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OZET

KAHVELERDEKI KAFEIN MIKTARININ HAZIRLAMA YONTEMINE GORE
DEGISIMININ KROMATOGRAFIK OLARAK INCELENMESI

Ipek Ciler CAY
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2019

Danisman: Prof. Dr. Goksel ARLI

Giinlimiizde kahve, antioksidan ve faydali biyolojik 6zellikleri igermesi nedeniyle
fonksiyonel bir gida maddesidir. Kafein, Diinyanin baslica kaynaklarindan olan kahve
cekirdekleri (Coffea arabica ve Coffea robusta) ve ¢ay yapraklar1 (Camellia siniensis)
ve ayni zamanda kola fistigi (Cola acuminate), koka fasulyesi (Theobroma cacao ),
yerba mate (llex paraguariensis) ve guarana meyvelerinin (Paullinia cupana) de
bulunmasiyla birlikte metilksantin ailesinin bir piirin alkaloididir. Ayrica diinya ¢apinda
63 bitki tiiriinlin yapraklari, tohumlari veya meyvelerinde dogal olarak bulunan bir
maddedir. Yetigkinler i¢in kafein dozunun <400 mg/giin olmas1 gerekir. Fazla miktarda
alindiginda sinirlilik, uykusuzluk, titreme ve biling kayb1 gibi yoksunluk belirtileri
gozlenmektedir. Kafein aliminin pozitif tarafi ise, tip 2 diyabet hastaligini, Parkinson ve
Alzheimer gibi ¢esitli hastaliklar1 dnlemeye yardimei olmasidir. Ayrica antioksidan ve
anti-kanser aktivitelerine sahiptir.

Bu tez kapsaminda, demleme yontemlerine gore kahvelerdeki kafein miktarinin
degisimi YPSK-DAD yontemi ile tayin edilmistir. Kafein analizi, 274nm dalga boyu,
0,7 mL/dk akis hiz1, %45 (h/h) Metanol: Su mobil fazi, PFPP (Pentaflorophenil propil)
(200mm x 4.6mm x 5um) kolonu ile 10uL enjeksiyon hacminde gerceklestirilmistir.
Kolon sicakligi oda sartlarinda tutulmustur. DAD dedektor ile yapilan deney basit ve
hizli igslem basamaklarina sahip oldugu icin gelistirilen yontem ile 10-50 ppm derigim
araliginda kalibrasyon grafiginden korelasyon katsayisi (r?) 0,9998, saptama sinir1 0,088
ppm ve tayin alt smir1 0,029 ppm olarak hesaplanarak geri kazanim g¢aligmasindan
%96,81- 101,03+2,13 sonuglari elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Kafein, PFPP Kolonu, YPSK, Mobil Faz



ABSTRACT

DETERMINATION OF CHROMATOGRAPHIC THE AMOUNT OF THE
CAFFEINE IN COFFEE ACCORDING TO THE PREPARATION METHOD

Ipek Ciler CAY
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, December 2019

Supervisor: Prof. Dr. Goksel ARLI

Today, coffee is a functional foodstuff because of its antioxidant and beneficial
biological properties. Caffeine, coffee beans (Coffea arabica and Coffea robusta) and
tea leaves (Camellia siniensis), which are among the world's main sources, as well as
cola nuts (Cola acuminate), coca beans (Theobroma cacao), yerba mate (llex
paraguariensis) and guarana berries (Palexin cupana) is a purine alkaloids of the
methylxanthine family. It is a substance found naturally in the leaves, seeds or fruits of
63 plant species worldwide. For adults, the caffeine dose should be <400 mg/day. When
taken in large amounts, withdrawal symptoms such as irritability, insomnia, tremor and
anxiety are observed. The positive side of caffeine intake is that it helps prevent various
diseases such as type 2 diabetes, Parkinson's and Alzheimer. It also has antioxidant and
anti-cancer activities.

Within the scope of this thesis, the change of caffeine amount in coffee
according to brewing methods was determined by HPLC-DAD method. Caffeine
analysis was performed with 10 uL injection volume, 274 nm wavelength, flow rate of
0,7 mL/min, 45% (v/v) Methanol: water mobile phase, PFPP (Pentafluorophenyl
propyl) (200mm x 4.6mm X 5um) column. The column temperature was maintained at
room conditions. Since the experiment with DAD detector has simple and fast process
steps, the correlation coefficient (%) is calculated as 0.9998, the detection limit is 0.088
ppm and the determination limit is 0.029 ppm from the calibration graph in the
concentration range of 10-50 ppm. %96.81- 101.03 results were obtained in recovery
studies.

Keywords: Caffeine, PFPPColumn, HPLC, Mobile Phase
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1. GIRIS VE AMAC

Kahve cekirdeklerinin kavrulmasi ve demlenmesiyle elde edilen kahve diinyada
en ¢ok tiiketilen bir i¢ecektir ve kahvelerde bulunan kafein aktif bir farmakolojik madde
olmasiyla birlikte metilksantin grubunun (1,3,7-trimetilksantin) bir kimyasal bilesigidir.
Kafein; kahve fasulyesi, ¢ay yapragi, kola meyvesi ve kakao tohumlarinda bulunur [1,
2].

Amerikan Gida ilag¢ Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) raporuna gore
22 yag ve lizeri Amerikan halkinin %97’sinden fazlasinin kafein maddesini igeren
tirtinleri 300 mg civarinda tiikettigi agiklanmustir [3]. Bir fincan kahvede bulunan kafein
miktart (150 mL) 60 ile 120 mg araligindadir [4].

Kafeinin fizyolojik etkileri arasinda metabolizma, solunum hizinda, diiirez ve kan
basincinda artma goriilmektedir [4, 5]. Kafeinin yar1 omrii 4-6 saattir [6]. Kafein mide
ve ince bagirsakta hizlica emilerek beyin dahil tiim dokulara hizli bir sekilde yayilir [5]
ve ilk karacigerde metabolize olmaktadir [7].

Sinirlilik, uykusuzluk, bas agrisi, tasikardi ve sindirim sorunlari kafeinin yan
etkileridir. Bu yan etkiler ¢ocuklarda asir1 kusma, merkezi sinir sistemi ajitasyonu ve
ditirez seklinde goriilir. Kafeinin giinlik kullanimi 4-7 kupa (500-600 mg) iizeri
saglikta onemli sorunlara neden olur [4, 8].

Yiiksek performansh sivi kromatografisi (YPSK) bir¢ok alanda oldugu gibi
gidalarin analizinde de sik kullanilan yontemlerden biridir. Bu c¢alismada, farkl
sicakliklarda hazirlanan ¢esitli kahve Orneklerindeki kafein miktarlar1 YPSK-DAD
dedektorii ile analiz edildi. Sonuglarin kesin, dogru ve hizli bir sekilde YPSK yontemi

ile gelistirilmesi ve yontemin tam olarak valide edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
Kahve kafein, diterpen alkoller (serum kolesterolii uyaricisi) ve klorojenik asit

gibi bir ¢ok biyolojik aktif bilesigi barindiran kompleks bir igecektir [9]. Diterpen
bilesikler; kafestol ve kahveol yagda ¢oziinen bilesenleri olup bunlar kahve
cekirdeginden c¢ikarilan yagda bulunur. Bu bilesiklerin konsantrasyonu kahvenin
hazirlama yontemine gore degismektedir. Kafein, filtre edilmis kahvede 0,1 mg/100
mL’ den az, filtresiz kahve de ise 0,2 ve 18 mg/ 100 mL arasinda bulunur. iskandinav,
Fransiz pres ve Tirk kahvesinde yiiksek miktarlarda bulunmaktadir [10]. Kahvede
bulunan kafestol ve kahveol yaglari, yiiksek 1sida ve uzun siire pisirildigi zaman daha
yiiksek derisimlerde bulunur [5].

Kahvenin iiretimi i¢in gerekli olan ekolojik kosullar vardir. Bu kosullar su sekilde

Ozetlenir:

v' Sicaklik: Kahve iiretiminde sicaklik 6nemlidir. Bir kahve 14 ila 26 °C araliginda
iyi biylimektedir. Arabica kahvesi, 30° C sicakliklara tolerans gosterir. Asir
sicaklik degisiklikleri ekinleri ve kahve cekirdeklerini etkiler. Yiiksek sicakliklar,
kahvenin biiyiimesi ve olgunlagsmasi i¢in gereklidir ¢linkii diisiik sicakliklar
biliylimeyi geciktirmektedir.

v’ Yagis: Yagis kahve bitkisinin ¢icegini etkiledigi igin yagis alan tarlalarda ekim
yapilmalidir.

v" Topraklar: Kahve, diinyanin birgok yerinde ve farkli topraklarda yetisse de en
uygun toprak tipi volkanik topraklardir. Kahve bitkisi nétr zeminde yetismesine
ragmen optimum pH 5,3 ila 6,0 araligindadir.

v’ Yiikseklik: Kahve bitkileri, 610 m ile 1.830 m yiiksekligi arasinda
yetistirilmektedir. Rakimin diisiik oldugu boélgelerde yetisen kahve bitkileri de
vardr [11].

Ticari kahvede bulunan kafein ve polifenol bilesikleri, sadece kahve gekirdegi
tiirleri, cesitliligi ve cografi kokenlerinden degil, ayrica kavurma kosullarindan da
oldukca etkilenebilmektedirler [12, 13, 14]. Kavurma islemi, kahve ¢ekirdeklerinde
ucucu ve ucucu olmayan bilesikleri olusturur. Kavrulmus bir kahvedeki ugucu
bilesikler, kahvenin karakterini ve kalitesini belirlemede onemli bir rol oynar [15].
Kahve tanelerinin kavrulmasi esnasinda 4 Onemli reaksiyon meydana gelir. Bu

reaksiyonlar;



1- Maillard reaksiyonu (esmerlesme): nitrojen igeren maddelerle (aminoasit,
proteinler, trigonellin ve serotonin) karbonhidratlar (sekerler) arasindaki
reaksiyondur.

2- Baz1 amino asitlerin bozunmasi; 6zellikle siilfiir aa’ ler, hidroksi aa ve prolin.

3- Sekerin bozunmasi sonucu karamel benzeri {iriinlerin olugsmast

4- Fenolik asitlerin bozunmasi [15].

Giiney Afrika Cumhuriyeti Tarim, Orman ve Balik¢ilik Dairesi tarafindan

hazirlanmis rehbere gore kahvenin tiretim asamasi sekil 2.1.’de gésterilmistir [11].

Ik olarak kahve ¢ekirdekleri yesildir. Olgunlastiginda kizarir ve bu durumda toplanir.

Kahve ¢ekirdekleri sirasiyla sari-yesil-kahverengidir. Kabuklar kuru veya islak yontemle toplanir.

Kavurma ve 6giitme

Sekil 2.1. Kahvenin iiretim asamast



2.1 Kahvenin Tarihcesi

Kahve, giinliik hayatimizin bir pargasi olarak sosyal hayatimizi canli tutan bir
sosyallesme aracidir. Kahve bitkisi, kendine has kokusu ve tadina sahip olusuyla 6zel
anlarin vazgegilmezidir [16]. Tarih boyunca kahveye yonelik yasaklamalara ve
inanglara ragmen kahve ritiielleri hala yaygindir. Kahve farkli kiiltiirlerde ve farkli
sekillerde hazirlanmasina ragmen insanlar arasindaki bagi ve dostlugu gii¢lendirir [17].

Kahvenin kokeni tam olarak bilinmese de bununla ilgili ¢esitli belgeler vardir. Sir
James Murray gore, “kahve” bir Afrika sozciigii oldugunu ve Afrika dilinden geldigini
iddia eder [18]. “Kaffa” olarak adlandiran kahve, Etipyo Bolgesi’nin Soha sehrinde
Afrika yaylasinda birincil tiretim merkezi ve anavatani olarak kabul edilir [19]. Baska
bir belge de ise, kahve kelimesinin Arapc¢a’dan geldigi soz edilir. Kahve meyvesine
Arapga’ da “kahva” denilir [17, 20]. Arapca “Kahva”, “Kaffa” kelimesinin
degistirilmis halidir. Kahve kelimesi Tiirkge’de, bu bitkinin fasulyeleri kaynatilip
demlenerek bir igecek olarak kullanilmasidir [19, 21]. Tiirk kahvesi her {ilkelerde farkli
isimlendirilir. Farkli tilkelerdeki Tiirk kahvesinin karsiligi Tablo 2.1.’de yer almaktadir
[22].

