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OZET

Kakaoda kafein ve teobrominin birarada tayini igin kismi en kiigiik kareler
spektrofotometrik kalibrasyon yontemi ( Partial Least - Squares - PLS )
geligtirildi. Elde edilen sonuglar literatirde bulunan UV spektrofotometrik ve
yitkksek basinghh sivi  kromatografik yoéntemlerle elde edilen sonuglarla

karsilagtmlda.

Kismi en kiigiik kareler analizi igin, iig seviyeli tam deneysel tasanma gore
kalibrasyon tablosu olusturuldu ve modelin kurulmas: igin 9 adet 6mek
hazirlands. Bu tasanmda kafein igin 1,2,3 pgml™!, teobromin igin 10.5,
11.5 ve 12.5 pgml™? seviyeleri segildi. Kalibrasyon g¢ozeltileri kafein ve
teobrominin suda ¢oziilmesi ile hazirlandi. 217 ve 293 nm arasinda 4 'er nm
ara ile absorpsiyonlan olgiildii.

Kakao ornekleri ise su ile kaynatilarak hazirlandi. Cegitli saflagtirma
islemlerinden sonra her bir 6mek g¢ozeltisinin spekttumu alindi ve kafein -
teobromin kangim ¢ozeltilerine uygulanan iglemler tekrarlandi.Y6ntemlerin
karsilagtinlmasinda t ve F testleri kullamilda.



SUMMARY

Partial Least Squares Multivariate Spectrophotometric Calibration Method
(PLS ) were developed for the simultaneous determination of caffeine and
theobromine in cacao. The results obtained by this method were compared
with those obtained by the UV spectrophotometric and high pressure liquid
chromotographic methods which were found in the literature.

The calibration set for the partial least square analysis was generated by
using a 3-level full factorial design and 9 samples were used to construct
the model. The levels selected for caffein are 1,2,3 pgml "1 and for theobromine
10.5,11.5 and 12.5 pgml™! in this design. Calibration solutions were prepared
by dissolving caffeine and theobromine in water. The absorbances were
recorded between 217 and 293 nm every 4 nm.

Cacao samples were prepared in boiling water and absorbances were taken
for each cacao samples after various purification methods and every stage
of procedure which were used for the solution of caffeine and theobromine
were repeated for cacao as well. Methods were compared by using tests
of t and F.



1.GIRIS
1. 1. Cahsgmarin Amac:

Dogal olarak kafein ve teobromin kakao, ¢gay ve kola bitkilerinin tohumlannda
bir arada bulunur. Her ikiside purin alkaloidi olup yiyecek ve igegeklerle siirekli
olarak aldifimiz maddelerdir. Ayrica bu iki maddenin sinir sistemine uyarici
etkisi vardir. Fakat bu etki teobrominde kafeine oranla oldukg¢a azdir. Literatiirde
kakao cekirdeginde ortalama olarak % 1-2.5 teobromin , % 0.17 ' de kafein
bulundugu belirtilmigtir. Ayrica baz1 kaynaklar kakaodaki teobromin ve kafein
oramna yaklagtk 9:1 oldufunu agiklamiglardir. Ancak bu miktarlar kakaonun

yetistirildifi yoreye gore degfigmektedir.

Bu caligmada kakao Omegi olarak Teknarom A.§. aracilifryla Fransa'dan
ithal edilen Barry kakao kullamlmugtr. Barry kakaonun yaklagik olarak
bulunabilecek kafein ve teobromin miktarlan ile ilgili bir etiket tagimasi tim
uygulanan yontemlerde bu kakaoyu kullanmamiza sebep olugturmustur.

Kakaoda kafein ve teobrominin birarada tayini i¢in ya 6n aymrmaya dayah
teknikler ya da kromatografik yontemler uygulanmaktadar.

Kafeinin teobromin yaninda oldukga diigitk miktarda olmasi ve her iki alkaloidin
gerek kimyasal gerek spektral ozelliklerinin birbirine gok benzemesi gesithi
tayin giiglikkleri olusturdugundan tiim bu etkileri en aza indirebilen kismi en



kiigiik kareler spektrofotometrik kalibrasyon kakao orneklerine bagariyla
uygulanmgtir. Bu yontem pahali ve zaman alici olan difer yéntemlere kargi
hem basit hemde ucuz olugu nedeniyle alternatif bir yéntem olarak sunulmugtur.
Aynca kakaoya uygulanan difer spektrofotometrik ve kromatografik
yontemlerle de gahigilarak bu yontemlerin PLS ile kiyaslanmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BOLUM
2.1. Kakao Hakkinda Genel Bilgi

Kakao , Theobroma Cacao adindaki kakao agaglarinin meyvalarindan elde edilir.
Bu meyvalar 20-25 mm kalinlikta 20-40 tane badem geklinde gekirdek tagirlar.
Kakao bu gekirdeklerden elde edilir.

Kakao meyvanm et kismindan ayrnilip ya dogrudan dogruya giineste kurutulma
ya y1mn yapilma ya da gukurlara doldurma islemlerinden sonra birkag giin
mayalanmaya birakilarak elde edilir. Bu sirada gekirdeklere yapigmis bulunan
etli kisimlar gevser, ¢ekirdegin acihfi defisir ve renk esmerlegir. Daha sonra
cekirdekler temizlenir , yikanir , kurutulur ve kavrulur. Cekirdekleri orten ince
kabuk aynlarak gekirdek iki yanm parga ( kakao baklas1) halinde disart ¢ikarlr.
Kakao ve gikolata fabrikalaninda kakao baklalan yabanci maddelerden
kurtaniidiktan sonra kahve gibi finnlarda kavruluriar. Bu kavrulma sirasinda
kakaonun kimyasal bilesiminde degigiklikler olur , gesni ve lezzeti diasetil
olusumundan dolay1 iyilesir. Finndan gikanlan baklalar ince tabakalar halinde
yayilmak suretiyle iyice kurutulur ve kabugu soyulur. Bu gekilde kabuksuz
kakao g¢ekirdeginde ortalama olarak % 5-6 su, % 14 azotlu maddeler, % 53 yag,
% 9-10 nigasta , % 5-6 tanen , % 2-3 organik asitler , % 15 pentozanlar , % 4 ham
lif, % 3 kiil , % 0.3-0.5 fosfatidler, % 1-2.5 teobromin ve % 0.17 kafein bulunur.

