiği belirlendi. 

 X   

Depolama 
Sıcaklığı (°C)               

Depolama 
Süresi (Hafta) 

HMF  
(mg/L) 

                            0 4.39  

 2 4.53  

15 4 5.19  

 6 5.24  

 

25               

2 

4 

6 

5.46  

6.00  

6.41 

                2 7.81  

35 4 11.59  

 6 15.89  



31 
 

Çizelge 4.3. Y firmasına ait elma suyunun farklı sıcaklık ve sürelerde HMF değerleri 
(mg/L). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
Çizelge 4.4. Z firmasına ait elma suyunun farklı sıcaklık ve sürelerde HMF değerleri 

(mg/L). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Z marka elma suyu numunesi ise HMF miktarlarının belirlenmesi için 15°C’de 5 

hafta, 25°C ve 35°C’ de 3’er hafta depolandı (Çizelge 4.4). Böylece düşük bir 

sıcaklık olan 15°C’ de daha belirgin HMF artışının gözlenmesi sağlandı. Depolama 

 Y  

Depolama 
Sıcaklığı (°C)               

Depolama 
Süresi (Hafta) 

HMF  
(mg/L) 

                            0 1.86 

 2 1.87 

15 4 1.90 

 6 1.96 

 

25               

2 

4 

6 

2.03 

2.17 

2.48 

                2 3.13 

35 4 5.18 

 6 8.24 

 Z  

Depolama 
Sıcaklığı (°C)               

Depolama Süresi 
(Hafta) 

HMF  
(mg/L) 

                            0 28.55 

 1 29.70 

15 3 30.10 

 5 34.38 

 

25               

1 

2 

3 

29.63 

29.76 

34.05 

                1 30.57 

35 2 38.01 

 3 45.89 
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başlangıcında HMF miktarı 28.55 mg/L bulunarak, 3 haftalık depolama sonundaki 

HMF miktarları karşılaştırıldığında, 15°C’ de 1.55 mg/L, 25°C’ de 5.50 mg/L ve 

35°C’ de 17.34 mg/L artış gösterdiği tespit edildi. 15°C’ de 5 haftalık depolama 

sonucundaki HMF miktarının ise, başlangıca göre 5.83 mg/L arttığı gözlendi. Bu 

firma için de en yüksek artışın 35°C ‘de gerçekleştiği görüldü. 

İncelenen Z marka elma suyunun depolama başlangıcında yüksek HMF değerine 

sahip olması, üretimde yüksek ısıl işleme tabi tutulması ya da yüksek sıcaklıkta 

muhafaza edilmesi neticesinde olabilir. Zaten HMF değeri standardın üzerinde tespit 

edilen bu ürünün HMF artış miktarının, yüksek sıcaklık uygulamalarında X ve Y 

numunelerine göre daha fazla arttığı görülmektedir. 

Elma sularının 3 ila 6 hafta depolanması sonucu HPLC ile ölçülen HMF artışının 

grafiksel gösterimi Şekil 4.1, 4.2 ve 4.3’ de verildi. Grafikler incelendiğinde 15°C ve 

25°C’ de depolanan elma sularının HMF artışları birbirine yakın bulunurken, 35°C’ 

deki artış oldukça yüksektir. Depolama sıcaklığının 15°C’ den 25°C’ ye 

çıkarılmasının HMF miktarında fazla etkisi olmazken, sıcaklığın 35°C’ ye 

çıkarılmasının yüksek miktarda artışa sebep olduğu gözlendi. HMF oluşumuna ait 

reaksiyon hız sabiti (k) değerlerine bakıldığında, 15°C, 25°C ve 35°C’ de depolanan 

elma sularındaki HMF artış hızlarının büyükten küçüğe doğru sırasıyla Z, X ve Y 

şeklinde gerçekleştiği görüldü. 

  

Şekil 4.1. Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan X firmasına ait elma suyunda HMF 
değişim grafiği. 

 

15°C: y = 0,1605x + 4,356, R² = 0,8866 

25°C: y = 0,33x + 4,575, R² = 0,9491 

35°C: y = 1,914x + 4,178, R² = 0,9973 
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Şekil 4.2. Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan Y firmasına ait elma suyunda HMF 
değişim grafiği.  

 

 

Şekil 4.3. Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan Z firmasına ait elma suyunda HMF 
değişim grafiği. 