Tablo 2.1.. Farkli iilkelerde Tiirk kahvesi

Ulkeler Yerel terimler Tiirkce esdegeri
Arnavutluk afe tiirk Tiirk kahvesi
Arap diinyasi gahoua ‘arabiyah Arapga kahve
Ermenistan sur¢ Kahve
Bosnha Hersek Bosanska Kahva Bosnak kahvesi
Bulgaristan Typzxko Kade Tiirk kahvesi
Hirvatistan Turska Kava Tiirk kahvesi
Kibris kypriakos kafés kvmpiaxog Kibris kahvesi
KOPES
Yunanistan AAANVIKOG KOPES Yunan kahvesi
Macaristan torok kavé Tiirk kahvesi

Eski kaynaklar, kahve kokeni hakkindaki belgelerin birbirine yakin oldugunu
gdsterir [17]. 1lk kahveyi icen kisinin kim oldugu ile ilgili yazili bir kanit olmamasina
ragmen; en yaygin tartisma, Yemen'de yasayan Khaldi adindaki ¢obana aittir. Khaldi,

kecilerinin parlak ve koyu yaprakli bir agacta bulunan kirmizi renkli meyveleri yedigini


https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/social-life
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352618117301841#bib1
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ve sonra da onlarin dans ettiklerini goriir. Daha sonra kendisi de yer ve uyarici etkisini
tizerinde gozlemledikten sonra bu bitkinin baz1 yapraklarini toplar ve bir icecek yaparak
bolgedeki tiiccarlarin dikkatini ¢eker ve bu sekilde yayilmaya baslar [23]. Katip
Celebi'ye gore Seyh Sazeli, 6grencisi Seyh Ahmet ile 1258'de hacca giderken kendisine
verilen kahve tohumlarini kaynatip iger. Bu sekilde yayilmasiyla, kendisine kahve
saticilari tarafindan “pir” (baba, usta) denilmistir [24].

Edinilen kanitlara gére kahve aslinda Afrika'dan gelir ve Etiyopya'dan gelen
kahve tohumlarin Yemen'e ve sonrada Orta Cag'in sonuna dogru Mekke ve Medine'ye
yayildig1 bilinmektedir. Kahve, Misliimanlarin hac ziyaretinde ve iilkelerine geri
donerken kahveyi gétiirmeleriyle yayilmaya baslar. Kahvenin, 14. Yiizyilda Yemen’de
baslayan hikayesi, 15. Yiizyilda Mekke ve Medine’ye ulasir ve daha sonra da Kabhire,
Sam, Halep ve Istanbul’a ulasir [25].

Kahvenin Osmanli kiiltiiriine girisi ile ilgili ¢esitli bilgiler vardir. Bu konuyla ilgili
farkli tarihlerde farkli bilim adamlari degisik gorisler ileri siirmiislerdir. Fernard
Braudel, 1511 yilinda kahvelerin ilk kez Osmanlilar tarafindan kullanildigini sdylerken,
Ulla Haise ise, ilk kahve kullaniminin Yavuz Sultan Selim’in Misir’t fethettigi yila
(1516) denk geldigini séylemektedir [26]. Burak Evren ise 1519 yilinda Yemen’den
Misir’a ulasan kahvenin daha sonra Istanbul’a getirildigini 6ne siirmektedir [27].
Kanuni Sultan Silleyman doneminde (1529-1566) kahve kullanimi yayginlagarak
Istanbul, kahve kiiltiiriiniin nemli merkezlerinden biri olmustur.

Osmanli Devleti, 16. Yiizyilda Bat1 iilkelerine kahveyi getirmis ve kahvenin giris
kapisi Italya’dir [16]. 17. Yiizyilin sonralarinda Avrupa’nin ¢ogunda biliniyordu ve 19.

Yiizyilin ortalarinda ise ticari agidan ¢ok énemli bir {irlin haline geldi [28].

2.2. Kahve ve Tiirk Kahvesinin Ozellikleri

Rubiaceae familyasina ait olan kahve, coffea agacinin genel adi olmasiyla birlikte
bu agacin meyvelerinden elde edilmektedir [29]. Bu agacin kokeni Arap Yarimadasi’na
kadar uzanir ve ayrica tropik bolgelerde yetisir. Coffea agacinin meyveleri visne,
yapraklar1 da yasemininkine benzemektedir. Ayn1 alanda yetisen triinler bile tat, koku
ve yag asidi oran1 bakimindan farklilik gosterebilmektedir [16], [17]. Bir kahve agaci 8-
10 m kadar biiyiiyebilir; fakat tiretimi i¢in 2-3 m kadarina izin verilir. Ayrica bir kahve

agacinin ortalama yasam siiresi 30 ila 40 yil arasindadir [30].
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Kahve cesitleri giin gectikge artis gostermektedir. Onde gelen kahve tiirleri ve

tiretildikleri iilkeler Tablo 2.2.’de gosterilmistir. [31].

Tablo 2.2. Kahve tiirleri ve tiretildikleri iilkeler

Kahve tiirleri Ulkeler

Arabica Kolombiya, Brezilya, Kamerun, Kosta Rika,

Ekvator,Etiyopya, El Salvador, Kenya, Meksika,
Tanzanya, Guatemala ve Havai.

Mavi dag Jamaika
Bourbon Santos Brezilya
Mocha Yemen
Robusta Kamerun, Cava, Giineydogu Asya, Hindistan ve

Dogu Afrika sahil seridi

Maracaibo Venezuela

Yesil kahve ¢ekirdeklerinin ¢ogu iki tiirden iretilir: Arabica (Coffea arabica) ve

Robusta (C. canephora). Bu iki kahve ¢ekirdegi arasindaki farklar ise,

Arabica, ilk kesfedilen ve biiyiimesi zor olan bir kahve ¢ekirdegidir. Bir kilogram
kavrulmus kahve i¢in yaklasik olarak 8 bin fasulyeye ihtiya¢ duyulur. Arabica
diinyanin kahve tiretiminin %75’ini olustururken Arabica kahvenin tireticilerinden
olan Brezilya ve Kolombiya yogun tat ve aromayi sunar [30, 31]. Arabica
fasulyeleri Robusta fasulyelerinden ¢ok daha lezzetlidir [32]. Ham Arabica
kahvesinin kafein igerigi % 0.9-1.4 araligindadir [33].

Robusta ise, standart kalitede kahvenin iiretilmesinde kullanilan bir kahve
cekirdegidir. Cesitli yiikseklik ve iklime kars1 Arabica kahvesine gore daha
direngli, ucuz ve yiiksek verimli olusuyla hazir kahveler de daha ¢ok tercih edilir.
Robusta kahvesinde kafein miktar1 %1,5 ila %2,6 arasinda degisir [33]. Arabica
kahvesine gdre yeni bir tiir olmasiyla birlikte yaklagik olarak iki kat daha fazla
kafein igermektedir [30, 31]. Robusta fasiilyeleri, act bir demleme iiretimine,

kiiflii bir tada ve daha gii¢lii bir govdeye sahip olusuyla digerlerinden ayrilir [32].
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2.3. Diinyada ve Tiirkiye’de Kahve Uretimi ve Tiiketimi

Kahve, petrolden sonra diinyadaki en énemli ve en biiyiik ikinci ticaret alanina
sahiptir. 70 civarinda gesitli kahve oldugu bilinmektedir. Ticari anlamda kullanilan
kahve tiirleri coffea arabica ve coffea robustadir [34].

Kahve 60 dan fazla iilkede tiretilmektedir. Fakat en ¢ok kahve iiretilen tlkeler ise
Brezilya (5.210 milyon/torba), Vietnam (2.860 milyon/torba) ve Kolombiya (1.460
milyon/torba) dir. Uluslararasi Kahve Organizasyonun verilerine bakildiginda ihracat
eden tilkelerin toplam kahve iiretimi ise 1060 kg/ torbadir. Ve ayrica Arabica kahvesinin
iretimi Robusta kahvesinden yiiksektir [35].

Kisi basina yilda tiiketilen kahve miktarinin 0,1 kg oldugu goriilmektedir [36].
Avrupa’da kisi basina yillik kahve tiiketimi 5-6 kg, Iskandinav iilkelerinde ise 11-12 kg
oldugu belirtilmistir. Tiirkiye’de yillik hazir kahve tiikketimi 10-12 fincan/kisi,
Avrupa’da ise 175-200 fincan/kisi olurken filtre kahve tiiketimi Tirkiye’ de yillik 1
fincan/kisi, Avrupa’da ise 560-600 fincan/kisi oldugu belirtilmistir [37]. Diinyada kisi
basina yillik kahve tiiketiminin en yiiksek oldugu iilkeler; Finlandiya 11,7 kg, Norveg
9,4 kg, Danimarka 8,9 kg, Isvec 8,1 kg, Isvigre 7,4 kg, Almanya 6,8 kg, Avusturya 6,8
kg, Belgika 6,4 kg ve Hollanda ise 6,3 kg’ dir [38].



3. KAFEIN

Kahve giin icerisinde en fazla icilen ve hos tadi, aromasi, uyarici etkisi ve saglik
tizerindeki bilinen etkileriyle diinyanin en ¢ok tiiketilen igecegidir. 80 den fazla kahve
tirleri vardir. Bunlardan Coffea arabica ve Coffea robusta kahve pazarindaki pay1 en
yiiksek olanlaridir [39]. Kahvenin igerisinde bulunan bilesiklerden biri ve metilksantin
ailesinin bir piirin alkaloidi olan kafeindir. Diinya ¢apinda 63 bitki tiiriiniin yapraklari,
tohumlar1 veya meyvelerinde dogal olarak bulunan bir maddedir. Kafeinin, diinyanin
baslica kaynaklar1 kahve cekirdekleri Coffea arabica (%70) ve Coffea robusta (%30;
asidik ve sindirimi zor) ve ¢ay yapraklar1 (camellia siniensis) dir. Ayn1 zamanda kola
fistigg1 (cola acuminate), koka fasulyesi (theobroma cacao), yerba mate (iex
paraguariensis) ve guarana meyvelerinde (paullinia cupana) bulunur. Cogu kafein,
kahve, ¢ay ve mesrubat ("enerji igecekleri" dahil) gibi iceceklerle tiiketilirken, kakao
veya ¢ikolata iceren iiriinler ve baz1 analjezik formiilasyonlar ve diyet takviyeleri gibi
ilaglarda da bulunurlar [40]. FDA tarafindan kafeinin bir katki maddesi olarak kullanimi
uygun goriilmesiyle birlikte aroma maddesi olarak alkolsiiz iceceklere eklenmektedir
[41].

Kahvenin kalitesi kafeinin igerigine baglidir. Gida iirlinlerindeki kafein miktar
porsiyona, cinsine ve hazirlama yontemine gore farklilik gosterir. Kahve ¢ekirdeklerinin
cinsi, nerede yetistigi, hangi yollarla iretildigi, hasat edildigi ve demlendigi onemlidir
[40]. Genellikle ¢ok kavrulmus kahve, az kavrulmusa gore daha az kafeine igerigine
sahiptir. Clinkii kavurma islemi c¢ekirdegin kafein igerigini azaltir. Demleme giicii,
yetisme kosullari, isleme teknikleri ve diger degiskenler kafein igerigini etkiler. Cay
yapraklar1 kahve ¢ekirdeklerinden daha fazla kafein igerir. Fakat demlenmis bir bardak
cay igerisindeki kafein miktari, bir bardak kahve icerisindekinden daha azdir [42].

Kafein, 200 ppm seviyesine kadar genel olarak giivenli kabul edilir (GRAS).
Kahvenin kafein icerigi, 1967 Gida Yasasinda belirtilen zorunlu standartlara gore %2
den ve kuru bazda %1 den az olmamalidir [43]. Ayrica, Piyasada tiiketilen kahvenin
giivenligini saglamak icin ulusal standardizasyon ajansi kahvede kafein seviyelerinde
150 mg/giin ve 50 mg/servis arasinda degisen standartlar belirlemislerdir. FDA, yetiskin
icin kafein dozunun < 400 mg/gilin olmasina izin verilir [44]. Bir fincan yaklasik 80-120
mg kafein igerir ve normal kafein tiiketiminin sagligi tehdit edecek bir riske yol
acmadig1 belirtilmektedir [45]. Ek olarak, hem Amerikan Tip Dernegi hem de Amerikan

Kanser Dernegi belirlenen diizeyde kafein tiiketiminin glivenli oldugunu belirtmistir.
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Asir1 kafein kullamimi (>250 mg/giin) kafeinizm olarak adlandirilir ve birgok
rahatsizliklara neden olur. Kafein bagimlisi kisilerde sinirlilik, huzursuzluk,
uykusuzluk, bas agrisi, kalp ¢arpintis1 gibi belirtiler goriilmektedir [46].