Elde edilen kakao baklalan ezildikten sonra olusan akici kiitle , su buhan ile



isitilmug lengerlere dokiiliir. Bu kakao kiitlesinin su buhan veya kalevilerle
etkilesimiyle ¢oziinen kakao denilen doniigmiis kakao elde edilir. Kalevi olarak
genellikle % 2-2.5 potasyum karbonat kullanilir. Su 1sitilarak ugurulur ve bu
kiitleyi toz haline getirmek igin yagimin bir kismu hidrolik preslerden sikilarak
alinir. Yagi alinnmg kiitle ince toz edilerek kakao tozu adiyla piyasaya sunulur.

Cozinen kakaonun bilesiminde % 5.5 su , % 26.5 kakao yagL , % 31
karbonhidrat , % 22.3 azotlu madde bulunur.Kakao tozunda en az % 16 yag
bulunmalidir.

Kakaonun esas bilegeni olan yag , kakao yagidir. Yag asitlerinin
% 55-57 ' sini doymus asitler ( palmitik ve stearik ), % 38 'ni oleik asit ve
%2 'ni linolei k. asit olugturur. Iyot indeksi 34-36, sabunlagma indeksi 194 , erime
noktast 32-34°C ' dir. Karbonhidratlarin % 9-10 ' unu nisasta, % 0.17-1.26 ' sin1
indirgen seker olusturur. Kakaoda tanenli maddelerin doniismesinden olugan iki
boyar madde, kakao kirmuzisi ve kakao esmeri vardir. Kakao esmeri mayalanma
sirasinda  olusur. Organik asitlerden baglica tartarasidi ve asetasidi
bulunur.Kakaonun kokulu maddeleri arasinda eterik yaglar , diasetil ve
asetilmetil karbinol bulunmugtur. Ayrica kakaoda eser miktarda A ve D
vitaminleri saptanmigtir.

Kakaoda alkaloidli madde olarak bulunan teobrominin yansi gekirdekte serbest
halde diger yansi ise kakao glikoziti seklinde bagh olarak bulunur. Fakat
mayalanma sirasinda, enzim yardun ile bu glikozit pargalanir ve teobromin
serbest hale geger. Teobrominin sinir sistemine tesiri kafeininkine benzer fakat
daha zayifur. Bu nedenle sinir sistemine etkisi ¢ay ve kahveninkinden daha azdir
( Keskin , 1959).

2. 1. 1. Kafein

Kafein dogal olarak gay bitkisinin yapraklarinda kahve , kakao ve kola
bitkilerinin tohumlarinda bulunan bir purin alkaloididir ( Karabina , 1995).



2. 1. 1. 1. Ozellikleri ( Florey, 1986)
Kapal Formili : CCH,N,O,

Yapisal Formiilii :

-

3,7 - Dihidro- 1,3,7 trimetil - 1H - purin - 2,6 dion

Molekiil Agirhgy:194.19 g/mol

Elementel Bilesimi: C(%49.48), H(%5.19),N(% 2'8.85 ), 0(%16.48)
Goriniiy ,Renk ,Koku ,Tat : Beyaz , toz geklinde kristal yapili , kokusuz veac
Erime Noktas1 : 235-237.5°C

Sablimlesme: 178°C

Yogunlugu : &, 1.23

pK, : 14.0(25°C) (Clarke, 1986)

Renk Testi : Amalik Asit Testi - turuncu / menekse ( Clarke , 1986)

Cozianiirlagi : 1 g susuz kafein, 50ml su, 80°C'de 6 ml su, 75 ml alkol R
6 ml kloroform, 600 ml eter, 50 ml aseton, 100 ml benzende ¢dziniir.



UV Spektrumu : Metanolde 272 nm' de, trikloroetilende 278 nm' de , etanolde
273nm'de 0.1 N NaOH'de 275 nm ' de maksimum absorpsiyon gosterir.

IR Spektrumu : Baslica pikler (KBr disk ile) 1658, 1698 ,747,1548 , 1242,
760 cm-1' dedir.

2. 1. 1. 2. Farmakolojik Etkisi i

Bir ksantin tiirevi olan kafeinin merkezi sinir sistemi ve solunum sistemi iizerine

stimiilan etkisi vardir. Solunum merkezini uyararak solunumu hizlandirir. Giinlitk
—>toz 300 mg 'a kadardir. Tedavi dozlarinda verildifinde fizik ve distince

aktivitesini ve galigma kapasitesini arttirir ve uyku istegini azaltir. Daha yiiksek

dozda alindiginda huzursuzluk, simirlilik , bas agnsi , uykusuzluk ve reflekslerin

siddetlenmesine yol agar.

Cok vyiikksek dozlarda ise konviilsiyonlar meydana gelir. Kafeinin bu asil
etkilerine ilaveten ¢izgili kaslar iizerine olan uyarici etkisi ve daha zayif olmak
iizere diiiretik , vazodilatiir ve kalbe stimiilan etkiside bilinmektedir. Kafein ve
diger iki ksantin tiirevi olan teobromin ve teofilin mide salgisin1 da arttinirlar,
bu yiizden mide iilseri olan kigilerin gay , kahve gibi bu bilesikleri igeren igkileri
almalann zararhdir. Kafeinin absorpsiyonu ¢ok hizhdir. Afizdan alimda
maksimum plazma konsantrasyonuna bir saatte ulagir. Kafein % 90 oraminda
degismeksizin atilir. Geri kalan % 10'u demetilasyon ve oksidasyon ile drik
asit tirevine metabolize olur. Cay , kahve gibi ickilerle ahnan kafeine karsi
aligkanlik olusur. Ancak bu psigik bir ahgkanliktir, fiziksel bagimhlik yoktur.
Oral yoldan LD;, degeri siganlarda 200-250 mg / kg ' dir ( Karabina , 1995 ).

2. 1. 1. 3. Taminma Yontemleri

Kafeinin taninmas: i¢in kullanilan yontemlerin birinde tannik asit ¢ozeltisinin
kafein gozeltisine ilavesi ile ¢okelek meydana gelmis, daha sonra tannik asit
ilavesine devam edildiginde ¢okelegin tekrar ¢ozeltiye gegtifi gozlenmigtir.
Hidroklorik asitli iyot ¢bzeltisinin kafein gozeltisine ilave edilmesiyle &nce
kahverengi bir ¢okelek olugmus, daha sonra sodyum hidroksit ilavesiyle
¢cozeltiye gecmigtir ( Florey , 1986 ).