Depolama zamanına karşı çizilen HMF miktarı grafikleri incelendiğinde, eğrilerin 

sıfırıncı dereceden reaksiyon kinetiğine uygun olduğu görüldü. 

4.2. Elma Sularında pH ve °Briks Değerleri 

Piyasadaki bazı elma sularına ait pH ve suda çözünür kuru madde miktarları (°Briks) 

Çizelge 4.5’ te verilmiştir. 

15°C: y = 0,0165x + 1,848, R² = 0,8963 

25°C: y = 0,1x + 1,835, R² = 0,9667 

35°C: y = 1,0595x + 1,424, R² = 0,9654 
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15°C: y = 1,0683x + 28,279, R² = 0,8622 

25°C: y = 1,663x + 28,003, R² = 0,7808 

35°C: y = 5,946x + 26,836, R² = 0,9473 
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Çizelge 4.5. Elma suyu örneklerinde pH ve °Briks değerleri. 
Örnek pH °Briks 

A 3.40 11.7 

B 3.72 11.5 

C 3.33 11.3 

D 3.36 11.6 

E 3.50 11.7 

F 3.58 11.8 

G 2.88 11.4 

H 3.83 11.5 

İncelenen elma suyu örneklerinde pH değerleri 2.88-3.83 arasında değişmekte olup, 

en düşük pH değerinin G firmasına, en yüksek pH değerinin ise H firmasına ait 

olduğu görüldü (Çizelge 4.5). PH değeri açısından standart hükümlerinde herhangi 

bir sınırlama bulunmamaktadır.  

Elma suyu örneklerinde suda çözünür katı madde miktarlarının (°Briks) 11.3-11.8 

değerleri arasında değiştiği (Çizelge 4.5) ve standartta bildirilen en az 11.2 değeri ile 

karşılaştırıldığında, bütün örneklerin °Briks oranlarının standarda uygun olduğu 

görüldü (Anonim, 2014). 

4.2.1. Sıcaklığa tabi tutulan elma sularında pH ve °Briks değerleri 

Üç farklı sıcaklığa (15°, 25° ve 35°C) tabi tutulan ve değişik sürelerde depolanan X, 

Y ve Z firmalarına ait pH ve °Briks değerlerinin sıcaklıkla değişimi incelenerek 

Çizelge 4.6, 4.7 ve 4.8’ de gösterildi.  
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Çizelge 4.6. Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan X firmasına ait elma suyunda pH 
ve °Briks değerleri. 

 

Çizelge 4.7. Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan Yfirmasına ait elma suyunda pH 
ve °Briks değerleri. 

 
 
 
 
 
 

Depolama 

Sıcaklığı (°C)               

Depolama 

Süresi (Hafta) 

             X  

pH °Briks 

                            0 3.32 11.7 

 2 3.21 11.6 

15 4 3.25 11.8 

 6 3.28 11.8 

 

25               

2 

4 

6 

3.20 

3.24 

3.27 

11.7 

11.7 

11.6 

                2 3.18 11.7 

35 4 3.24 11.7 

 6 3.25 11.7 

Depolama 

Sıcaklığı (°C)               

Depolama 

Süresi (Hafta) 

             Y  

pH °Briks 

                            0 3.49 11.8 

 2 3.54 11.8 

15 4 3.46 11.6 

 6 3.56 11.8 

 

25               

2 

4 

6 

3.44 

3.51 

3.55 

11.8 

11.7 

11.8 

                2 3.43 11.7 

35 4 3.49 11.7 

 6 3.52 11.9 
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Çizelge 4.8. Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan Z firmasına ait elma suyunda pH 
ve °Briks değerleri. 

X ve Z firmasına ait pH değerleri incelendiğinde sıcaklık artışına bağlı olarak 

başlangıçtaki değere göre düşük bir azalma olduğu, Y firmasına ait pH değerlerinde 

ise az miktarda artış olduğu gözlendi. 

Çizelgelerde de görüldüğü üzere X, Y ve Z elma sularında °Briks değerleri 11.3-11.9 

arasında bulunmuş olup, hepsinin standarda uygun olduğu gözlendi (Anonim, 2014). 

Elma sularına ait bu °Briks değerlerinin, depolama sıcaklığı ve süresine dayalı olarak 

belirgin bir değişime uğramadığı görüldü. 