Amerika’da kahve satilan yerlerden alman 240 mL demlenmis 14 farkh
ozellikteki kahvelerdeki kafein miktarlar1 72-130 mg araliginda bulunmustur [47]. Ay
diikkandan 6 farkli giinde alinan ayni tip 240 mL kahvedeki kafein iceriginin ise 130 ila
282 mg arasinda degistigi gézlemlenmistir [28]. Belli standartlardaki kahvelerin kafein
igerigi farkli oldugundan kimse bir fincan kahvedeki ortalama kafein miktarini kesin
olarak belirleyemez [6]. Kahve g¢esidine gore kafein miktar1 tablo 3.1.’de verilmistir
[48].

Tablo 3.1. Kahve ¢esidine gore kafein miktar

Filtre kahve (240 mL) 95-330 mg
Kafeinsiz filtre kahve (240 mL) 3-12 mg
Espresso (30 mL) 50-150 mg
Instant kahve (240 mL) 30-70 mg

Kafein viicuda alindiktan sonra hizlica gastrointestinal kanaldan kan dolasimina
gecer ve 1-1,5 saat sonra en list seviyeye ulasir. Hizlica tiim viicuda yayilan kafein kan
beyin bariyerini gecer. Kafeinin anne siitiinden fetiise, plasenta yoluyla da amniyotik
stviya gegisi olmaktadir. Kafeinin ilk metabolize oldugu yer karacigerdir [8],[49].
Kafeinin yarilanma 0mrii 3 ile 7 saat arasinda degismekle birlikte cinsiyet, yas, gebelik
ve sigara kullanimi gibi faktorlerden etkilenir. Kafeinin yarilanma Omrii erkeklerde
kadinlara gore %20-30 oraninda daha yiiksektir [8].

Kafein, karacigerde gesitli enzimler vasitasiyla paraksantin (% 84), teobromin
(% 12) ve teofilin (% 4) metabolitlerine bozunur. Kafeinin bozunma mekanizmasi Sekil
3.1.’de verilmistir. Paraksantin metaboliti (1,7-dimetilksantin); merkezi sinir sistemini
(MSS) uyarir [50]. Kan damarlarini genisleten ve idrar miktarini arttiran metabolit ise
teobromin (3,7-dimetil-1H-piirin-2,6-dion) dir. Damarlar1 genislettigi i¢in yiiksek
tansiyon tedavisinde kullanilir [51]. Teofilin (1,3-dimetil-7H-piirin-2, 6-dion ) ise diiz
kaslar1 ve bronglar1 rahatlatic etkisi vardir. Bu sebeple astim tedavinde bu metabolitten
yararlanilmaktadir. Teofilin ayrica kalp hizinin, kan basincinin ve bobrek kan akimin

arttirmasinin yaninda MSS {izerinde de uyaric etkisi vardir [52].
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Sekil 3.1. Kafeinin bozunma mekanizmas:

Kafein santral sinir sisteminde uyarici etki gosterdiginden dolay1 kahve sadece uyanik
kalmak ve yorgunlugu Onlemek amaciyla da igilmektedir. Kafeinin uyamik tutma

mekanizmasi Sekil 3.2.’de verilmistir.
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Sekil 3.2. Kafein ve adenozin molekiil yapilarinin benzerligi ve ayni reseptire baglanmasi

Iki ii¢ fincan kahve icildikten sonra plazmadaki kafein diizeyi 20-40 pmol/L’ ye
ulasir. Daha sonra kafein santral ve periferik sinir sistemindeki adenozin reseptorlerine
antagonist baglanarak tersi bir etki gdstermis olur. Boylece viicuda kafein alindigi

zaman kiginin uyanik kalmasina ve yorgunlugunun azalmasina neden olur [4, 5, 6].

3.1. Kafeinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kafeinin kimyasal sekli asagidaki Sekil 4.1.”de, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri de

tablo 4.1.’de verilmistir [40]:
N N \KO
(1T
H3C/ CHS
O

Kafein

Sekil 4.1. Kafein molekiilii
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Tablo 4.1. Kafeinin fiziksel ve kimyasal dzellikleri

Molekiiler Formiil CgH1oN4O5 pH pH=6.9 (1%
¢ozelti)
Sistematik Ad1 1,3,7-trimetilksantin ~ Kaynama Noktasi 352°F, 178°C
IUPAC Adi 1,3,7-trimethilpurin-  Erime Noktas1 460 ° F, 238 °C
2,6-dion
Molekiil Agirhg 194.194 g / mol Yarilanma Omrii 5-6 saat
Yogunlugu 1.23 g/cm? Suda Coziiniirliigii % 2.17
Rengi/ Formu Beyaz, prizmatik Coziiniirliikleri 1946 mL suda, 1.5
kristal mL kaynar suda, 66
mL alkolde, 50 mL
asetonda, 5.5 mL
kloroform, 530 mL
eter, 100
mL benzen,
Koku Kokusuz Tat Aci tat

3.2. Kafeinin Saghga Etkisi

Kafein, en yaygin kullanilan uyarici bir bilesiktir [53]. Kafein c¢ocuklardan
yetiskinlere kadar herkesin tiikettigi bir madde olup soda, ¢ay ve enerji gibi iceceklerin
icinde bulunur [54, 55]. Geng ve ergenlerde fazla miktarda kafein tiikketimi, risk alma
egilimi, alkol tiikketimi, sigara i¢imi ve oliim artig1 ile baglanti kurulmustur [56, 57].
Amerikan Pediatri Akademisine gore, ¢cocuklar i¢in kafein tiikketiminin sinirlandirilmasi
ve enerji igeceklerinin tiiketilmemesi Onerilmistir [58]. Alinan kafeinin ¢ocuklar
tizerindeki fizyoloji, ruh hali ve davraniglarina etkisi arastirilmistir. Yiiksek dozlarda
kafein tiiketimi (> 400 mg), 6zellikle de ¢ocuklarda fizyolojik, psikolojik ve davranigsal
zararlara neden olabilmektedir [59].

3.2.1.Kafeinin bilissel etkileri

Kafein, hayvanlarda ve insanlarda merkezi ve ¢evresel sinir sistemi uyaricisidir.
Cocuk ve genclerde kafein tiiketiminin akut etkileri, uyarilma, dikkat dagilimi ve
hareketliligin artmasidir [60, 61, 62]. Orta seviyede kafein alim1 (200-300 mg) ise iyilik
hissi verirken, konsantrasyonu arttirarak uyarilma ve enerji artisina neden olur.
Yetiskinlerde, yiiksek dozlarda kafein miktar1 (>400 mg) ise, anksiyete, bulanti, titreme
ve gerginlige sebep olmaktadir [63, 64]. Cocuklarda ayni etkiler diisiik miktarlarinda
(100-400 mg) gozlenmektedir [65].

Kafeinin bilissel performansi arttiran birincil mekanizmasi, kafeinin geri
¢ekilmesiyle olusan zararli etkilerini tersine ¢evirmesidir [66]. Cocuklar ve ergenler

kafeini giinlik dozun altinda kullanirlar ve yetiskinlere gore daha az yoksunluk
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belirtileri gosterirler. Bu sebepten dolayr kafeinin etki mekanizmasi da genclerde

farklilik gosterebilir [67, 68].

3.2.2.Kafeinin fizyolojik etkileri

Kafeinin en yaygin bilinen etkilerinden birisi yorgunluk ve uykunun azalmasidir
[69]. Geg saatlere dogru alinan kafein uykusuzluk, uyku kalitesinde diisiis ve uyku
siiresinde azalmaya sebep olur [70]. Ayrica, uyandiginda yorgunluk hissine neden olup
uyanik kalmak i¢in kafein alimina tesvik eder [71]. Cocuk ve ergenlerde uyku
bozuklugu yiiksektir ve kafeinin de uyku diizensizligini arttirdigi bilinmektedir.
Biiyiime ¢agindaki ¢ocuk ve genglerin uyku bozukluklarina neden olarak gelisimlerini
ve sagliklarin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu sebepten o6tiirii, cocuk doktorlar1 geng
ve ¢ocuklar i¢in kafein igeren gidalarin uyumadan 6nce alinmamasini ve giin i¢inde de
kafein alimimnin sinirlt olmasi gerektigini soylemektedirler. Yiiksek miktarda (>400 mg)
kafein intoksikasyona neden olup tasikardi, yiiksek kan basinci ve kalp ritminin artmasi

ile sonuglanir [72, 73, 74].

3.2.3.Kafeinin sosyal, duygusal ve davramssal etkileri

Kafein tiikketimi ile sosyal, duygusal ve davranigsal saglik sonuglar1 arasinda
negatif bir iliski vardir. Kafein tiiketimi her ne kadar dikkati arttirsa da, aligkanlikla
tiikketilen kafein, ¢ocuklarda birakildiktan sonra dikkat azalmasina neden olur. Bazi
aragtirmalar, genglikte kafein tiikketimi 6fke, uyusturucu, alkol alimi gibi uzun siireli
davranig sorunlarini ortaya koymaktadir [69].

Kafein duyarlilig1 bircok faktore baglidir. Bunlar; giinliik kafein alim siklig1 ve
miktari, viicut agirhgi, fiziksel durum ve sinirlilik diizeyidir [75]. Yiiksek miktarda
(yani, birkag gram) kafein alimi zehirlenme ve daha sonra da Gliime sebep oldugu
bilinmektedir. Asir1 kafein alimi kisiden kisiye farklilik gostermesiyle birlikte kafein
tolerans1 uzun zamanda gelisir. Diizenli kahve igen kisilerde, ¢ok az igenlere gore
etkileri daha az goriilmektedir [76].

Yaklasik 200 mg kafein, farmakolojik olarak aktif bir maddedir ve doza baglh
olarak hafif bir MSS uyaricisi olabilir. Kafein zaman igerisinde viicutta birikmez ve
normalde birka¢ saat iginde atilir. Bu seviyede, merkezi sinir sistemini uyarir,
yorgunlugu azaltir, bobrek iizerinde diiiretik etkisi vardir. Bu nedenle viicutta sivi

dengesini etkiler [77]. Kafein alimi tip 2 diyabet hastaligi, Parkinson hastaligi ve
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karaciger hastalig1 gibi cesitli hastaliklar1 onler. Ayrica anti kanser ve antioksidan
aktivitelerine de sahiptir [78].

Ayni zamanda kan basincimi artirarak kalp atim hizini arttirir, kan damarlarini
genisletir ve plazmadaki serbest yag asitleri ve glukoz diizeylerini yiikseltir. Kafein
solunum, kardiyovaskiiler ve MSS {izerindeki etkisine dayanarak bir ilag olarak da
kullanilir. Serebral géz kan akisini azalttigi i¢in bas agrilarmin tedavisi i¢in bazi
preparatlarda aspirin ile birlikte bulunur. Kafeinli kahveyi fazla tiiketenlerde, goz
tansiyonu (g6z mercegini tutan baglarin zayiflamasi ve kopmasi) riski igmeyenlere gore
daha fazladir. Baz1 anti-migren preparatlarinda ergotamin ile birlikte bulunur[77]. Hafif
solunum depresyonunun tedavisinde de kafein kullanilir [79]. Merkezi sinir sistemi
tersine etkilendiginden aligilmis bir sabah dozunun ihmal edilmesi genellikle sinirlilik,
uyusukluk, kotii is performansi ve bas agrisina neden olmaktadir. Bu durum sadece
daha fazla kafein alarak (tedavi edilerek) giderilebilir. Kafein ayrica akut dolasim
yetmezliginin tedavisinde de kullanilir [80].