Potasyum klorat ve hidroklorik asit ile olugan mor renk , USP XX (1990) ' de
kafeinin taninma reaksiyonu olarak go6sterilmigtir.

Kafein ¢ozeltisine altin kloriir ¢ozeltisi katilmasiyla kiigiik gubuklar, civa kloriir
katilmasiyla uzun igne geklinde tanecikler meydana gelir ( Florey, 1986 ).

2.1. 1. 4. Miktar Tayin Yontemleri

Kafeinin kantitatif tayininde titrimetrik , spetrofotometrik , elektroanalitik ,
kromatografik yontemler kullamilmigtir.

Kafeinin titrimetrik tayini ¢ok gesitlidir. USP XXII ( 1990 ) 'ye gére kullanilan
susuz ortam titrasyonu bu yontemlerden biridir. Burada kafein glasial asetik asit
iginde sudan IV yada nil mavisi indikatdrleri kullanilarak 0.1 N HClIO, ile titre
edilmigtir. Bir bagka susuz ortam titrasyonu ile kafein tayini ise, asetik anhidrit
ve toluen kullamlarak BP ( 1993 ) de yapilmigtir. Ayrica AOAC (1984 ) ' de
kafein, Kjeldahl yontemi ile tayin edilmigtir.

Demli gay igerisindeki kafein miktannin titrimetrik olarak tayini yapilmmstir
Bu amagla ¢6zeltiye Pb( OAc) ,, KOH ve KMnO 4 ilave edilip , CHCI; ile
¢alkalanmig, CHCl; ugurulduktan sonra H,SO,ile asitlendirilip iyot ¢ozeltisi
agins1 ilave edilerek Na,S 0, ¢ozeltisi ile geri titre edilmistir (Karabina, 1995).

Kafein tayini igin diger bir yéntem de, kafein IBr ile kompleks olusturmusg,
IBr'nin aginsi KI ile reaksiyona sokulmus ve agiga ¢ikan iyot Na,S,0; ile
titre edilmigtir ( Florey , 1986 ).

Analjezik tabletler igerisindeki kafein , fenazon , fenasetin ve fenobarbitol
yaminda asitik g¢6zeltide iyodometrik yontem kullamlarak tayin edilmigtir
(Karabina , 1995).

Dondurma ve kakao igerisindeki kafeinin iyodometrik yontemle bazik ortamda
Pb(NOj; ), kullamlarak tayini yapilmigtir. ( Florey , 1986 ).

Kafeinin analizinde gesitli spektrofotometrik yontemler kullanilmigtir.



Kolorimetrik yontemlerin birinde 6rnek ¢ozeltiye HCl ve molibdofosforik asit
katlmig ve ¢oOkelti asetonda ¢oziilerek molar absorptivitesi 440 mu ' de
olgiilmiigtiir. Diger bir kolorimetrik yontemde kafein , asetilaseton ve NaOH
¢ozeltisinde ¢oziillmiis ve ¢Ozeltiye p-dimetil-aminobenzaldehid ve derigik HC1
eklenerek mavi ¢o6zeltinin molar absorptivitesi 615 mpu ' de olgiilmiigtiir
( Florey , 1986).
¢

Kafeinin ilag preparatlarinda ve onlann diger ilaglarﬁla kangimlannda kafein
miktarinin bulunmas: igin gesitli UV spektrofotometrik metodlar geligtirilmigtir
Bu yontemlerin birgofunda kafein bir 6n ayirma isleminden sonra
spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir. AOAC (1984 )'de alkolsiiz igeceklerde
bulunan kafein tayini igin kloroform ile galkalandiktan sonra UV spektrofotometrik
yontem Onerilmektedir. Ayrica kahve , gay ve igeceklerde kafein miktarinin
bulunmas: igin birgok UV spektrofotometrik metod geligtirilmigtir. Kafein ,
biyolojik siviiginde de spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir ( Florey , 1986).
Bir bagka caligmada kafein ve parasetamol tayini igin tiirev UV absorpsiyon
spektrofotometrik yontemi kullanilmigtir. Bu yontemde her iki maddenin tayini
igin " zero - crossing " tekniginden yararlamlmigtir ( Surmeian et. al. , 1994 ).
Diger bir gahgma da kafein , asetaminofen ve metamizol sodyum igeren ilag
tabletlerinde PLS ytntemiyle tayin edilmigtir ( Bozdogan etal, 1992, 1994 ).

Kafeinin analizi igin IR spektrofotometrisi de kullamlrmgtir. Aminopirin ve
fenasetin igeren ilaglardaki miktan da bu yoOntemle tayin edilmigtir
( Florey , 1986 ). Ayrica kahvede kafein tayini yakin IR spektrofotometrisi
kullanilarak yapilmigtir ( Guyot et. al. , 1993 ).

Ilag preparatlarindaki aspirin , fenasetin ve kafeinin kantitatif analizi igin NMR
spetrometrisinden yararlamlmigtir ( Florey , 1986 ).

Kafein yine kiitle spektrometrisi kullanilarak asetilsalisilik asit ve fenasetin gibi
ilag maddeler1 yaminda analiz edilmigtir ( Florey , 1986 ).

Kafein elektroanalitik yontemlerden biri olan polarografik yoéntemle tayin
edilmigtir. Bu amagla kafein , civa-damla elektrodta indirgenmemesine ragmen
brom ile yiikseltgendikten sonra polarografik olarak tayin edilmigtir (Florey, 1986).



Ancak bu yontemde fenazon , fenasetin ve amidopirinin ortamdan uzaklastirilmasi
gerektigi bildirilmigtir. Stvi membran elektrod kullamlarak analjezik tabletlerdeki
kafein miktan tayin edilmigtir ( Karabina, 1995 ). Aynca bir baska metodda
kafein , anodik diferansiyel faz voltametrisi ile analiz edilmistir . Kafeinin
oksidasyon iriinlerinin katodik diferansiyel puls polarografisi ile tayini
yapilmugtir ( Florey , 1986 ).

Kafeinin tayini i¢in birgok kromatografik yontem kullemlmigtir. Bu y6ntemlerin
birinde kafeinsiz kahve 6rnefinden kafeini ayirmak igin baglangigta kolon
kromatografik teknikten yararlamlmig ve sonrada metil viyole indikatérliigiinde
0.01 M HCIO, ile titre edilmigtir ( Florey , 1986 ).