4.4. HMF Oluşumunda Kinetik Verilerin Değerlendirilmesi 

Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan elma sularına ait HMF değerleri ile depolama 

süreleri ayrı ayrı grafiğe geçirildi. Grafikten elde dilen bilgiler ışığında her bir 

grafiğe ait regrasyon katsayılarının hesaplanması ve determinasyon katsayılarının 

(R2) karşılaştırılması ile elma suyu örneklerinin sıfırıncı dereceden kinetik modele 

uyduğu belirlenerek, hesaplamalar bu kinetiğe göre yapıldı. 

Grafikten bulunan hız sabiti (k) değerleri ile depolama sıcaklığı arasındaki ilişki 

Çizelge 4.9’ da gösterildi. Buradan, sıcaklığın artmasıyla beraber k değerlerinin de 

arttığı görüldü. 

Depolama 

Sıcaklığı (°C)               

Depolama Süresi 

(Hafta) 

               Z  

pH   °Briks 

                            0 2.97 11.5 

 1 2.98 11.4 

15 3 2.90 11.4 

 5 2.94 11.6 

 

25               

1 

2 

3 

2.92 

2.84 

2.89 

11.5 

11.4 

11.5 

                1 2.88 11.4 

35 2 2.84 11.3 

 3 2.90 11.3 
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Çizelge 4.9. Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan elma sularında HMF oluşumu 
üzerine sıcaklığın etkisi (reaksiyon hız sabitleri). 

Örnek  Depolama Sıcaklığı 
(°C) 

Reaksiyon Denkliği Hız Sabiti k 
(mol/hafta) 

 

X 

15 

25 

35 

 y = 0.1605x + 4.356 

 y = 0.3300x + 4.575 

 y = 1.9140x + 4.178 

0.1605 

0.3300 

1.9140 

 

Y 

15 

25 

35 

 y = 0.0165x + 1.848 

      y = 0.1000x + 1.835 

 y = 1.0595x + 1.424 

0.0165 

0.1000 

1.0595 

 

Z 

 

15 

25 

35 

   y = 1.0683x + 28.279 

   y = 1.6630x + 28.003 

   y = 5.9460x + 26.836 

1.0683 

1.6630 

 5.9460 

15°C sıcaklıkta depolanan üç farklı firmanın (X, Y ve Z) elma suyu örneğinde HMF 

oluşumuna ait reaksiyon hız sabitleri sırasıyla (k) 0.1605, 0.0165 ve 1.0683 mol/hafta 

olarak saptandı. Bu değerlere bakılarak 15°C’ deki reaksiyon hızının en hızlı Z 

firmasındaki elma suyunda gerçekleştiği görülmektedir. 

25°C sıcaklıkta depolanan üç farklı elma suyu örneğinde HMF oluşumuna ait k 

değerleri sırasıyla 0.3300, 0.1000 ve 1.6630 mol/hafta olarak bulundu. Bu değerlere 

bakılarak, 25°C’ deki reaksiyon hızının Z firmasındaki elma suyunda en hızlı 

gerçekleştiği belirlendi. 

35°C sıcaklıkta depolanan üç farklı elma suyu firmasında (X, Y, Z) HMF oluşumuna 

ait reaksiyon hız sabitleri (k) sırasıyla 1.9140, 1.0595 ve 5.9460 mol/hafta olarak 

bulundu. Bu değerlere bakıldığında 35°C ‘deki reaksiyon hızının en hızlı Z 

firmasındaki elma suyunda gerçekleştiği tespit edildi. Ürünlerin üç sıcaklıkta 

hesaplanan k değerleri, HMF oluşum hızının sıcaklığa dayalı olarak arttığını 

göstermektedir. Bu değerlere göre, her üç sıcaklıkta da reaksiyonun en hızlı Z 

firmasına ait elma suyunda gerçekleşmesi, bu elma suyunun sıcaklık değişimlerine 

daha duyarlı olduğunu göstermektedir. Bu değerlerden yola çıkarak X ve Z elma 

suyu örneklerindeki reaksiyon hız sabitinin Y (Amasya) elma suyundan daha hızlı 

olduğu görüldü. 

Elma sularının farklı sıcaklıklarda ve sürelerde depolanmaları sırasında HMF 

oluşumunun sıcaklığa bağlı değişimini saptamak üzere hesaplanan veriler tablo 
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halinde Çizelge 4.10’ da, elde edilen bu veriler kullanılarak çizilen Arrhenius 

grafikleri ise Şekil 4.4’ te gösterildi. 