Kafeinin kullanilmamas1 gereken durumlar1 sdyle siralayabiliriz;

e Hasta idrar sokiicii veya agri kesici kullandigr durumda ve hatta bobrek tasi varsa
stvi dengesini diizgiin saglamazsa tiiketmemelidir.

e Hemodiyaliz hastalarinda osteoporozu arttirdigindan bu kisiler tarafindan
kullanilmamalidir.

e >400 mg kafein alimi idrar yapma ihtiyacim1 arttirdigindan yashilarda idrar
kagirma sorunlarina neden olmaktadir.

e Solunum problemi olan kisiler, solunum fonksiyon testinden 4 saat dnce kahve
tiiketmemelidir.

e Kahve yapisinda bulunan klorojenik asit nedeniyle kahveyi asidik yapmakta ve
asir1 tiikketildiginde reflilye neden olmaktadir. Reflii hastaligi ¢ekenler kahveyi ¢ok
az tiiketmelidirler.

e Hamilelik ve emzirme doneminde anneler kafein igeren yiyecek ve icecekleri
fazla tiiketmekten sakinmalidir. Cilinkii bu dénemde kafein plasenta ve anne siitii

yoluyla bebege gegerek ona zarar verebilir [81].

14



3.3. Kafeinin YPSK ile Yapilan Calismalar

Sara X. Candeias vd, Portekiz’deki perakende market kahvelerinde kafein
miktarini tayin etmisler. Bunun i¢in 17 farkli marka kafeinli kahve ve 6 kafeinsiz kahve
ile 8 kafeinli ve 2 kafeinsiz kapsiillii kahve karisimlari analiz edilmistir. 9,3 g 6giitiilmiis
kahve 25 mL saf su ile tamamlanmistir. 5,3 g ve 5,2 ¢ Kafeinsiz kapsiilli kahve
tartitlmistir. Ornekler seliiloz asetat siringadan filtre edilmis ve 25 pL siiziintii 1 mL
bidistile suyla seyreltilerek i¢ standart (benzoik asit) ilave edilmistir. Kafein 1 mg/mL
stok ¢ozeltisi ve 10 mg/mL i¢ standart bidistile su ve metanol ile hazirlanmistir.
Numuneler ile 0,5 pg /mL den 200 ug/mL ye 10 kalibrasyon 0,50 ile 25,0 ve 25,0 ile
200,0 pg/mL araliginda 2 farkli konsantrasyonlarda analiz yapilmistir. Mobil faz Su:
Metanol (35: 65, h/h ve %5 orto fosforik asit ile asitlendirilmis, pH 2,8.), akis hiz1 1
mL/dk, RP-18 kolonu ve 273 nm dalga boyunda analiz gerceklestirilmis. Kafein igin
alikonma zaman (Rt) 2,7 dk, R? 0,99, LLOQ 0,5 pg/mL ve LOD 20 ng/mL olarak
hesaplanmis. 100 g ground kahvede; 1,05 g kafeinli kahve, 0,94 g kapsiillii kahve ve
100 g. ground kahvede; 0,03 g. kafeinsiz kahve, 0,02 g kafeinsiz kapsiillii kahve kafein
miktar1 bulunmustur.

H.N. Wanyika vd, Kenya marketlerde bulunan hazir kahve ve ¢ay markalarindaki
kafein miktarim1 YPSK sistemi ve UV-Goriniir bolge spektrofotometri ile analiz
etmislerdir. Bu ¢alismada 3 marka hazir kahve ornekleri olan hazir kahve, saf hazir
kahve ve espressoyu incelemislerdir. Ilk 6nce YBSK analizi yapilmis. 1000 ppm kafein
stok ¢ozeltisinden 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, ve 80 ppm lik mobil fazda
standart ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Ornegin hazirlanmasi da, 2 g kahve 6rnegi 100 mL
kaynamis saf suda karigtirilir. Soguduktan sonra siiziilerek 5 mL siizlintii 50 mL balon
jojoye mobil fazla tamamlanmistir. Ters faz kullanilarak akis hizi 1 mL/dk, foto diyot
dedektorti ile 278 nm dalga boyunda 10 pL 6rnek hacminde ve Su: Asetik asit: Metanol:
(79,9: 0,1: 20, h/h ) mobil fazinda analiz gergeklestirilmistir. R? 0,99 olarak
bulunmustur. UV spektrofotometri ile yapilan analiz de ise; 1000 ppm kafein stok
cozeltisi 100 mg saf kafein 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Kafein
standartlari, stok ¢ozeltiden 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm ve 80 ppm olarak
hazirlandi. 25 mL balon jojoye stok ¢ozeltiden alinarak 1 mL HCI eklenmis ve hacim
saf suyla tamamlanmistir. Ornek hazirlanist ise, 0,25 g 6rnek 20 mL suda ¢oziiliir. Bu
ornek c¢ozeltisi 25 mL siseye dokiilerek iizerine 10 mL 0,01 M HCI, 2 mL temel kursun

asetat ¢oOzeltisi eklenir. Saf suyla tamamlandiktan sonra calkalanir ve siiziiliir. 50 mL
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stiziilmiis ¢ozelti 100 mL siseye eklenerek iizerine 0,2 mL 4,5 M H,SO4 eklenir ve suyla
hacim tamamlanir. Siiziintii 274 nm dalga boyunda UV-Gériiniir bolgede bakilir. R
0,99 olarak hesaplanir. UV- Goriiniir bolgede elde edilen kafein seviyesi YPSK da elde
edilen kafein seviyesinden daha yiiksek ¢ikmistir. Kahve oOrneklerindeki kafein
konsantrasyonlari sirasi ile saf hazir kahve > hazir kahve > espresso kahve (DAD’ a
gore 3.42+0.12; 3.12+ 0.01; 1,64+ 0.01ve UV’ ye gore 12.23+ 0.04; 12.57+ 0.02; 5.74=+
0.02 ) seklindedir.

Nevena Gruji¢- Leti¢ vd, farkli matrikslerdeki kafein miktarini tayin etmislerdir.
Calismalarinin amact; YPSK’ yi takip eden kati faz eksraksiyon kullanilarak yiyecek,
icecekler, analjezikler ve ylizey suyunda kafein miktart analiz edilmistir Stok ¢ozeltisi,
pH 8 de 10 mL suyun 10 mg standart maddenin ¢oziilmesiyle kafein stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 0,1 mg/mL konsantrasyon elde etmek i¢in 100 pL stok ¢ozelti pH 8 de 1
mL ye seyreltilerek elde edilmistir. 0,2 ila 10 puL standart ¢ozeltiler YPSK sistemine
enjekte edilerek elde edilen sonuglarla kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Ornegin
hazirlanisi, 5 g kahve o6rnekleri 200 mL kaynamis suda ekstre edilir ve sonra siiziiliir.
Elde edilen siiziintii sisteme verilir. Analiz kosullari; mobil faz Su: Asetonitril: THF
(90: 10: Suda %0,1 THF, h/h, pH 8 0,1 M NaOH’a ayarlanir) akis hiz1 0,8 mL/dk,
calisma zamani 10 dk. kolon sicakligr 25°C, kolon the Zorbax Eclipse XDB — C8
kullanilarak ve DAD dedektoriinde 273 nm dalga boyunca analiz ger¢eklestirilmistir.
Kahve 6rneklerindeki kafein miktarlar1 1328-3594 mg/ 100 g. olarak bulunmustur.

Suraj Shrestha vd, basit YPSK yontemi ile kahve ve ¢ay orneklerindeki kafein
miktar1 tayin edilmistir. 7 yesil ¢ay ve 8 orta boy kavrulmus kahve cekirdekleri ve 3
kavrulmus kahve ¢ekirdekleri tozu ile analiz gergeklestirilmistir. 0,3 g kahve 6rnekleri
200 mL distile suyla hazirlanarak 100 °C ye kadar kaynatilir. Oda sicakligina
sogutulduktan sonra siiziiliir. 100 ppm kafein stok ¢ozeltisinden 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8
ppm ve 10 ppm standart ¢ozeltileri hazirlanir. C18 kolonuyla, mobil faz Su: Metanol
(60: 40, h/h), akis hiz1 1 mL/dk, kolon sicakligi 40 °C UV dedektor ile 275 nm dalga
boyunda 10 pL enjeksiyonu ile analiz ger¢eklestirilmis. r* 0,9928, geri kazamm %97,
dogrusallik 2-10 pg/mL, LOD 0,2 ppm ve LOQ 0,7 ppm olarak hesaplanilmistir.
Ortalama kahvedeki kafein miktar1 kuru bazda 1,17-1,34% olarak bulunmustur.

B E P Fajara ve H Susanti, YPSK ile kahve i¢eceginde kafein tayin etmisler. 3
cesit kahve ornekleri (X,Y,Z) Parry metodu, Dragendorff reaktifi ile nitel analiz ve nicel

analiz yontemlerini kullanarak kafein analizi gerceklestirilmistir. Dragendorff testi i¢in
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I mL 6rmek 10 mL kloroform ve 4 damla NH,OH da ¢oziilir ve sonra siiziliir.
Kloroform ekstrati 6 mL H;SO, (2M) ile calkalanir. Asidik tabaka bagka tilipe
ayrildiktan sonra 1 damlasina Dragendorff reaktifi eklenir ve turuncu- kirmizi tortuya
neden olur. Bu da kafein varligimi gosterir. Parry metodu alkolde ¢6ziinen maddelerin
sayis1 vasitastyla gerceklesir. Bu reaktif ve seyreltilmis amonyak ¢6zeltisi 6rnek {izerine
eklenir. Koyu mavi- yesil ¢ozelti kafein bulundugunu gosterir ( parry reaktifi, cobalt
nitratin metanol ile reaksiyonu ile olusur.). Sistem uygunluk testi, 6 kez 60 pg/ mL
kafein standart ¢ozeltisinin enjeksiyonu ile gerceklesir. RSD degeri, tR, AUC ve
kuyruklanma faktoriine 6zgiidiir. Dogrusallik testi, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm,
120 ppm, 140 ppm, 160 ppm, 180 ppm, ve 200 ppm konsantrasyonlartyla kafein
standartinin etanolde ¢oziinmesiyle YPSK sistemine enjeksiyonu ile gergeklesir. Kahve
iceceklerinde kafein igeriginin tayini, 5 mL kahve 6rnegi her birine 25 mL kloroform
eklenerek 4 kez ekstre edilir. Ekstrat (kloroform tabakasi) su banyosunda
buharlastirildiktan sonra ¢oziiciisiiz kafein ekstrati 5 mL ye kadar etanolde ¢oziiliir.
Standart ¢ozelti ve 6rnek YPSK sistemine enjekte edilir. Ters faz C18 kolonu, akis hizi
1 mL/dk, 20 pL 6rnek hacminde 278 nm dalga boyunda ve Metanol: Su ( 95:5, h/h)
mobil fazinda analiz gerceklesir. Elde edilen sonuglar; r* 0,992, ortalama kafeinin
alikonma zamani 2,518 dk, kuyruklanma faktorii 0,67 bulunarak kafein miktarlari
sirastyla X,Y ve Z icin 132,048 mg/sise, 109,699 mg/sise, 147,669 mg/sise olarak
hesaplanmuistir.

Kebena Gebeyehu Motora ve Tamene Tadesse Beyene, llu Abba Bora
bolgesindeki ¢ig ve kurutulmus kahve cekirdeklerinde bulunan kafeinin analizini
gerceklestirmislerdir. Mettu Rural, Chora ve Yayo Woreda tarim ve kirsal gelisim
ofislerinden toplanan kahve ¢ekirdekleriyle analiz yapilmistir. 2 g kahve 6rnegi 250 mL
saf suda ¢oziiliir. Cozelti siiziildiikten sonra 10 mL alinip {izerine 10 mL 1 N NaOH
eklenerek 30 mL kloroformun her bir 5 miktar1 ekstre edilmistir. Her bir ekstrat su ile
yikanarak elde edilen kalinti 2g tartilarak 100 mL kaynar suda ¢oziilmiistiir. Cozelti
sogutulduktan sonra siiziilerek kahve oOrnegi hazirlanmigtir. 100 ppm kafein stok
cozeltisinden 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm ve 80 ppm standart ¢ozeltiler
hazirlanarak. mobil faz olarak Su: Metanol (65:35, h/h), akis hiz1 1 mL/dk, enjeksiyon
hacmi 10 pL, kolon sicakligi 25°C, C18 kolonunda ve 272nm dalga boyu araliginda
analiz yapilmistir. r* 0,999, MDL 0,023 ppm, geri kazanim %105 bulunmustur. Kahve
orneklerinde kafein miktarlar1 sirasiyla; Yayo ¢ig kahvede 57,23 mg/L, Yayo
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kurutulmus kahvede 62,63 mg/L, Chora ¢ig kahvede 59,33 mg/L, Chora kurutulmus
kahvede 70,93 mg/L, Mettu ¢ig kahvede 64,61 mg/L ve Mettu kurutulmus kahvede ise
78,68 mg/L olarak bulunmustur.