Kafein tayininde siitun kromatografisinden de yararlamlmmgtir. Bu amagla selit,
silikajel , poliamid , aliiminyumoksit , magnezyumoksit gibi adsorbanlar
kullamlmgtir. Eliisyon , kloroform , metanol , su gibi ¢oziiciiler ile yapilmig daha
sonra UV adsorpsiyonu olgiilmiigtiir. Bu yontemlerle ilag preparatlan , kahve
alkollii ve alkolsiz igeceklerde kafein tayin edilmigtir ( Karabina , 1995 ).
Kafeinin ¢esitli igegeklerdeki tayini igin gaz kromatografisi Onerilmis ve
yontemin bir 6n ayirma islemine gerek duymadan yapilan hizh ve basit bir
metod oldugu ileri siriilmiistir ( Wang and Lee , 1995) .

Cesitli omeklerdeki kafein tayini i¢in en ¢ok kullamilan yontem HPLC
yontemidir. USP XXII (1990)'de iki yada ii¢ bilegenli preparatlarda kafein
tayini igin bu yontem Onerilmigtir.
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2.1.2. Teobromin

Kakao gekirdeginde bulunan temel alkaloiddir. Kola tohumlarinda ve ¢ayda da
bulunur ( Merck Index )

2. 1. 2. 1. Ozellikleri (Clarke, 1986)

Kapali Formiilii : C;HgN,O »

Yapisal Formiili :
0 CI:HS
N
0 T
CH,

3,7 - Dihidro - 3,7 - dimetil - 1H - purin - 2,6 - dion
Molekiil Agwrligh: 180.17 g/mol (Merck Index )

Elementel Bilesimi: C(%46.66), H(%4.48),N(%31.10),0(%17.76)
( Merck Index )

Goriiniy ve Renk : Beyaz , mikrokristal toz
Erime Noktas: :357°C (Merck Index)
Siiblimlesme : 290 C (Merck Index )

PK, < 1,100 (25°C'de)

Renk Testi: Amalik Asit Testi - sar1 / menekse
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Cozinidrligi : 1 g teobromin 2000 ml su, 2500 ml etanol , 6000 ml kloroform
ve 10 ml sicak suda ¢Oziiniir.

UV Spektrumu : Asit gozeltisinde 272 nm'de, alkali ¢ozeltide 274 nm'de
maksimum absorbans gdsterir.

IR Spektrumu : Teobromin ( KBr disk ile) 1690, 1665 , 1221, 1550, 1595,
680 cm™ ' de karekteristik pikler gosterir,

2. 1. 2. 2. Farmakolojik Etkisi

Teobromin kafeinin bir metabolitidir. Alinan dozun % 901 48 saat iginde idrarla
atilir. Tek dozdan sonra plazma yarilanma Omrii 5-11 saattir. Ginliikk dozaj
300-600 mg arasindadir ( Clarke , 1986 ) .

2. 1. 2. 3. Miktar Tayin Yontemleri

Teobromin , kafeine oranla daha az galigilmig bir maddedir. Kantitatif tayini
gravimetrik , titimetrik ve kromatografik yoéntemlerle yapilmigtir.

Wadsworth (1921) kakaoda teobromini gravimetrik yontemle tayin etmigtir.
Bu caligmada kakao MgO ile kansgtinldiktan sonra tetrakloroetan ilavesi ile
geri sogutucu altinda kaynatilmigtir. Cozeltiye eter ilave edildikten sonra bir
gece bekletilmis 100°C ' de kurutulup tartilmigtir. Bu yontem AOAC (1984)
'de standart yontem olarak gosterilmigtir.

Teobromin titrimetrik olarak ¢esitli sekillerde tayin edilmigtir. Holmes ' un
(1950) kakaoda teobromin tayini igin geligtirdifi yontemde kakao tozu ,
magnezya ve kursun asetat ilavesiyle saflaghnilmig ve kloroformla
calkalanmgtir. Kloroform ugurulduktan sonra g¢ozelt su ve H 250, ile
kaynatilrmg , fenol kimuzis1 indikatorliigiinde renk sariya doénene kadar
H,SO, katlmig ve AgNO; ilave edildikten sonra renk pempeye déniinceye
kadar 0.1 N NaOH ile titre edilmigtir. Gerritsma ve Koers ' da (1953) benzer
bir cahigma yapmuglardir. Burada kakao o6megi kloroform ile amonyakh
ortamda c¢alkalannmg susuz Na SO, ile dehidrasyon yapilip ¢okelti su ile
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¢Oziildiikkten sonra AgNO 3 eklenmis ve agiga ¢ikan HNO 3, fenol kirmmzisi
indikatorliigiinde alkali ile titre edilmigtir. Difer bir ¢aligmada teobromin ve
purin tirevleri asetik asitli ortamda , BrCl reaktifi kullamilarak iyodometrik
yontemle tayin edilmigtir ( Chauhan et al , 1993 ).

Spektrofotometrik bir c¢alismada toebromin , teofilin , kafein , fenasetin ve
amipoprin igeren tabletler CPA-matris spektrofotometrik yodntemle analiz
edilmigtir ( Xu et al, 1993 ).

HPLC kullamlarak yapilan diger bir caligmada ise kafeinsiz kahvede ve
¢ayda teobromin, kafein ve difer purin alkaloidleri, 0.01 M fosfat tamponu
(pH =7 ) : metanol ( 80 : 20 ) kangimi mobil faz olarak kullamlarak UV
detektor ile 276 nm ' de tayin edilmigtir ( Kazi, 1985).

2. 1. 3. Kafein ve Teobrominin Birarada Tayin Yéntemleri

Kakaoda kafein ve teobrominin miktan ¢esitli yontemlerle total alkaloid ya
da % purin olarak tayin edilmis , birarada analizleri igin ; titrimetrik ,
spektrofotometrik , tirev spektrofotometrik , kromatografik , yontemler
kullanilmigtir.

Moir ve Hinks ( 1935 ) kakaoda kafein ve teobromini toplam alkoloid olarak
bulmuslardir. Bu yéntemde toz kakao , alkoloidlerin tanen maddeleri ile
olusturduklar1 kombinasyonu bozmak ve c¢esgitli girisim yapan maddelerden
uzaklagtirmak igin MgO ile kangtiriip % 80 'lik alkol ile ¢dzeltiye alinmigtir.
Kangim siiziildiikten sonra buharlagtinlmmg ve kalinti suya alimmigtir. Saflagtirma
amacryla ¢ozeltiye ¢inkoferrosiyaniir katildiktan sonra kloroformla calkalama
yapilmig ve kloroform fazina gegen toplam azot tayin edilmigtir.