Çizelge 4.10. Elma sularının farklı sıcaklık ve sürelerde depolanmalarına ilişkin 
Arrhenius grafiği için veriler. 

Örnek Sıcaklık 
 (°C)           (K) 

k (mol/hafta) -In k (1/T) × 103 
(K-1) 

 

X 

  15             288 

  25             298 

  35             308 

0.1605 

0.3300 

1.9140 

1.8295 

1.1087 

-0.6492 

3.4722 

3.3557 

3.2467 

 

Y 

  15             288 

  25             298 

  35             308 

0.0165 

0.1000 

1.0595 

4.1044 

2.3026 

-0.0578 

3.4722 

3.3557 

3.2467 

 

Z 

 

  15             288 

  25             298 

  35             308 

1.0683 

1.6630 

 5.9460 

-0.0661 

-0.5086 

-1.7827 

3.4722 

3.3557 

3.2467 

Elde edilen Arrhenius grafiği eğrilerinden hesaplanan aktivasyon enerjisi değerleri ve 

her 10°C’ lik sıcaklık artışının HMF oluşumuna gösterdiği etkiyi açıklayan Q10 

değerleri Çizelge 4.11’ de gösterildi. 
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Şekil 4.4. Farklı sıcaklıklarda depolanan elma sularında oluşan HMF’ ye ait 

Arrhenius grafikleri. 

y = 10,937x - 35,966 
R² = 0,9358 
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y = 18,423x - 59,753 
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y = 7,5687x - 26,203 
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Çizelge 4.11. Farklı sıcaklıklarda depolanan elma sularında oluşan HMF’ ye ait 
kinetik veriler. 

Hesaplanan aktivasyon enerjisi (Ea) değerleri, 15°-35°C arasında sıcaklığın 

reaksiyon hızına etkisini açıklarken, Q10 değerleri ise 15°-25°C ve 25°-35°C gibi her 

10°C’ lik sıcaklık aralığındaki etkisini belirtmektedir.  

Farklı firmalara ait elma sularının depolanması sürecinde oluşan HMF değerlerinden 

aktivasyon enerjisi (Ea) değerleri sırasıyla 21.73 kcal/mol (90.92 kj/mol), 36.61 

kcal/mol (153.17 kj/mol) ve 15.04 kcal/mol (62.93 kj/mol) olarak hesaplandı. 

Aktivasyon enerjisi (Ea) değeri yüksek ise, tepkimenin daha zor başlayacağı ve 

reaksiyonun daha yavaş yürüyeceği anlamına gelir. Buradan yola çıkarak, en yüksek 

Ea’ ya sahip Y firmasına ait Amasya cinsi elma suyunda reaksiyonun daha yavaş 

gerçekleştiği ve sıcaklık değişimlerine daha az duyarlı olduğu görülür. Z firmasına 

ait elma suyunun Ea değerinin diğerlerinden düşük çıkması, bu elma suyunda 

reaksiyonun daha hızlı gerçekleştiğinin ve sıcaklık değişimlerine daha fazla duyarlı 

olduğunun göstergesidir. Bu değerlere bakıldığında X ve Z elma suyundaki düşük 

Aktivasyon enerjisi, bu örneklerde non-enzimatik esmerleşme reaksiyonlarının daha 

tercih edilebilir olduğunu göstermektedir. 

Q10 değerleri, X firmasına ait elma suyunda 2.06-5.80, Y firmasına ait elma suyunda 

6.06-10.60 ve Z firmasına ait elma suyunda 1.56-3.57 arasında değişmektedir. Bu 

sonuçlara göre, en düşük Q10 değeri Z firmasına ait elma suyunda, en yüksek Q10 

değeri ise Y firmasına ait elma suyunda saptanmıştır. Bu sonuçlara bakılarak, Ea  

değerleri ile Q10 değerleri arasında doğrusal bir ilişki olduğu görülmektedir. 