Mesfine Shiferaw vd, YPSK analizi kullanarak Bale bolgesinde bulunan
kahvelerdeki kafein analizini gerceklestirmislerdir. Deneylerinde Golalcha, Berbere,
Mena ve Harena Buluk kahve cekirdegi &rneklerini analiz etmislerdir. flk olarak 0,5 ¢
ogiitiilmiis ve elenmis kahve 6rnegi 100 mL distile su ile kaynatilmis. Sogutulduktan
sonra siiziierek her bir siiziintitye 3g Na,CO3 eklenmistir. 100 mL diklorometan ile sivi-
stvi ekstraksiyon yapilmigtir. Ekstrasyondan elde edilen organik faz susuz Na,SO.
tizerinde kurutularak, boylece ham kafein ekstrati elde edilmistir. YPSK analizi igin
saklanmis. 1000 ppm kafein stok ¢ozeltisinden 0 ppm, 5 ppm, 10 pmm, ve 25 ppm
standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Mobil faz olarak Su: Metanol (75:25, h/h), akis hiz1 1
mL/dk, enjeksiyon hacmi 20 pL, kolon sicakligi 25 °C, C18 kolonuyla, DAD dedektorii
ile 272 nm dalga boyunda analiz gergeklestirilmis. r? 1, LOD 0,0018 mg/L, LOQ 0,0055
mg/L, geri kazanim %101,45 bulunmustur. Kahve orneklerinde kafein seviyeleri
sirastyla; Golalcha kahvesi %1,31 +0,14, Harena Buluk orman kahvesi %1,32+0,03,
Mena orman kahvesi %1,33+ 0,08, Berbere kahvesi %1,34+0,21, Harena Buluk tarim
kahvesi %1,36+0,02, Mena tarim kahvesi %1,36 + 0,160larak bulunmustur.

Sivi Kromatogrfisi ile yapilan c¢aligmalarin teknik 6zellikleri Tablo 5.1.°de yer

verilmistir.
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Tablo 5.1. Stvi kromatografisi kullanilarak yapilan ¢calismalarin teknik ozelllikleri

Kafein Kolon Akis Hizi Korelasyon Dedeksiyon Geri Kafein Miktar1
Analizinde (mL/dKk) ve Katsayisi (nm) Kazanim,
Kullanilan Mobil Faz R LOD ve LOQ
Ornekler
17 farkh RP-18 ImL/ dk, R%=0,99 273 nm 20ng/mLve 100 g kahvede
kafeini dalgaboyu  LLOQ=05 1,05 g kafeinli
kahve ve 6 Su: MeOH ug/m'_ kahve’ 0,94 g
kafeinsiz (35:65ve kapsiillii kahve
kahve ile 8 orto fosforik ve 0,03 g
kafeinli ve 2 asit, h/h) pH kafeinsiz kahve
kafeinsiz 2.8 ile 0,02 g
kapsiilli kafeinsiz
kahve kapsiilli kahve
Saf hazir Tersfarz  1mL/dk, YPSKile  YPSKDAD - YPSK da elde
kahve, hazir R?= 0,99 ile 278 nm edilen
kahve ve Su: Hac: dalga boyu miktarlar;
€Spresso MeOH UV spec. ile 12.23£0,04
kahveleri (79,9: %0,1:  R?=0,99 UV spec. 12,57+ 0,02
20, h/h) UV gorliniir 5.74+0,02
bolgede 274
nm dalga UV den elde
boyu edilen miktarlar
ise;
3,42+40,12
3,12+ 0,01
1,64+ 0,01
Saf hazir>
hazir> espresso
Yiyecek, XDB- C8 0,8 mL/dk, - DAD - 1328-3594 mg
igecek, dedektorii /100 g.
analjezikler Su: ACN: ile 273 nm
ve yiizey THF dalga boyu
sularinda (90:10:%0,1,
h/h)
7 yesil cay,  C18 1 mL/dk, R?=0,9928 yv %97 geri Ortalama
8 orta boy dedektorile  kazanim kahvedeki
kavrulmus Su: MeOH 275 nm kafein miktar1
kahve (60:40, h/h) dalgaboyu 0,2 ppm ve kuru baz da
cekirdekleri 0,7 ppm %1.17-1.34
ve 3
kavrulmus
kahve
cekirdekleri
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Tablo 5.1. (Devam). Sivi kromatografisi kullanilarak yapilan ¢alismalarin teknik ozellikleri

xX\Y,Z

Yayo ¢ig
kahve, yayo
kurutulmus
kahve,
chora ¢ig
kahve,
chora
kurutulmusg
kahve,
mettu ¢ig
kahve ve
mettu
kurutulmus
kahve

Golalcha
kahvesi,
harena
buluk orman
kahvesi,
mena orman
kahvesi,
berbere
kahvesi,
harena
buluk tarim
kahvesi ve
mena tarim
kahvesi

C18

C18

C18

1 ml/dk,

Su: MeOH
(5:95, h/h)

1ml /dk,

Su: MeOH
(65:35, h/h)

1 ml/dk,

Su: MeOH
(75:25, h/h)

R?= 0,992

R?= 0,999

R*=1

278 nm
dalga boyu

272 nm
dalga boyu

DAD
dedektorii
ile 272 nm
dalga boyu

%105 geri
kazanim

MDL=
0,023 ppm

%101 geri
kazanim

0,0018 mg/
L ve
0,0055 mg/
L

132,048
mg/sise,
109,699
mg/sise,
147,699
mg/sise

57,23 mg/
L,
62,63 mg/
L,
59,33 mg/
L,
70,93 mg/ L
64,61 mg/
L,
78,68 mg/
L,

%1,31+ 14,
%1,32+
0,03,
%1,33+
0,08,
%1,34+
0,21,
%1,36+
0,16,
%1,36+
0,21
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4. KROMATOGRAFI

Kromatografi, bir numunedeki bilesenlerin dagilma ve adsorpsiyon gibi
mekanizmalar yoluyla farkli zamanlarda birbirinden ayrilmasi islemidir. YPSK, pek ¢ok
alanda yaygin kullanilan eliisyon kromatografisidir. Maddelerin sabit ve hareketli fazda
birbirleriyle karigsmayan iki farkli fazda ayrilmasi ve saflagtirilmasini gerceklestirir. Sivi
veya gaz halindeki mobil faz ile karisimdaki bilesenler sabit faz iizerinden bilesenlerin
go¢ hizlarina bagli olarak ayrilmasi islemidir. Bu yontemle ¢esitli organik, anorganik ve
biyolojik numunelerdeki tiirleri ayirmak ve tayin etmek igin kullanilir. Kromatografik
analiz yontemi ise, karisimda bulunan tiirlerin ayr1 ayr1 belirlenmesi (nitel analiz) ve
karisimi olusturan tiirlerin miktar tayini (nicel analiz) islemlerinde kullanilan aletli
analiz yontemidir [82, 83].

4.1. Kromatografinin Mekanizma Yoniinden Siniflandirilmasi

Mekanizma yoniinden siniflandirilmasi ayirma ortamindaki maddelerin ayirimini
yapan mekanizmayr temel alir. Bilinen mekanizmalar g6z Oniine alindiginda
kromatografi 6 gruba ayilmaktadir. Bunlar:

1 Dagilma (partisyon) kromatografisi
2. Adsorbsiyon kromatografisi

3. lIyon degistirme kromatografisi

4.  Molekiil segme kromatografisi

5 Afinite kromatografisi

6 Kiral kromatografisi

Mol kiitlesi 10000 den biiyiik ve apolar maddelerin analizinde jel gegirgenlik
yontemi; jel siizme yontemi ise polar veya iyonik maddeler i¢in kullanilir. Mol kiitlesi
daha kiiciik iyonik tiirlerde ise iyon degistirici kromatografisi tercih edilir. Iyonik

olmayan kiigiik polar tiirler dagilma yontemiyle analiz edilir [82, 83, 85].

4.1.1.Dagilma kromatografisi

Ormnek igerisinde bulunan her madde hareketli ve sabit faz arasinda dagilir.
Dagilma katsayisi (hareketli faz/sabit faz, Kp) biiylik olan madde ortamdan &nce ¢ikar.
S1vi- s1vi dagilma ve sivi bagli faz kromatografisi diye 2 alt gruba ayrilir. Bu fark, kati
taneciklerin ylizeyine durgun fazin tutturulmasindaki yontem farkidir. Sivi- siv1 teknikte
fiziksel adsorpsiyonla, bagl faz teknikte ise kovalent baglarla tutturulur. Bagh faz
dagilma kromatografisi daha kararl oldugu i¢in tercih edilir [82, 83, 85].
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4.1.2. Adsorbsiyon kromotografi

Sabit faz kati oldugunda kati yiizeyinde maddenin alikonulmasi fiziksel
kuvvetlerin etkisi sonucunda yani adsorbsiyon ile saglanir. Analit, polar bir dolgu
maddesinin (silis yada alimina) ylizeyine adsorblanir. Silis, analiti adsorblama
kapasitesinin yiiksek olusu ve daha kullanish bir formda oldugu igin aliiminaya gore
daha ¢ok tercih edilmektedir. Analit, sabit fazda hareketli faz ile adsorpsiyon yarisina
girer. Alikonma siiresi, analitin durgun fazdaki adsorpsiyon kuvvetine baglidir.
Adsorbsiyon kromatografide, analitin dagilma katsayisini etkileyen degisken hareketli
fazin bilesimidir. Burada molekiil kiitlesi 5000 den daha az apolar ve suda ¢oziinmeyen

organik maddeler ve izomerik karisimlar da ayrilabilmektedir [82, 83, 85].

4.1.3.Tyon degistirme kromatografisi

Sabit fazda anyon ve katyonlar1 degistirebilen fonksiyonel gruplar bulunmaktadir.
Iyonik maddeleri igeren &rnek karisim ayrilacagi zaman bu iyonlar sabit fazdaki anyon
ve katyonlarla yer degistirerek tutunma gerceklesir. Hareketli faz, iyonun sabit ve
hareketli fazda olusturdugu dengeye gore iyonik maddeyi siiriikler. Denge sabitinin
biiyiikliigii hangi iyonun daha uzun siire sabit fazda alikonulacagini, hangisinin ise
ortami dnce terk edecegini belirler. Iletkenlik dedektdrii, iyon kromatografisi igin uygun

bir dedektordiir [82, 83, 85].

4.1.4.Molekiil secme kromatografisi

Yiiksek mol kiitleli tiirlere uygulanir. Dolgular kiigiik boyutlu silis ya da polimer
tanecikleridir. Gozenek boyutundan biiyiik molekiiller dolgu maddesi tarafindan
tutulamazlar ve hareketli faz ile kolonu erken terk ederler. Analit ve sabit faz arasindaki
fiziksel ve kimyasal etkilesimler s6z konusu olmadigi i¢in diger tekniklerden ayrilir.

Cok sayida dolgu maddesi bulunur. Bazilar1 hidrofiliktir ve polar coziiciilerle
kullanilirken bazilar1 ise hidrofobiktir ve apolar organik ¢oziiciilerle kullanilirlar. Jel
stizme teknigi; polar tiirlerin ayrilmasinda, dolgu maddelerinin hidrofilik oldugu bir
cesit boyut ayirict kromatografisidir. Jel gecirgenlik teknigi; apolar tiirlerin
ayrilmasinda, dolgu maddelerinin hidrofobik oldugu bir gesit boyut ayiricisidir [82, 83,
85].
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4.1.5. Affinite kromatografisi

Affinite ligand1 ad1 verilen reaktif kat1 bir destek {lizerine kovalent olarak baglanir.
Protein — ligand etkilesimine dayali, biyolojik molekiillerin ayiriminda kullanilan bir
yontemdir. Numune kolondan gecerken sadece affinite liganda baglanan molekiiller
alikonulur. Istenmeyen molekiiller uzaklastirildiktan sonra alikonmus analitler hareketli
fazin bilesimi degistirilerek eliie edilir. Antijen — antikor, enzim — substrat, reseptor ilag,

gibi oldukga spesifik etkilesimlere dayanmaktadir [82, 83, 85]

4.1.6.Kiral kromatografi

Bu ayirmalarda ya hareketli faza kiral bir madde katilir, ya da sabit faz olarak
kiral bir kati segilerek gergeklestirilir. Ayirict madde kiraldir; ¢iinkii ayrilacak
izomerlerin kiral 6zellikleri arasinda ayrim bu sekilde gergeklesir. Durgun faz, kat1 bir
destek yiizeyine kiral bir madde tutturularak hazirlanir. Kiral madde ile ¢6ziinmiis
izomerler arasindaki etkilesim, ayirici kiral madde ile ayrilan izomerler n- baglari, H-
baglar1 veya dipoller araciligi ile birbirlerini ¢ekerler. Bir diger etkilesim ise, ayrilacak
izomerlerden birinin durgun fazdaki kiral bosluklara yerlesip icerim kompleksleri
olustururlar [82, 83, 85].