Harral (1940 ) ise,, ek igindeki teobromini metilsiilfat+ alkali ile galkalayarak
kafeine doniigtiirmiiy ve heriki alkoloidi kloroforma daha kolay gegen kafein
seklinde tayin etmigtir.

Diinya kakao ireticilerinin kabul ettizi OICCC ( 1988 ) standart metodu ile
yapilan bir galigmada kakao tozundan teobromin ve kafein , kaynar suyla alinmig
bazik kurgun asetat ilavesiyle saflaghrilmig ve santrifiijlendikten sonra
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NaHCO; katilarak kursun fazlas: vzaklagtinlmigtir. Siiziintii seyreltildikten sonra
272 nm ve 306 nm'de UV spektrofotometrede Olgiim yapilmig , standart
teobromin ¢odzeltisine kargi hesaplama yapilarak teobromin cinsinden % purin
miktann bulunmugtur.

Kafein ve teobrominin yanyana analizi i¢in Moores ve Campbell ( 1948 ) bir
¢alisma yapmuslardir. Burada kakao tozu MgO varhifinda su ile kaynatiimasg,
siiziintitye ¢inkoasetat- potasyumferrosiyaniir belirtegleri konularak saflagtirilmgtir.
Sulu ¢ozelti igindeki alkoloidler 6zel bir kolon iizerinde adsorplanmig, teobromin
seyreltik NaOH ile kolondan alinmigtir. Bu ¢6zeltinin pH '1 siilfirik asidle 6.4'e
getirilip giimiis nitratin asinsi ilave edilmigtir. Teobromin ve giimiig nitrat
arasindaki reaksiyon sonucu agifa gikan nitrik asit, sodyum hidroksit ile geri
titre edilerek bitiy noktas1 elektrometrik yéntemle tayin edilmigtir. Kafein
tayininde ise aym gekilde cinkoasetat - potasyumferrosiyaniir ile saflagtirilmig
ekstrakt sodyumfosfatla alkali hale getirilmis ve kloroformla galkalanmigtir.
Kloroform fazina gegen kafein miktan Kjeldahl yéntemi ile bulunmugtur.

Diger bir galigmada Enghs ve Miles (1954 ) teobromin ve kafeini spektrofotometrik
olarak tayin etmiglerdir. Daha az ornek ve gozelti ile yapilan bu ¢aligmada
kakao , benzer saflagtinlma iglemlerinden gegirilmis , teobromin &6zel bir
kolondan NaOH ¢ozeltisi ile alindiktan sonmra HCI ile asitlendirilip UV
spektrofotometre kullamlarak 272.5nm ve 310nm’' de Slgiim yapilmigtir. Kafein
miktarint bulmak igin , ¢ozelti amonyumhidroksit ile alkali hale getirildikten
sonra kloroformla galkalanarak kafein kloroform fazina gegcirilmigtir. Burada
daha onceki galigmalarda yapilmug Kjeldahl metoduyla kafein tayininin difer
azotlu maddelerin varligindan dolay: hatali sonuglar verdigi 6ne siiriilmiistiir.

Daha sonraki yillarda Li ve arkadaslanmn (1990) geligtirdikleri spektrofotometrik
metodta toz kakao su ile kaynatilmig protein ve diger girisim maddelerinin
uzaklagtinlmas: igin en iyi saflagtirici olarak bazik kursun asetat ilave edilmigtir.
Cozeltiye NaHCO; katilarak kursun fazlasi ¢oktiiriilmiis , siiziintiinim pH '1
NaOH gozeltisi kullamlarak 12.5-12.7 arasina getirilmigtir. Teobrominin farkh
pH'larda su ve kloroformda dafihmi izlenmis , kafeinin ise yiiksek alkali
¢ozeltiler iginde gabuk bozundugu bulunmug ve bu aralifin analiz i¢in en uygun
pH aralif1 oldugu saptanmigtir. pH'1 ayarlanan ¢ozelti kloroformla galkalanarak
teobromin sulu kisma, kafein kloroform fazina alinnmgtir.
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Teobrominin sulu ¢ozeltide bir miktar HCI ilavesiyle 272.7 nm ve 310 nm 'de,
kafeinin ise kloroformda 275.9nm ve 310nm 'de UV spektrofotometresi ile

Olgiimleri yapilmigtir.

Abuirjeie ve arkadaslann ( 1992 ) kakaoda kafein ve teobromini tiirev
spektrofotometresi ve HPLC kullanarak tayin etmiglerdir.

Tiirev spektrofotometresi ile yaptiklan ¢aligmada toz kakao, suya bir miktar
amil alkol ilave edilerek kaynatilmis, sulu sodyumbhidroksit ile seyreltmeler
yapildiktan sonra 1. tirev egrisinden teobromin tayin edilmigtir. Kafeinin ise
sulu ¢ozeltide " zero - order " spektrumu kullamlarak kompensasyon teknigi
yardimiyla miktan saptanmstir.

Diger bir yontem olarak kullandiklan HPLC tekniginde ters faz kolonda
cahgilmig , mobil faz olarak 0.01 M sodyumasetat gozeltisi : asetonitril (85:%15)
kullamlarak pH:4'de 272 nm'de 6l¢iim yapilmigtir.

Hurst ve arkadaglar1 ( 1985 ) mikrobor HPLC kullanarak kakaoda kafein ve
teobromin tayini yapmiglardir. Burada kolon olarak Mikro-B ODS-3 , mobil faz
olarak su:metanol : derigik asetikasit (68:31:1) kullanilmig, akig hizi 60 pl/dak
' ya ayarlanarak UV detektor ile 280 nm ' de oOlgiim yapilmastir.

AOAC (1984 )'de HPLC ile galigilmis C,; kolon ve mobil faz olarak MeOH
HOAC : H,O0 (20:1:79) kullamlmig , 2000 psl basingta
1 ml/dak akis hiziyla UV detektor ile 280 nm ' de tayin yapilmigtir.

Fransa'da Barry kakao firmasmin HPLC ile yaptifi bir galigmada mobil faz
% 85 fosfat tamponu (pH = 3) : % 15 asetonitril olarak kullamilmig, 272 nm
'de 1ml/dak gikis hizryla odlgiimler alimmugtir ( CRC-MA-47 ).