 

 

 

 

Örnek 

Ea  Q10  

kcal/mol kj/mol 15-25°C 25-35°C 

X 

Y 

Z 

21.73 

36.61 

15.04 

  90.92 

153.17 

  62.93 

   2.06 

   6.06  

   1.56 

   5.80 

  10.60 

   3.57 
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5. TARTIŞMA 

Isıl işlem görmüş şekerli gıdalardaki en önemli kalite kriterlerinden biri olan ve 

gıdanın üretim aşamasında maruz kaldığı ısıl işlemin şiddetinin ve muhafaza edildiği 

sıcaklık koşullarının bir göstergesi olarak kabul edilen HMF miktarları 

incelendiğinde; 8 farklı firmaya ait elma suyu numunelerinde HMF değerleri 1.77-

7.73 mg/L arasında bulunarak hepsinin standarda uygun olduğu tespit edildi. Buda 

elma sularının iyi bir üretim aşamasından geçtiğinin ve uygun sıcaklık koşullarında 

depolandığının bir göstergesidir.  

HPLC ile analiz edilen HMF miktarları ile daha önce çalışmalar yapmış yazarların 

buldukları değerler benzerlik taşımaktadır; 

Telatar (1985a), farklı elma türlerinin elma suyu ve konsantrelerine işlenmesi 

esnasında HMF oluşumunu araştırdığı çalışmasında HMF miktarlarını 0-1.05 mg/L 

arasında bulduğunu belirtmiştir. Tüfekçi (2008), piyasada satılan bazı meyve 

sularının özelliklerinin gıda mevzuatına uygunluğunu araştırdığı çalışmasında elma 

sularında HMF değerlerini 1.62-7.49 mg/L arasında bulduğunu belirtmiştir. Elmastaş 

(2011) yaptığı araştırmada, elma suyu numunelerinde HMF değerlerinin 1.01-2.70 

mg/L arasında olduğunu bildirmektedir. Bizim bulduğumuz HMF değerleri ile bu 

araştırmalardaki değerler benzerlik göstermektedir. Bu sonuçlar, elma sularının iyi 

bir üretim işleminden geçmesiyle ve materyallerin tüketim sürelerinin kısa 

tutulmasıyla ilişkilendirilebilir.  

Lee ve diğ. (2014), satılan meyve sularında patulin ve 5-hidroksimetilfurfural (5-

HMF)’ın aynı anda tespitini araştırdıkları çalışmada elma sularında HMF miktarını 

0.08-14.5 mg/L arasında bulmuşlardır. Bu sonuçlara göre, bazı HMF değerlerinin 

yüksek oranda oluştuğunu ve IFFJP (Uluslararası Meyve Suyu Üreticileri 

Federasyonu) limitlerini (meyve sularında maksimum HMF limiti 5-10 mg/L) 

aştığını belirtmişlerdir. Bu sonuçlara bakılarak, bu elma sularının tüketim sürelerinin 

uzun tutulduğu veya uygun olmayan sıcaklık koşullarında depolandığı sonucuna 

varılabilir. 
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Sıcaklığa tabi tutulmayan elma sularındaki suda çözünür kuru madde miktarı 

(°Briks) değerleri 11.3-11.8 arasında bulunarak standarda uygun oldukları görüldü 

(Anonim, 2014). PH değerlerinin ise 2.88-3.83 arasında olduğu saptanarak bulunan 

HMF miktarları ile belirgin bir ilişkisi bulunamadı. 

Farklı sıcaklıklarda (15°, 25° ve 35°C) depolama çalışmasında ise, üç farklı elma 

suyu firmasında HPLC ile HMF oluşumu incelendi. 15°C’ de depolanan elma 

sularındaki HMF miktarlarında Z firması hariç önemli bir değişiklik görülmezken, 

25°C’ deki depolamada az bir miktar artma olduğu, buna karşın 35°C’ de depolanan 

her üç firmanın elma suyu örneğinde HMF miktarlarında büyük artış olduğu tespit 

edildi. Bunun sebebinin, yüksek sıcaklıklarda şekerlerin daha fazla degradasyona 

uğramasına ve sıcaklık artışıyla Maillard reaksiyonu hızının artışına bağlı olduğu 

düşünülebilir.  

Önceki yıllarda yapılan benzer araştırmalarda da yüksek depolama sıcaklığının HMF 

miktarlarını arttırdığı bildirilmiştir (Telatar 1985b, Lee ve Nagy 1988, Ferrer ve diğ. 

2002, Burdurlu ve Karadeniz 2003, Aslanova 2005). Elma sularının yüksek 

sıcaklıklarda depolanması sürecinde de HMF miktarlarında artış olduğu görülmüştür. 