4.2. Polarhik Durumuna Gore Siniflandirmasi

a)  Normal faz kromatografisi: Sabit faz polar, hareketli faz apolar
b)  Ters faz kromatografisi: Sabit faz apolar, hareketli faz polar

seklinde iki gruba ayrilir [82, 83, 85].

4.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Gelisen teknoloji ile kii¢iik yarigapli tanecikleri igeren kolonlar kullanilmis ve
tabaka sayilar1 iyilestirilerek kolona yiiksek basing uygulanmasiyla da akis hizi
arttirtlmistir. Bu - arttirldlmis  performansindan  dolayr  yiliksek performansli  sivi
kromatografisi denilmistir. YPSK, sagladig1 yiiksek dogruluk, kesinlik, hassaslik ve
ucucu olmayan tiirler i¢inde kullanilabilmesinden dolay1r en ¢ok tercih edilen bir
kromatografi cihazidir. Coziicii maliyeti, ultra safliktaki ¢oziicii kullanimi ve uzun
analiz siiresi gibi parametreler YPSK’ nin dezavantaji gibi goriilse de sonuglarin
birbiriyle uyumu ve Kesinligi bu durumu O6nemsiz kilmistir. Ayrica ¢ok diisiik

derisimlerde bile calisilmasi bir avantaj olarak degerlendirilir. YPSK, yapilar1 benzer
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kimyasal tiirlerin ayrilmasi1 ve saflagtirllmasi islemlerinde, kalitatif ve kantitatif
analizlerinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Az sayida ve bilinen
tiirleri iceren karigimlardaki bilesenlerin varligini tanimak amaciyla yaygin bir sekilde

kullanilir [84].

4.3.1.Coziicii se¢imi

Bir analizin basarili sonug¢lanmasi i¢in ilk 6nce dogru ¢oziicii segimi yapilmalidir.
Eliient olarak genellikle en az iki ¢oziicliden olusan karisim kullanilir. Bu karigimlarda
belli oranlarda zayif ¢oziicii olarak su ve kuvvetli ¢oziicli olarak da tetrahidrofuran,
metanol ve asetonitril gibi organik ¢oziiciiler kullanilir. Segicilik parametresi ¢oziicii
oranlar1 ya da bilesimi degistirilerek iyilestirilir. Coziiclilerin kaynama noktalar1 yiiksek
olmamali, viskozitesi ve toksisitesi diisiik olmalidir. Kullanilan dedektor ile de uyumlu

olmalidir. [84].

4.3.2. YPSK sisteminde kullanilan pompalar
YPSK’ da pistonlu yiiksek basing pompalar1 kullanilir. Silindir yollu (pistonlu)

pompalar, siringa benzeri pompalar ve pndmatik pompalar olmak iizere 3 c¢esittir. Bu
pompalar. 600 bar basinca kadar ¢ikar ve 0,2-10 mL/dk akis hizlarinda c¢aligabilir.
Pistonlu pompalarda pistonun ileri geri hareketiyle doldurulur ve bosaltilir. Pulslu akis
diizeltilerek siirekli akisa doniistiiriilebilir. Gradient eliisyon teknigi kolay uygulanabilir.
Kolon geri basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden ¢ok fazla etkilenmez. Siringa benzeri
pompalarin akis hizlar1 kontrol edilebilmektedir Fakat kapasiteleri sinirlidir. Ayrica
farkli ¢6ziicii karisgimlarin kullanimina uygun degildir. Pnomatik pompalar, basit,
ucuzdur. Kapasiteleri ve kolon basinglari simirli olur ve ¢oziicti viskozitesine gore akis

hiz1 degismektedir. Bu yiizden gradient eliisyona uygun degildir [84].
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4.3.3. YPSK sisteminde kullanilan kolonlar

YPSK’ da kolonlar ¢esitli ebatlarda, cam veya paslanmaz celikten yapilmis ve
icinde uygun bir sabit faz bulunan malzemeler kullanilir. 3 tip kolon vardir. Bunlar;
mikro analitik, standart analitik ve preperatiftir. Dolgu malzemelerinin yarigaplar1 3-20
um arasinda ve 30-300 mm uzunlugunda kolonlar kullanilir. Taneciklerin yarigaplari ne
kadar kiiclikse teorik tabaka yiiksekligi o kadar az ve kolon verimliligi de o kadar
fazladir. Ve boylece kolonda geri basing artar. Bu sekilde kolon gegirgenligi arttirilir ve
daha diisiik basinglarda c¢aligilir.

YPSK cihazlarinda &n kolonlar vardir. On kolondaki dolgu maddesi ile analitik
kolondaki dolgu maddesi aynidir, fakat tanecik boyutlar1 daha biiyiiktiir. Bu sekilde 6n
kolonda meydana gelen basing diismesi azaltilir. On kolon kullanmanm amaci,
cozeltideki safsizliklarin analitik kolona gegmesini engellemektir.

YPSK kolonlarinda kullanilan dolgu maddesi ince silika jeldir. Alimina ve celite

de kullanilanlar arasindadir [84].

4.3.4. YPSK sisteminde kullanilan dedektorler

Dedektorler, kolondan eliie olan 6rnek bilesenlerin sinyallerini kromatogram
lizerinde pik olarak ifade edilmesidir. Ideal bir dedektdr, genis konsantrasyon
araliginda, yiiksek duyarliliga, disiik giriiltii seviyesine, segicilige ve kolon
akintisindaki bilesiklere duyarli olmalidir. Ayrica sicaklik ve basingtaki degisimlere
duyarsiz olmalidir. Kullanilacak olan dedektor, analizi yapilacak drnegin cinsine uygun
olmalidir. Cevap siiresi kisa olmali ve bant genislemesine sebep olmamalidir. Sivi
kromatografisinde en ¢ok UV-Vis dedektorleri kullanilir.

YPSK kullanilan Dedektor tipleri;

Analite duyarl dedektorler: UV, DAD, floresans ve amperometrik dedektorlerdir.

Mobil faza duyarli dedektorler: Iletkenlik dedektdrii ve kirma indisi dedektérlerdir [83,
85].
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4.3.5. Ultraviole / goriiniir (UV/VIS) ve foto diyot dizisi dedektorii (DAD)

YPSK sistemlerinde en yaygin kullanilan dedektor cesididir. Bu dedektorler
Lambert Beer Law yasasina uyar. A, absorbans, € molar absorbsiyon katsayisi, b, hiicre

uzunlugu (cm), ¢ drnek konstantrasyonu iken esitlik su sekildedir;

A= Ebc™ (4.1)

UV dedektorler, 200-400 nm araliginda kullanilabilir, ¢ok diisiik derisimdeki
bilesikler belirlenebilir, segicilikleri oldukg¢a yiiksek ve gradient eliisyon igin
elveriglidir. En ucuzu tek bir dalga boyunda calisan filtreli UV dedektoriidiir.
Monokromatorlii UV dedektorleri ise ayni anda 4-5 dalga boyunu tararlar. En pahali
olanm1 foto diyot dizisi, ayn1 anda istenildigi kadar dalga boyunu tarayan DAD
dedektorleridir. Bu tip dedektor ile pik safligi ve 3 boyutlu spektrumlar elde edilir [82,
83].

26



5.  GERECLER

YPSK-DAD dedektorii araciligr ile farkli sicaliklarda demlenmis olan kahve ornekleri
icerisindeki kafenin miktarmin tayini i¢in kullanilan kimyasal maddeler Tablo 6.1.’da,

cihazlar ve geregler ise Tablo 6.2.’de yer almaktadir.

Tablo 6.1. Analizde kullanilan kimyasal malzeme listesi

Kullanilan Kimyasallar Marka Saflik derecesi
Kafein Sigma-Aldrich (Sigma, > % 99,9
Almanya)

Sigma — Aldrich (Almanya) ve

0,
Metanol Carlo Erba (Fransa) YPSK Saflik, > % 99,9
Su CHROMASOLV® Sigma — Aldrich (Almanya) YPSK Saflik, > % 99,9
Asetonitril Sigma — Aldrich (Almanya) ve YPSK Saflik, > % 99,9
Carlo Erba (Fransa)
Propan diol Carlo Erba (Fransa) YPSK Saflik, > % 99,0

Tablo 6.2. Analizde kullanilan cihazlarin marka ve modelleri

Cihaz Adr Marka/ Model

Marka: Shimadzu (Japonya)
Yiiksek basingli sivi kromatografi cihazi Model: Nexera — i ( LC — 2040C 3D) (Japonya)
Liquid Chromatograph

Foto Diyot Dizisi Detektorii Marka: Shimadzu (Japonya)
Model: Nexera —i ( LC —2040C 3D) (Japonya)
Hassas terazi Model: Ohaus PA214C
Su banyosu Model: Lab companion BW — 20 H
Vortex cihazi Model: HEIDOLPH
Marka: BFC
Mobil faz siizme diizenegi Model: BF — S2500 vakum cihazina ile biitiinlesik

mobil faz siizme diizenek sistemi

Sirmga ve uglari Part No: SN02522 — P
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6. YONTEMLER

6.1. Hareketli Fazin Hazirlanisi

Mobil faz olarak MeOH ve ultra YPSK safliktaki su kullanilmistir. MeOH: Su
(45:55, h/h) bilesimindeki hareketli faz ¢ozeltisi 1000 mL’lik A kalite cam sisede
hazirlanmistir. Belirtilen hacimlerde karistirilan mobil faz 6ncelikle olas: kirliliklerden
arindirmak amaciyla mobil faz slizme diizenegi ile 0.22 um gozenek capli steril seliiloz
filtreden gecirilerek 10 dk boyunca ultrasonik banyoda bekletildi. Tiim analizlerde
mobil faz giinlik olarak hazirlanmistir. Analiz siiresince izokratik eliisyon sisteme

dayal1 bir hareketli faz akis1 kullanilmistir.

6.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanisi

Kafein standart stok ¢ozeltisi, saf kafeinden hassas bir sekilde 0,020 g madde
tartilarak 10 mL bidistile suda ¢oziilerek (2000 ppm) hazirlanmigtir. Hazirlanan stok
cozeltiden ilgili seyreltmeler yapilarak sirasiyla 10, 20, 30, 40 ve 50 ppm derisimlerine

sahip standart ¢ozeltiler elde edilmistir.

6.3. Kahve Orneklerinin Hazirlamis:

Analizi yapilacak kahve Orneklerinden 1000 mg tartim alinarak 1siktan
etkilenmemesi amaciyla siyah 100 mL’lik cam siselere bidistile su ile tamamlanarak 10
dk boyunca ultrasonik banyoda karistirilmistir. Bu karisim daha sonra vorteks ile de 5
dk calkalanmistir. Hazirlanan kahve ornekleri farkli sicaklik degerlerinde (25°C, 50°C,
75°C ve 95°C) isitilarak, her ornekten 1 ml’e alinip 0.22 mm’lik siringa filtreden
siiziildiikten sonra YPSK viallarine aktarilmistir. ik drnek analize verildiginde elde
edilen pik siddetli gelince 6rneklerin derigsimleri 1:10 oraninda seyreltilmesi yontemine

gidilmistir.

6.4. Analiz Parametreleri

DAD dedektorii ile yapilan 6l¢iimlerde maddenin maksimum absorbans verdigi
degeri bulmak icin 194 ile 800 nm dalga boyu araliginda spektrum taramasi yapilmstir.
YPSK analizleri igin MeOH: Su (45:55, h/h) bilesimindeki mobil faz, segilen
PFPP kolonundan 0,7 mL/dk akis hizinda gonderilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL,
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kolon sicaklig1 25 °C olarak ayarlanmistir. Analitler, 274 nm dalga boyuna ayarl foto
diyot dizi dedektorii ile 6l¢iilmiis olup bilgisayara kaydedilmistir.