Gaz kromatografisi ile yapilan bir ¢ahgmada kakao iiriinlerinde kafein ve
teobromin , azot / fosfor detektorler kullamlarak tayin edilmigtir (Chen, 1991).
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2. 2. Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyonu

Bu yontem Herman Wold tarafindan teklif edilmigtir. Svante Wold , Martens
ve arkadaglanida bu yontemi gelistirmiglerdir (Geladi, 1986 a, 1986b, 1988).

Kismi en kiigiik kareler yéntemi iki X ve Y matrisinin izdiigiimleri arasmdaki
regresyonu igerir. Kangimlarin spektroskopik analizi igin , X ve Y sirasiyla
kangimlarn spektral ve konsantrasyon matrislerini gosterirse , kismi en kiigiik
kareler yontemi asafidaki kalibrasyon modelini aragtinr.

Y =X B (1)
NXp nxXm mxp

Burada B sistem igin en iyi kalibrasyon sabitlerini gosterir. X ve Y 'nin satirlan
omek kangimlandir. X 'in siitunlan spektral dalgaboylanidir. Omekler fazla
bilegenler igerebilmelerine karsin , Y ' nin siitunlann sadece " bilinen "
bilegenlerden olugur. B'nin satulan ve siitunlan sirasiyla dalgaboylarnt ve
" bilinen " bilegenlerdir.

Kismi en kiigiik kareler X ve Y icin ayn ayn dis bagmtilar1 ve her iki matrisi
birbirine baglayan i¢ bagintiy1 bulma islemlerini igerir. Dig bagintilar agagidaki
sekilde gosterilebilir.

X =T P'+E (2)
+ F (3)

Burada E ve F deneysel belirsizlikten oldugu kadar modelin uygunsuzluundan
ortaya ¢ikan hata matrisleridir. I¢ baginti ise agafidaki gekilde belirtilebilir.

U=T W (4)
nxa nxa axa
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OX-TP'H ve IY-UQ'I 'nin her ikiside minimum oluncaya kadar X
ve Y matrisleri hesaplamr. Uygulamada , bu hesaplama sirastyla w, ,t,,q,,
u, ve p , in bulunmasiyla olur. Bu ise bir w, ile baslayarak yapilir. Daha sonra
uygunluk saflanmcaya kadar iglem tekrarlamir. Bu islemin esas1 gekil 2.1.'de
gosterilmigtir.

]
X K/_l_ uNL Y
/’_\\ N
21 T
[7 . \WA
W 9
o

Sekil 2. 1. PLS yonteminin gematik gosterilisi

Daha sonra, bilesen vektorlerinin dis ¢arpimlan X ve Y matrislerinden ¢ikanhir
ve artik matrisleri elde edilir. Ikinci ana bilesenleri bulmak igin (W, ,t,,q,;
u, ve p,),X ve Y matrisleri arik matrisleri ile yerdegistirildikten sonra ,
islem tekrarlanir. artik kareler toplamm yeterli bir minimuma ulagincaya kadar
tigiincii , dordiincii ve diger 6z vektorler benzer sekilde cikarilir.

(2),(3) ve (4) esitlikleri, (1) esitlifinde kalibrasyon matrisini verecek sekilde
birlegtirilebilir :

B=P(P'P) WQ' (5)
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Kismi en kiigiik karelerin goklu regresyon analizinden en 6nemli fark: ortogonal
vektorler ¢ikarma yetenefidir. Boylece ¢oklu regresyon analizinde en 6nemli
problem olan lineer bagimliliktan kagmmlmug olur. Coklu regresyonda
kalibrasyon matrisi

B=(X'X)'X'Y (6)

esitliinden hesaplanir. Goriildagii gibi, X' X matrisinin tersi alinmaktadsir. Bu
ise X'in siitunlarimin lineer olarak bagimsiz olmasmi gerektirir. Kismi en kiigitk
kareler yontemi ortogonal vektorlerin ¢ikartilmasinda ana bilegen regresyonuna
benzer. Fakat kismi en kiigiik kareler yénteminde ana bilegenler X matrisinden
hesaplamir ve Y matrisi ile birlegtirilir. Ana bilegen regresyonunda ise , ana
bilegenler sadece X matrisinden hesaplanmir. Bundan dolay1, kismi en kiigiik
kareler yontemi kalibrasyon verilerinin sistemin biitiin bilegenlerini icermedigi
durumlarda daha iyi tahmin giiciine sahip olur.
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3. DENEYSEL BOLUM
3. 1. Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler
3. 1. 1. ila¢ Maddeleri ve Analiz Ornekleri

Farmasotik saflikta kafein ve teobromin (Bilim A S.) ile ¢aligildi. Analiz 6regi
olarak Barry kakao ( Teknarom A.S. ), Ulker kakao , Sagra kakao kullamld.

3. 1. 2. Kimyasal Maddeler ve Céziiciiler

Kursunoksit , kursunasetat , sodyumbikarbonat , sodyumhidroksit ,
potasyumdihidrojenfosfat , kloroform , hidroklorik asit, fosforik asit, metanol ,
asetonitril , asetik asit (Merck ) .

3. 1. 3. Cozeltiler

Kafein stok g¢ozeltisi (1) : Kafeinin 500 pgml-! konsantrasyonunda sudaki
cOzeltisi hazirlanda.

Kafein stok gozeltisi (II) : Kafeinin 500 pgml™! konsantrasyonunda kloroform
igindeki ¢ozeltisi hazirlands.

Teobromin stok ¢ozeltisi : Teobrominin 500 pgml~ konsantrasyonunda sicak
sudaki ¢ozeltisi hazirlandi.
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Kafein standart gozeltileri : Kafeinin 100 pgml™! ve 50 ugmil™! konsantrasyonunda
sudaki , 100 pgml™' konsantrasyonunda kloroformdaki ¢odzeltileri hazirland.
Standart teobromin gozeltileri : Teobrominin 100 pgml! ve 125 pgml’!
konsantrasyonunda sudaki , 100 pgml-' konsantrasyonunda 2.7 N HCI ' deki
¢Ozeltileri hazirlandh.