Bu artış, sıcaklık arttıkça artmaktadır. Buna benzer bir çalışmada Telatar (1985b), 

elma suyu konsantrelerinin farklı sıcaklıkta depolanmasının HMF’ ye etkisini 

incelemiş ve üç farklı türdeki (Hüryemez, Golden, Amasya) elma suyu 

konsantrelerini 9 ay süreyle -18°, 4° ve 16°C’ de depoladığını belirtmiştir. HMF 

miktarındaki en az artışın Amasya cinsi elmada olduğunu tespit ederek, en uygun 

elma suyu çeşidinin HMF miktarı en düşük olan Amasya elma çeşidi olduğunu 

açıklamıştır. Uygulanan depolama sıcaklıklarında -18° ve 4°C’ de HMF miktarında 

belirgin bir artış gözlenmezken, 16°C’ de önemli miktarda artış olduğu gözlenmiştir. 

Yaptığımız çalışmada da buna benzer şekilde Y firmasına ait (Amasya cinsi) elma 

suyunda sıcaklıkla HMF artışının, diğer elma suyu çeşitlerinden (X ve Z) daha az 

olduğu görülmektedir. 

Elma suyu örneklerinde 15°C’ deki HMF artışının çalışılan diğer yüksek 

sıcaklıklardan daha az olması, Maillard reaksiyonu oluşumunun bu sıcaklıkta daha az 

oluştuğunu akla getirmektedir. Benzer bir çalışmada Solomon ve diğ. (1995) ise, 

8°C’ de 52 gün depolanan portakal suyunun HMF ve furfural miktarlarında önemli 

bir değişim gözlenemediğini belirtmişlerdir. Ayrıca Lee ve Nagy (1988) de konserve 
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greyfurt sularının 10°C’ de depolanmasındaki HMF miktarında artış bulunmadığını, 

buna karşın 50°C’ de yüksek miktarda HMF birikimi olduğunu belirtmektedir. 

Aslanova (2005) ise, reçellerin 10°, 20° ve 37°C’ de 6 ay depolanmasıyla HMF 

değişimini tespit ettiği çalışmasında sıcaklık arttıkça HMF miktarının arttığını ve en 

yüksek artışın 37°C’ de gerçekleştiğini bildirmiştir. Özhan (2008), keçiboynuzu 

pekmezinin 4 farklı sıcaklıkta (5°C, 25°C, 35°C ve 45°C) depolanması sürecinde 

başlangıçta 19.6 mg/kg bulunan HMF değerinin farklı sıcaklık ve sürelerde sırasıyla 

20.8 mg/kg, 32.3 mg/kg, 111.9 mg/kg ve 179.8 mg/kg’ a çıkarak lineer bir artış 

gösterdiğini gözlemlemektedir. Bu sonuçlar, düşük sıcaklıklarda depolamanın HMF 

oluşumunu önlemede önemli olduğunu ortaya koymaktadır. 

Farklı sıcaklıklarda depolanan elma sularındaki HMF oluşumunun kinetiği 

incelenerek sıfırıncı dereceden reaksiyon kinetiğine uyduğu tespit edildi. Bu konuda 

önceki yıllarda yapılan araştırmalarda da HMF oluşumunun daha çok sıfırıncı 

dereceden kinetik modele uyduğu aktarılmıştır. Resnik ve Chirife (1979), Ibarz ve 

diğ. (1999), Carabasa-Giribet ve Ibarz-Ribas (2000) ve Burdurlu ve Karadeniz 

(2003) HMF oluşumunun sıfırıncı dereceden kinetik modele uyduğunu 

belirtmişlerdir. Ameur ve diğ. (2006) kurabiyelerde, Johnson ve diğ. (1995) ile Garza 

ve diğ. (1996) yaptıkları araştırmalarda, elma suyunda HMF oluşumunun birinci 

dereceden kinetiğe uygun olduğunu açıklamışlardır. Ibarz ve diğ. (1989) ise şeftali 

suyunun farklı sıcaklıklarda depolanmasıyla HMF oluşumunun hem birinci hem de 

ikinci dereceden reaksiyon kinetiğine uyduğunu belirtmişlerdir.  