Analize baslanmadan 6nce %10 izopropilalkol-su ve %30 MeOH-Su ¢ozeltileri
sistemden gegirilerek analize hazir hale getirilmistir. Daha sonra hazirlanan mobil faz
ile kolon 10 dk siiresince sartlandirilmistir. Bu islemler sonrasinda standartlar ve
numuneler analiz edilmeye baslanmuistir.

Analizlerde kafein pikleri 7,7+ 0,009 dk’ da gbzlenmis olup toplam analiz siiresi
12 dk’ da tamamlanmistir. Analiz sonrasinda kolondan MeOH: Su (75:25, h/h) ¢ozeltisi

5 dk gegirilerek bir sonraki analiz igin hazir hale getirilmistir.

6.5. Sonug¢larin degerlendirilmesi

Uluslararas1  Harmonizasyon Konferansina  (International Harmonization
Conference, ICH) uygun olarak yapilan validasyon parametreleri ve sistem uygunluk
testleri (SUT) sonucunda gelistirilen yontemin yeterli ve istatistiksel agidan uygun
oldugu saptanmistir. Ug kez tekrarlanan analizler sonucunda elde edilen pik degerleri

kullanilmistir ve kahvelerdeki kafein miktarlar1 hesaplanmustir.
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7. BULGULAR VE TARTISMA
Calismada, YPSK yonteminde DAD dedektorii kullanilarak kahvelerdeki kafein

miktarinin belirlenmesindeki ilk asama yontem gelistirme ile olmustur. Analiz
yonteminin gelistirilmesi i¢in Once sabit ve hareketli faz se¢imi, uygun analiz
kosullarinin belirlenmesi yontem gecerlilik basamaklarindan sonra belirlenen metodun
numunelere uygulama asamasi yapilmistir. Bu calisma sonucunda 6zgiin degere sahip
ve uygulanmasi kolay bir analiz ger¢eklestirilmistir.

Ulkemizdeki kahve &rneklerine uygulanan YPSK teknigi ve DAD dedektorii ile
elde edilen kafein miktarinin analizi gergeklestirilmistir. Kafeinin suda ¢6ziiniirliigiiniin
%2,13 olmasi ve gidalarda su kullanilmasi gerekli oldugundan ¢oziicii olarak su
kullanilip 2000 ppm derisiminde kafein stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden bir
seri seyreltmeler yapilarak genig tarama araligi sunan DAD dedektorii ile 80 ppm
standart ¢ozeltinin analizinde en yiiksek dalga boyu araligi 274 nm oldugu bulunarak
sekil 5.1.’de gosterilmistir.

mAU

7: LQOG/ 1,00
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B
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Sekil 5.1. 80 ppm derigime sahip kafein ile elde edilen DAD spektrumu
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Tablo 7.1. 40 ppm kafein standart ¢ozeltisinin analiz parametreleri

Parametre Deger
Baslangi¢ dalga boyu 190 nm
Bitis dalga boyu 800 nm
Spektrum kararliligi 512
Lamba D2+

LC ve End stop 12 min
Derisim 40 ppm
Kolon sicaklig 25°C
Dalga boyu 274 nm
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Akis hizi 0,7 mL/dk
Alikonma zamani 7,7 dk

Pik taban genisligi 0,563

Pik alam 1402716
Mobil faz % %45 MeOH-Su
Mod diisiik basingli gradient
Max. Basing 450
Kolon tipi Ultra PFPP

YPSK analizi i¢in yontem gelistirme metodunda kafeinin kolonda yeterli siirede
alikonmasi i¢in uygun kolon (sabit faz) ve hareketli faz secimi ile baslanilmistir.
Kolonlarin i¢ yiizey alanlari, boyut, silika yapis1 gibi parametreleri géz Oniine alinca
maddeyi tutabilecek giicte ve yiiksek verimlilige sahip bir kolon aragtirilmigtir. Raptor
™18 (150 mm x 4,6 mm x 2,7um), Ultra AQ C18 (150 mm x 4,6 mm x 3 pum), Ultra
AQ C18 (200 mm x 4,6 mm x 5 pum) ve Ultra PFPP (200 mm x 4,6 mm x 5 um)
kolonlarinda analiz gergeklestirilmistir. Hareketli faz secimi iginde ucuz YPSK
¢oOziiciilerinden olan asetonitril (ACN), metanol (MeOH) ve su bilesimli ¢oziiciilerle
denemeler yapilmigtir. Kafein maddesi polar yapida olmasindan dolay:1 hareketli faz
seciminde de apolarligr diisiik tutulmaya calisilmistir. Akis hizinin kafein maddesinin

kolonda tutulmasini ve sinyal biiyiikliiklerine yaptig1 etkiyi incelemek amaciyla degisik
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akis hizlarinda analizler gergeklestirilmistir. Bu analiz kolon sicakligi sabit tutularak
yani standart oda sicakligr olan 25°C de gerceklestirilmistir. Ciinkii artan sicaklik
¢Oziicii viskozitesini azaltarak basingta da azalmaya neden olur. Molekiillerin kinetik
enerjilerini arttirarak maddenin gelis zamanini kisaltir. Pik morfolojisini iyilestirmesi ve
kolon basincini diisiirmesi gibi avantajinin yaninda yiiksek sicakliklarda maddeler ve
kolon kimyas1 lizerinde bozucu etkisi gibi dezavantaji da vardir. Bu yiizden oda
sicakliginda ¢alisilmasi uygun gorilmiistiir.

ilk analiz, Raptor ™ C18 (150 mm x 4,6 mm x 2,7um) kolonunda mobil fazi %15
ACN-Su sabit tuttugumuzda akis hizlar1 0,5 ml/dk ile 0,7 ml/dk’ y1 inceledigimizde
alikonma zamanlar1 4,86 dk ve 3,49 dk olarak bulunmustur. Ayni kolon igin akis
hizlarini sabit tuttugumuzda yani 0,5 ml/dk akis hizinda analiz yapildiginda mobil faz
yiizdesini %10 ve %15 ACN-Su ya ayarlandiginda ise piklerin alikonma zamanlari
sirayla 9,25 dk ve 4,86 dk oldugu bulunmaktadir. Organik faz ylizdesi arttirilinca
piklerin alikonma zamaninda azalis yani maddenin kolonu erken terk ettigi gézlenmis
oldu. Ultra AQ C18 (150 mm x 4,6 mm x 3 um) kolonunu kullanilarak pikler incelendi.
%15 ACN -Su mobil fazi sabit tutularak akis hizlart 1,4 ml/dk ve 0,9 ml/dk ya
ayarlandiginda maddenin kolonu terk etmeleri sirasiyla 6,680 dk ve 11,746 dk olarak
bulunmustur. Akis hizin1 arttirdi§imiz zaman basingta yiikselme goriilmektedir. Bu
yiizden yiiksek basinglarda c¢alisilmast tercih  edilmemektedir. Ayrica pik
morfolojilerindeki bozulma sebebinden bu kolon ve mobil faz kullanimi iptal edilmistir.
Ultra AQ C18 (200 mm x 4,6 mm x 5 um ) kolonu %30 MeOH-Su mobil fazinda ve 0,7
ml/dk ile 1,4 ml/dk akis hizinda gergeklestirilen analiz sonucunda ise sirasiyla
maddenin kolondan ayrilmasi 16,56 dk ve 9,31 dk olarak bulunmustur. 16,56 dk
alikonulan madde i¢in sarfiyat ¢ok oldugundan ve 9,31 dk gelen maddede kolonda
yiiksek basinca neden oldugu i¢in iptal edilmistir. %40 MeOH-Su mobil fazinda 3 pm
ve 2,7 um kolon ebatlarinda 1,3 ml/dk ve 0,5 mL/dk akis hizlarinda yapilan analiz
sonucuna gore de maddenin alikonma zamanlari sirasiyla 3,959 dk ve 3,875 dk olarak
bulunmustur. Aralarinda biiylik bir fark olmamasiyla birlikte kolonu beklenilen
zamandan daha erken terk etmesi istenilen bir durum olmamasi nedeniyle bu kolon ve
mobil faz yiizdeleri de iptal edilmistir. Son olarak Ultra PFPP (200 mm x 4,6 mm x 5
um) ebadindaki kolon ile %45 MeOH-Su mobil fazinda 0,7 mL/dk akis hizinda analiz
gerceklestirilmistir. Maddenin alikonma zamani 7,368 dk olarak bulunmustur. Pikin

morfolojisinde herhangi bir bozukluk ve fazla sarfiyata neden olmamasi agisindan bu
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kolon kullanimi tercih edilmistir. Diisiik akis hiz1 maddenin kolondan ¢ikis siiresini, pik
alanlarinin biiylikliiglinii, pik morfolojisinin simetrisini olumsuz yonde etkilemektedir.
Ayrica yiiksek akis hizi kolon basincini arttirarak pik morfolojisinin bozulmasina neden
oldugu i¢in ortalama bir deger olarak 0,7 ml/ dk akis hiz1 se¢ilmistir.

On calismalar dogrultusunda yapilan analizlerde, kafein igeren standart
¢ozeltilerin analizi 12 dakikada tamamlanmigtir. Kafeinin gelis zamam 7,7+ 0,02 dk
dedekte edilmistir. Standart maddelere ait kromatogram Sekil 5.2’ de yer almaktadir.
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Sekil 5.2. 10-50 ppm derisimlerinden elde edilen kafein standartlarin kromatogrami

YPSK-DAD dedektorii ile gelistirilen yontemden elde edilen verilerin kabul
edilebilir degerlere uygun olup olmadigin tespit etmek igin sistem uygunluk testleri
yaptlmistir. Bu testlerde; teorik tabaka sayisi, kuyruklanma, asimetri ve Kkapasite
faktorleri, pik alanlarmin ve gelis zamanlarmin bagil standart sapmasi (%BBS)
hesaplanarak sonuglar Tablo 7.2.’de gosterilmistir. Elde edilen sonuglarin istenilen

araliklarda oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 7.2. Sistem uygunluk testleri sonuc¢lar

Parametre Analiz degeri Tavsiye edilen deger
Tutunma zamam (Rt, dk) 7,945 N/ A
Kapasite faktori (k') 1,64 >2
Asimetri faktorii (As) 1,04 0,95<x< 1,2
Kuyruklanma faktorii (T) 1,02 <2

Pik alanin % BSS 0,0009 <15
Tutunma zamanimin % BSS 0,005 <1
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Gelistirilen YPSK-DAD yontemin validasyonu, ICH tarafindan yayinlanan
kilavuza gore valide edilmistir. Bu kilavuz da dogruluk, kesinlik, dogrusallik, aralik,
tayin alt sinir1, saptama siniri, saglamlik, segicilik ve ayrica sistem uygunluk testlerine
yer verilmis olup bunlara gore analiz gergeklestirilmistir.

Yontemin dogrulugunu gostermek amaciyla standart ekleme yontemiyle geri
kazanim c¢alismasi yapilmigtir. Farkli numunelere 3 farkli konsantrasyonlarda
standartlar eklenerck sonuglar elde edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 7.3.’te yer
almaktadir.

Tablo 7.3. Yontemin dogruluguna iliskin yapilan ¢alismalarin sonuglart

Numuneler Eklenen standart Bulunan Geri kazamim
_ standart %
Ornek 1 40 ppm 39,3664 98,42+ 2,13
Ornek 2 25 ppm 24,2025 96,81+ 2,13
Ornek 3 10 ppm 10,1033 101,03+ 2,13
Ortalama geri kazanim 98,75+ 2,13
Standart sapma 2,13
%BSS 0,022
GA 4 =000 +12,.2

Yontemin kesinligi tekrar edilebilirlik ¢aligmasiyla bulunur. Yontemin
dogrusalligin1 bulmak i¢in 10 ppm derisime sahip kafein standardi ayn1 giin igerisinde
ayrica ardisik 3 giinlerde belirlenen analiz kosullarinda gerceklestirilmistir. Standart
sapmas1, varyans, bagil standart sapmasi ve giliven araliginin istatistiksel olarak
degerlendirilip gelistirilen yontemin kesinliginin analitik hassasiyete (% BSS <2) sahip

oldugu bulunmustur. Sonuglar Tablo 7.4.’te yer almaktadir.