Diger ¢ozeltiler ;

% 10'luk ve 2.7 N HCI g¢ozeltisi

1 M NaOH ¢ozeltisi

H,PO, /H,PO, pH=3 tampon g¢6zeltisi

Bazik kurgunasetat g¢ozeltisi: 1.248g/1 (23 g (CH,COO),Pb.3H,0,
70 ml su ile kaynatildi. 12 g PbO katildi ve sicak olarak siiziildii. 100 ml'ye
suyla tamamlandi.

3. 2. Arag ve Geregler

1- Spektrofotometre ( Unicam UV2-100 UV-Visible )

2- 1 cm 'lik kuvarts kiivetler ( Hellma , 10x10x45 mm ).

3- Analitik terazi ( Sartorius analytic A 200B, 0.1 mg'a kadar duyarl )

4- pH metre ( Metrohm E-510 Herisau) ve pH elektrodu ( Metrohm AG-CH-
9101 Herisau )

5- Vakum pompas: ( Edwards High vacuum pump E2MS5)

6~ Ultrasonik banyo ( Azakl: )

7-3.9 ym ¢apmda 30 cm boyunda, 10 pm Bondapak C, ters faz kolon,
510 model yiiksek basmng pompasi , 481 model degigken dalga boylu
spektrofotometre, U6K iiniversal enjektor , bilgisayar ve yazicidan olugan sivi
kromatografi cihazi( Waters ).

8- Hamilton enjektor ( 10 pl ' lik )

9- Mobil faz ve o6mek ¢oOzeltilerinin siiziillmesi igin , HA ( 045 um ),
HV (0.45um),FH (0.5 um) tiplerinde milipor filtreler

10- Santrifiyj ( MSE Mistral 2000 )

11- Elektrikli 1sitici ( Niive HP 121)
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3. 3. Yontemler

3. 3. 1. Kafein ve teobrominin Yanyana Analizi

3.3. 1. 1. Kismi En Kiiciik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)
3.3.1. 1. 1. Uygun Kosullarin Belirlenmesi ve Kalibrasyonun Hazirlanmast

Iki faktorlii g seviyeli tam deneysel tasannma goére kalibrasyon hazirlanmgtir.
Uygun kogullarin saptanmasi igin 10 pg mI' konsantrasyonunda kafein ve
teobrominin suda (gekil 3.1.) , 0.1 N HCl'de (sekil 3.2.) ve 0.1 N NaOH
"de (sekil 3. 3.) spektrumlan gekildi. Su, bu ¢aligmada en uygun ¢oziicii
olarak saptandi.

Kalibrasyonun hazirlanmasi i¢in dokuz tane 25 ml'lik balon jojeden ilk iigiine
sirayla suyla hazirlanmis 50 pg mI'' konsantrasyonundaki kafein ¢ozeltisinden
0.5, 1.0, 1.5 ml, suyla hazrrlanmis 125 pg ml! konsantrasyondaki teobromin
¢ozeltisinden de her birine 2.1 ml kondu. Diger ii¢ balon jojeye aym standart
kafein g¢ozeltisinden sirayla 0.5 , 1.0, 1.5 ml , aym standart teobromin
¢Ozeltisinden her birine 2.3 ml kondu. Son ii¢ balon jojeye de yine standart
kafein gozeltisinden 0.5, 1.0, 1.5 ml standart teobromin g¢dzeltisinden de her
birine 2.5 ml kondu. Cozeltilerin hepsi hacmine distile su ile tamamlandi. Her
bir gozeltinin 217 nm ve 293 nm arasinda 4'er nm arayla absorpsiyonlan
Slgiildii.

3.3. 1. 1. 2. Kakao Orneklerine Uygulanmas:

1 gram kakao mg'm 1/10'u duyarlilikta bir erlen igine tartildi. Uzerine
95 ml su ilave edilerek 5 dakika kaynatildi. Cozeltiye 4 ml bazik kurgun asetat
¢ozeltisi ilave edildi. Cozelti sogutulduktan sonra kaynama sirasindaki kayip
kadar su ilave edildi ve siiziildii. Siiziintinin 50 ml'si alindi ve iizerine
0.5 gram NaHCO; ilave edildikten sonra mavi banth siizgegkafidindan siiziildi.
Bu ¢o6zeltiden 5 ml alinarak 100 ml'lik balon jojeye konuldu ve hacmine distile
su ile tamamlandi. Cozeltinin 217 nm ve 293 nm arasinda 4'er nm arayla
absorpsiyonlan 6lgiildii. Bu yontemle ilgili sonuglar boélim 4. 1.' de verilmigtir.
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3. 3. 1. 2. UV Spektrofotometrik Yontem
Bu yontemde Li ve arkadaglarinin ( 1989 ) yaptiklar1 ¢aligma izlendi.
3.3. 1. 2. 1. Ol¢gii Egrilerinin Hazrlanmas:

Teobromine ait 6lgii egrisinin hazirlanmasi igin sicak suda hazirlamig 100 pgml™!
konsantrasyonundaki standart teobrominin g¢o6zeltisi kullamildi. Bu ¢ozeltiden
sirayla 0.5,1.0,1.5,2.0,2.5 ml ayn ayn 10ml'lik balon jojelere konulup
herbirine 0.05ml % 10'luk HCI ¢bzeltisi eklendi ve distile su ile hacimlerine
tamamlandi. Elde edilen teobromin g¢ozeltilerinin UV spektrofotometre ile 272.7
nm ' de absorbans degerleri saptandi. Bu degerler ile bunlara karsilik gelen
konsantrasyonlar arasinda bir grafik ¢izilerek 6l¢ii egrisi olugturuldu ve egriye
ait dogru denklemi en kiigitk kareler yontemine gore hesaplandi.

Kafeine ait 6lgii egrisi hazirlanmas: igin kloroformda hazirlannmg 100 ugml-!
konsantrasyonundaki standart kafein gozeltisi kullamldi. Bu ¢ozeltiden sirayla
05,10,15,20,25 ml ayn ayn 10 ml'lik balon jojelere konuldu ve
kloroformla hacimlerine tamamlandi. Elde edilen kafein ¢o6zeltilerinin UV
spektrofotometre ile 275.9 nm ' de absorbans degerleri saptandi. Bu degerler ile
bunlara kargilik gelen konsantrasyonlar arasinda bir grafik gizilerek 6lgii egrisi
olugturuldu ve egriye ait dogru denklemi en kiigiikk kareler yontemine gore
saptandi.