Elma sularının (X, Y, Z) farklı sıcaklıklarda depolanmasıyla miktarı artan ve HPLC 

ile bulunan HMF değerlerine göre hesaplanan aktivasyon enerjisi (Ea) değerleri 

sırasıyla 90.92, 153.17 ve 62.93 kj/mol olarak saptandı. Önceki çalışmalara 

bakıldığında; Burdurlu ve Karadeniz (2003), farklı sıcaklıklarda 4 ay depolanan 

Golden ve Amasya cinsi elma suyu konsantrelerinde Ea değerlerini sırasıyla 89.54-

87.86 kj/mol ve 141-135.98 kj/mol aralıklarında tespit ettiğini bildirmektedir. 

Johnson ve diğ. (1995) elma suyunda Ea değerlerini 79.5-105 kj/mol arasında, Ibarz 

ve diğ. (1999) ise yaptıkları araştırmada şeftali püresinde Ea değerini 62.8 kj/mol 

olarak bildirmişlerdir. Aslanova (2005), farklı reçel çeşitlerinde Ea değerlerini 

109.16-162.84 kj/mol aralıklarında bulduğunu belirtmektedir. Bizim çalışmamızdaki 

Ea değerlerinin benzer çalışmalarla uyumlu olduğu görülmektedir. 
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Farklı sıcaklık ve sürelerde depolanan elma sularının pH değerlerinde belirgin bir 

değişim görülmezken, X ve Z firmasında sıcaklık artışına bağlı olarak başlangıçtaki 

değere göre düşük bir azalma olduğu, Y firmasına ait pH değerlerinde ise az 

miktarda artış olduğu gözlendi. Elma sularının pH değeri ile HMF miktarları 

arasındaki ilişkiye bakıldığında, pH değeri diğerlerine göre yüksek olan Y firmasına 

ait elma suyunda HMF artış miktarının diğer elma sularına göre daha düşük olduğu 

görüldü. Bu sonuç, bazı araştırma sonuçlarıyla (Telatar 1985b) da uyumludur. 

Çalışmada elma sularının farklı sıcaklık ve sürelerde depolanması sürecinde °Briks 

değerlerine bakılarak sıcaklık ve depolamanın °Briks değerleri üzerinde bir etkisi 

saptanmadı. Bulunan değerlerin elma suyu standart değerine uygun olduğu görüldü 

(Anonim, 2014). 

Elma sularında hesaplanan Q10 değerleri incelendiğinde, 15-25°C ve 25-35°C gibi 

her 10°C’ lik sıcaklık artışının reaksiyon hızlarını yaklaşık iki kat arttırdığı ve Y 

(Amasya) elma suyu numunesinin Q10 değerleri arasındaki artış oranının X ve Z 

numunelerine göre daha düşük olduğu gözlendi. 

Gıdalarda kalite reaksiyonları genellikle sıfırıncı veya birinci derecedendir. Birinci 

dereceden kinetiğin uygulanabileceği gıda bozulmaları; acılaşma (salata yağı ve kuru 

sebzeler), mikrobiyolojik gelişim (taze et ve balık) ve ısı işlemleri, gıda tadının 

bozulmasıyla salgı üretimi (et, balık ve tavuk), vitamin kayıpları (konserve ve kuru 

gıdalar) ve protein kalitesindeki kayıplar (kuru gıdalar) olarak sıralanabilir. 

Doğrudan sıfırıncı dereceden kinetiğin uygulanabileceği başlıca gıda bozulmaları ise; 

enzimlerin sebep olduğu bozulmalar (taze meyve ve sebzeler, bazı dondurulmuş 

gıdalar ve bazı soğutulmuş hamurlar), enzimsiz kararmalar (kuru tahıllar, kuru süt 

ürünleri, kuru evcil hayvan gıdaları ve protein kayıpları) ve yağ oksidasyonu 

(acılaşma, kuru gıdalar, evcil hayvan gıdaları, dondurulmuş gıdalar)’ dur (Armutak 

ve Bayındırlı, 1995). Bu çalışmada elma suyundaki HMF’ nin sıfırıncı dereceden 

kinetik modele uyması, enzimatik olmayan esmerleşme reaksiyonunun bir sonucu 

olabilmektedir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Elma sularındaki esmerleşme farklılığı, elma sularının kimyasal bileşimlerinin farklı 

olmasına bağlı olabilmektedir. Bu çalışmada Amasya elma suyunda HMF 

birikiminin diğer elma sularından düşük bulunması, Amasya elma suyunda Maillard 

reaksiyonunun daha yavaş olmasına bağlanabilir ancak HMF oluşumunda şeker 

degradasyonu (bozulması) da göz önünde bulundurulmalıdır. 