Tablo 7.4. Kafeinin kesinlik ¢alismasi sonuclar

1. Giin (n=3) 2. Giin (n=3) 3.Giin (n=3) Giinler arasi
Ortalama 10,0795 10,0827 9,4375 9(1513?525
SS 0,009 0,038 0,041 0,323
s? 8,1x10° 1,444x10- 1,681x107° 0,1043
% BSS 8,9 x10™ 3,7x10° 4,3x10° 0,033
GA =005 +0,052 +0,218 +0,235 + 1,068
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Yontemin dogrusalligini test etmek i¢in 10 ppm ila 50 ppm araligindaki kafein
standartlar1 analiz edilmistir. Dogrusalligin giinler i¢i ve giinler arasindaki degisimini
tespit edebilmek i¢in 3 giin boyunca 3 tekrar halinde analiz gercgeklestirilmistir. Elde
edilen Kkalibrasyon grafigi ile egim, kesim noktas1 ve Kkorelasyon Katsayisi
hesaplanmustir. r* degeri 0,999 olarak hesaplanan analizin bu aralikta dogrusal sonugclar
verdigi sdylenebilir. Yontemin giin i¢i ve giinler arasindaki dogrusalligi Tablo 7.5.’te
verilmistir.

Tablo 7.5. Giin i¢i ve giinler arast elde edilen dogrusallik analizlerinin sonuglar

1. Giin 2. Giin 3. Giin Giinler arasi
(n=3) (n=3) (n=3) (n=9)
Aralik 10 ppm - 50 ppm
(ppm)
Egim 13252 7373,1 4811,1 8478,5
Kesim 34908 35173 34823 34968
r? 0,999 0,999 0,998 0,999

Yontemin saptama sinir1 (LOD) ve tayin alt simir1 (LOQ), kalibrasyondan elde
edilen dogru denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Standart sapmanin elde edilen egime
oranimnin 3,3 kati LOD, 10 kat1 da LOQ degeri olarak hesaplanmistir. Elde edilen
hesaplamalar sonucunda LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,029 ppm ile 0,088 ppm
olarak hesaplanmistir. Bu yolla hesaplanan LOD ve LOQ degerleri Tablo 7.6.’da yer

almaktadir.

Tablo 7.6. Elde edilen saptama smnirt ve tayin alt siniri degerleri

1. Giin 2. Giin 3. Giin Giinler arasi (n=9)
(n=3) (n=3) (n=3)

Aralik (ppm) 10 - 50 ppm

Kesim 13252 7373,1 48111 8478,5

Egim 34908 35173 34823 34968

LOD 0,029 0,134 0,136 1,068

LOQ 0,088 0,406 0,412 3,235
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Yontemin saglamliginin test edilebilmesi i¢in mobil fazin organik ¢oziicii yiizdesi,
akis hizi, kolon sicakligi gibi sartlandirma basamaklar1 iizerinde kiiciik degisiklikler
yapilarak kafein sinyalleri incelenmistir. Mobil fazin bilesiginin ylizdesi (MeOH: Su,
44:56, h/h; MeOH: Su, 46:54, h/h), akis hiz1 (0,6 mL/dk, 0,8 mL/dKk) ve kolon sicakligi
(24°C, 26°C) parametrelerindeki kiigiik degisikliklerinden elde edilen sonuglar
incelendiginde istatistiksel acidan bir farklilik gozlenmemistir. Bu da yaptigimiz
analizlerinin sonuglarinin saglamligini dogrular niteliktedir.

Bu ¢alismada, bir¢cok farkli kahve numuneleri piyasadan toplanilarak belirlenen

yonteme gore analizleri yapilmistir. Bu 6rneklerden birkagi Sekil 5.3.ile 5.7. arasinda

gosterilmistir.
mAU

9 PDA Multi 1 274nm,4nm
2

2,5

O,O——AJU

-2,5-

| \ \ \ —
0,0 25 50 75 10,0

min

Sekil 5.3. 3 ii I arada kahve numunesinden elde edilen kromatogram
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mAU

mAU

40i PDA Multi 1 274nm,4nm

7,785

20-

20

10-

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
min
Sekil 5.4. K. Tiirk kahvesi numunesinden elde edilen kromatogram

PDA Multi 1 274nm,4nm

7,772

10
30-
20-

10

0,0 2,5 5,0 75 10,0
min
Sekil 5.5. Filtre kahve numunesinden elde edilen kromatogram
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mAU

12,5- PDA Multi 1 274nm,4nm

7,763

10,0%
751
5,0%
25

0,0~

0,0 2,5 50 75 10,0
min
Sekil 5.6. Osmanli kahve numunesinden elde edilen kromatogram

mAU

PDA Multi 1 274nm,4nm

0,0 2,5 5,0 75 10,0
min
Sekil 5.7. Melengi¢c kahve numunesinden elde edilen kromatogram

Demleme yontemine gore elde edilen kafein miktarlar1 ve oda sicakliginda
analiz edilen 32 kahve 6rneginin derigimleri hesaplanarak Tablo 7.7.ile 7.12. arasinda

gosterilmistir.
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Tablo 7.7. Sicaklik farklarina gére kafein miktarlart

Ornekler Sicaklik (°C) Derisim (ppm) Alikkonma zamam mg/ mL
(Rt)

25 33,47 7,794 0,0334

Hazir Kahve 50 33,59 7,771 0,0335
75 33,80 7,745 0,0338

95 34,20 7,862 0,0342

25 123,52 7,772 0,1235

Filtre Kahve 50 124,50 7,755 0,1245
75 125,69 7,937 0,1256

95 127,46 7,854 0,1274

25 127,16 7,785 0,1271

Tiirk Kahvesi 50 124,88 7,764 0,1248
75 126,78 7,76 0,1267

95 134,43 7,81 0,1344

Tablo 7.8. Hazwr kahve orneklerindeki kafein miktarlar

Hazir Kahve Derisim (ppm) mg./mL
Ornekleri

K.3-1 9,40 0,0094
N. 2-1 29,42 0,0294
C. Soguk K. 14,37 0,0144
C. Sitla kopikli K. 90,09 0,0901
N. 3-1 33,47 0,0335

Tablo 7.9. Tiirk Kahve orneklerindeki kafein miktarlari

Tiirk K Ornekleri Derisim (ppm) mg/mL
K. Hazir T.K. 70,41 0,0704
K. Osmanli T.K. 19,44 0,0194
K. T.K. 119,54 0,1195
T.K. 130,17 0,1301
Cok Kavrulmus T.K 130,45 0,1304
ME TK 131,57 0,1315
A TK. 127,67 0,1276
S. Yesil K. 60,88 0,0609
M.E. Kafeinsiz K. 23,73 0,0237
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Tablo 7.10. Soguk kahve orneklerindeki kafein miktarlar:

Soguk K. Ornekleri Derisim (ppm) mg/ mL
C. Kutu Latte 559,29 0,5593
C. Kutu Mocha 386,22 0,3862
N. Xpress 398,75 0,3987

Tablo 7.11. Filtre Kahve orneklerindeki kafein miktarlar

Filtre K Ornekleri Derisim (ppm) mg/mL
Cafissimo 136,15 0,1361
C. Hazir F.X 100,14 0,1001
Kagit F.K. 145,85 0,1458
F.K 136,38 0,1364
D.FK 123,52 0,1235
C. Cappucino 27,08 0,0271
Espresso 154,12 0,1541

Tablo 7.12. Aromali Tiik Kahve érneklerindeki kafein miktarlar

Aromal K. Derisim (ppm) mg/mL
Ornekleri

Damla S. T.K. 123,34 0,1233
Osmanli K. 28,83 0,0288
Giilli K. 111,39 0,1114
Melengic K. - -
Cikolatali K. 182,92 0,1829
Dag Cilekli K. 115,37 0,1154
Dibek K. 21,87 0,0218
Hiirrem K. 101,69 0,1017
Harem K. 24,82 0,0248
Stitli K. 59,61 0,0596
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Yapilan incelemelerde, Tiirk kahvesi, filtre kahve ve hazir kahve 6rnekleri farkl
sicakliklarda hazirlanan kahve Orneklerinin igerdigi kafein miktarlari belirlenmistir.
Farkli sicakliklarda demlenerek hazirlanan kahve orneklerindeki kafein miktarlari
incelendiginde hazir kahve filtre kahve ve Tiirk kahvesinde az da olsa bir degisim
meydana geldigi gozlenmistir. Hazir kahve oOrnegi hazirlandiktan sonra dolapta
sogutulmaya birakilarak her saat basi kafein analizi yapildi. Elde edilen kafein
miktarlar1 arasinda yorum yapilabilecek anlamli bir iliski bulunamamistir. Ilerleyen
zamanlarda soguk kahvelerdeki kafein miktarlar1 ile ilgili genis bir ¢calisma yapilmasi
distiniilmektedir.

Hazir kahve, filtre kahve ve Tiirk kahvesinin sicaklikla meydana gelen degisim

grafikleri Sekil 5.8 ile 5.10.arasinda verilmistir.
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Hazir Kahve Ornekleri

140000 25 °C 50 °C 75°C 95 °C
120000
100000
< 80000
S
< 60000
40000
20000
0
33,47 33,59 33,8 34,2
Derigim, ppm
Sekil 5.8. Hazir kahve 6rnegindeki kafein miktarimin sicaklikla degisimi
Filtre Kahve Ornegi
500000
o o ° 95°C
450000 25°C 50°C 75°C
400000
350000
c 300000
<‘_t° 250000
200000
150000
100000
50000
0
123,52 124,5 125,69 127,46
Derigim, ppm

Sekil 5.9. Filtre kahve ornegindeki kafein miktarimin sicaklikla degisimi
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Alan

600000

500000

400000

300000

200000

100000

0

Turk Kahvesi Ornegi

95 °C
25°C 50 °C 75 °C I
127,16 124,88 126,78 134,43
Derigim, ppm

Sekil 5.10. Tiirk Kahve ornegindeki kafein miktarinin sicaklikla degigimi
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8. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde kahve iiretimi olmamasma ragmen en cok tiiketilen igecek olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Yiiksek dozlarda tiiketilen kafeinin insan sagligina olumsuz
etkileri olmaktadir. Kafeine karsi intoleransi olan kisilerin kafeini giinliik tiiketilmesi
gereken miktarin iizerine ¢ikarmamalart saglik agisindan 6nemlidir.

Yapilan diger calismalar incelendiginde BEF Fajaha ve H Susanti X,)Y,Z
orneklerinin analizinden elde edilen bir sisedeki kafein miktarlarini sirasiyla 132,05 mg,
109,70 mg ve 147,70 mg olarak hesaplamistir. Mustafa Hanci vd. kahve
numunelerindeki kafein miktarlarini sirasiyla hazir kahvelerde 1 litresinde en ¢ok 509
mg ila en az 207 mg araliginda; Tiirk kahvelerinde en ¢ok 827 mg ila en az 398 mg
arasinda; hazir kafeinsiz kahve numunesinde ise 30 mg bulmustur.

Bu ¢alismada, demleme yontemi ile elde edilen kafein miktarlar1 standart bir
fincan kahve i¢in (100 mL) hazir kahve 6rneginde 3,42 mg; Tiirk kahvesinde 13,44 mg;
filtre kahvede 12,74 mg olarak bulunmustur. Oda kosullarinda hazirlanan aromali
kahvelerde 1,53 mg ila 12,80 mg ve hazir kutu (33 mL) kahvelerde ise 12,75 mg ila
18,46 mg arasinda degerler elde edilmistir. Kafeinsiz kahveden elde edilen kafein
miktar1 (100 mL) ise 2,37 mg olarak bulunmustur.

Insanlarin Tiirk kahvesinden 5 g civarinda alarak hazirladigi varsayilirsa bir
fincanindaki kafein miktar1 yaklagik olarak 672 mg eder ve bu da giinlilk alinmasi
gereken miktarin biraz iistiindedir. Hazir kahveden (18 g) elde edilen kafein miktar1 da

yaklasik 61,56 mg eder. Bu da giinde 5 fincan hazir kahve sinir1 asilmamasi 6nerilebilir.
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Akademik Proje
> Tez projesi: Kahvelerdeki kafein miktarmm hazirlama yontemine gore

degisiminin kromatografik olarak incelenmesi

> Uluslar aras1 Proje: Insan plazma 6rneklerinde otomatik florometrik laktat tayini.
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