Maillard reaksiyonu indirgen şekerler ve aminoasitler arasında meydana gelmesine 

rağmen, bu reaksiyonun başlangıç hızı materyal bileşimi gibi birçok faktörlere 

bağlıdır. Esmerleşme sistemlerinde aldozların reaktivitesi, ketozlardan yüksektir. 

Diğer taraftan, aminoasit tipi de Maillard reaksiyonu esmerleşmesini etkiler. Temel 

aminoaitler, asidik tiplerden daha fazla reaktiviteye sahiptir. Bu yüzden örneğin 

Golden gibi elma çeşitlerinde indirgen şekerler ve aminoasitler, Amasya çeşidinden 

daha fazla reaktiviteye sahip olabilirler. Amasya elma suyunda başlıca indirgen şeker 

fruktoz (ketoz) iken, Golden çeşidinde glukoz (aldoz)’ dur (Karadeniz ve Ekşi, 2002; 

Burdurlu ve Karadeniz, 2002). 

HMF değerleri incelendiğinde, elma suları sıcaklığa tabi tutulmadığında, Z elma 

suyu hariç, standartta belirtilen limit değeri aşmadığı görülmektedir. Bu sonuçlar, 

elma suları üretimlerinin uygun bir ısıda gerçekleştirildiğini ortaya koymaktadır. 

Bunun yanı sıra, kullanılan elma suyu materyallerinin son tüketim zamanlarının kısa 

tutulması, HMF miktarının fazla artmamasını sağlamaktadır. HMF miktarlarının 

elma sularında farklı olmasının bir diğer sebebi; gıdaların işleme prosesleri, 

depolama süresi ve depolama koşullarının farklılığından kaynaklanmaktadır. 

HMF’ nin insan sağlığına olan zararları incelendiğinde, tüketilen gıdalarda HMF 

miktarı değerleri önem kazanmaktadır. Özellikle yüksek sıcaklığa tabi tutulan elma 

sularında HMF’ nin belirgin miktarlarda artış göstermesi, sıcaklık uygulamalarının 

bu tip gıdalardaki önemini göstermektedir. Bu nedenle depolama sürecinde HMF 

oluşumunun sınırlandırılması için gıdaların düşük depo sıcaklıklarında tutulması 

gerekmektedir.  
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Gıda endüstrisinde ısısal uygulamalar mikroorganizmaların inaktivasyonunda etkili 

olmasına rağmen gıdada vitamin kayıplarına ve gıdanın tat, renk gibi duyusal 

özelliklerinde olumsuz farklılıklara neden olur. Ayrıca ısısal pastörizasyon enzim 

inaktivasyonu, yağ oksidasyonu, protein denatürasyonu ve enzimatik olmayan 

kararmaları da etkilemektedir. Bu sebeple, ısısal olmayan yöntemler gıda işleme 

tekniklerine alternatif olarak araştırılmaktadır. Bu yöntemlerden bazıları; ultrason 

(ultrasound-US), yüksek basınçlı işleme (high-pressure processing-HPP), darbeli 

elektrik alanlar (pulsed electric fields-PEF), atımlı ışık uygulaması (pulsed light 

treatment-PL), ultraviyole ışık (ultraviolet light-UV) ve ısısal olmayan atmosferik 

basınç plazma (non-thermal atmospheric pressure plasma-NTAP)’ dır. Bu gibi ısısal 

olmayan teknolojiler, katı ve sıvı gıdalardaki gıda kaynaklı patojenler ve 

mikrobiyolojik bozulmaların inaktivasyonu için yararlı olabilecek uygulamalardır. 

UV teknolojisinin özellikle elma sularında gıda kaynaklı patojenleri ve bozulmaya 

sebep olan organizmaları kontrol etmede ve gıdanın raf ömrünü uzatmada olumlu 

sonuçlar verdiği bildirilmektedir (Choudhary ve Bandla, 2012). 

Gıda güvenliğini ve insan sağlığını tehdit edebileceği anlaşılan HMF’ nin farklı 

gıdalardaki miktarlarının ve depolama sürecindeki artışının tespiti, ayrıca HMF 

oluşumunun önlenmesi ya da miktarının azaltılması hususunda daha fazla bilimsel 

araştırmaların ortaya konması gereklidir. 
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