3. 3. 1. 2. 2. Kakao Orneklerine Uygulanmast

1g kakao, mg'im 1/10'i duyarhilikta tarship bir erlen igine konuldu. Uzerine
96 ml su ilave edilerek kakao-erlen ve katilan su ile birlikte tartildi. Karigim
5 dakika kangtinlarak kaynatildi. Cozeltiye 4 ml bazik kursunasetat ¢dzeltisi
tartilarak ilave edildi. Kansim sofuduktan sonra tartildi ve kayip kadar su
eklendi. Cozeltiye , 10 ml siiziintitye 0.1 g NaHCO ; karsilik gelecek sekilde
NaHCO ;katildi. Bu g¢6zelti mavi banth siizgeg kafidindan siiziildii ve ilk birkag
ml atik olarak kabul edildi. Siiziintiiniin 50 ml' sine 5.5ml 1 N NaOH ilave
edildi ve aym NaOH kullamlarak pH 12.5-12.7 arasina getirildi. Bu ¢ozeltiye
25,20,15,15 ve 10ml'lik porsiyonlar halinde kloroform eklendi ve herbirinin
ilavesinden sonra 1 dakika galkalamp 5 dakika bekletildi. Kloroformlu kisim
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100ml'lik balon jojeye alindi ve kloroformla hacmine tamamlandi. C6zeltinin
UV spektrofotometre ile 275.9nm ve 310nm'de absorbans degerleri 6lgiildii
ve iki absorbans de§eri arasindaki fark tayin igin kullamldi. Sulu kisim ise
100 ml'lik balon jojeye alindiktan sonra distile suyla hacmine tamamland: ve
mavi banth siizge¢ kafidindan siizildii. Ilk birkag ml atik kabul edildi ve
siziintimiim 10 ml 'si diger bir 100 ml'lik balon jojeye konuldu. Uzerine
50ml su ve 0.55ml % 10'luk HCI ilave edildikten sonra hacmine distile
suyla tamamlandi. C6zeltinin absorbansi 272.7 nm ve 310 nm' de olgildii ve
iki absorbans degeri arasindaki fark tayin i¢in kullamldi. Bulunan bu degerlerin
Olgii egrisindeki kargiliklarina bakilarak kakaodaki kafein ve teobromin
miktarlan saptandi. Bu yontemle ilgili sonuglar boéliim 4. 2. ' de verilmistir.

3. 3. 1. 3. Tiirev Spektrofotometrik Yontem

Spektrumlarin ¢izilmesi ve Olgii egrilerinin hazirlanmasinda Abuirjele ve
arkadaslannin (1992) yaptiklan caligmadan yararlamidi.

3. 3. 1. 3. 1. Spektrumlarin Cizilmesi

Kafein ve teobromin karigiminin analizinde absorbsiyon ( A ) ve birinci tiirev
(!D) spektrumlar1 0.1 N NaOH'a karsi 200-300 nm dalga boyu araliginda,
2nm band genisliginde ve normal tarama hiz: ile alindi.

3. 3. 1. 3. 2. Olgii Egrilerinin Haurlanmast

Teobromine ait 6lgii egrisinin hazirlanmas: igin sicak suda hazirlanmis 125 pgmi™*
konsantrasyonunda standart teobromin gozeltisi kullanmldi. Bu ¢ozeltiden sirayla
1,2,3,4,5ml ayn ayn 25ml'lik balon jojelere konulup 0.1 N NaOH ile
hacimlerine tamamlandi. Herbir ¢ozeltinin 1. tirev absorbans degerleri
(!Dy,s) okundu. Bu tirev degerleri ile bunlara kargilik gelen konsantrasyonlar
arasinda bir grafik cizilerek 6lgi egrisi olusturuldu ve efriye ait dogru denklemi
en kiigiikk kareler yontemine gore hesaplandi.

Kafeine ait Olgii eprisinin hazirlanmas1 igin suda hazirlanmmg 100 pgml™!
konsantrasyonunda standart kafein ¢6zeltisi kullamld:. Bu ¢ozeltiden sirayla 0.5,
1.0,1.5,2.0,2.5ml ayn ayn 25 ml'lik balon jojelere konulup 0.1 N NaOH
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ile hacimlerine tamamlandi. Herbir g¢6zeltinin 1. tiirev absorbans degerleri
('D,s;) okundu. Bu tirev degerleri ile bunlara karsihk gelen konsantrasyonlar
arasinda bir grafik gizilerek 6lgii egrisi olusturuldu ve egriye ait dogru denklemi
en kiigiik kareler yontemine gore hesaplandi.

3. 3. 1. 3. 3. Kakao Orneklerine Uygulanmast

1g kakao,mg'mn 1/10'i duyarhilikta bir erlen igine tartildi. Uzerine 95 ml
su ilave edilerek 5 dakika kaynatildi. Cozeltiye 4 ml bazik kurgunasetat ¢ozeltisi
ilave edildi. Cozelti sogutulduktan sonra kayip kadar su ilave edildi ve 2000
psl basingta 15 dakika santrifiijlendi. Berrak kisimdan 50 ml alindi ve iizerine
0.5 g NaHCO; ilave edilerek mavi bantlh siizge¢ kafidindan siizildii. Bu
¢ozeltiden 0.5 ml 10 ml'lik balon jojeye konuldu ve 0.1 N NaOH ile hacmine
tamamlandi. Bu ¢ozeltinin bélim 3.3.1.3.1. ' deki kosullarda 1. tiirev
spektrumlan alindi. Bu spektrumlardan kafein igin 251 nm , teobromin igin
245 nm 'deki 'D degerleri okundu.Yéntemle ilgili sonuglar bolim 4. 3. 'te
verilmigtir.

3. 3. 1. 4. Yiiksek Bastnch Stvi Kromatografik Yontem (1)

Bu calismada AOAC (1984) ' de oOnerilen metoddan yararlamldi. Yéntemde
mobil faz olarak metanol : asetik asit:su(20:1:79), detektdr olarak UV detektor

kullamildi ve maddeler 280 nm ' de belirlendi. Akig hiz1 1500 psl basingta
1 ml/dak. ' ya ayarland.

3. 3. 1. 4. 1. Standart (ozeltilerin Hazirlanmasi

Kafeinin suda , teobrominin ise sicak suda 100 pgml' konsantrasyonunda
standart ¢ozeltileri hazirlandi. Bu g¢ézeltilerden 10 pl  3.3.1.4.' deki kogullarda
alete enjekte edilerek pik alanlar1 hesaplandi.

3.3.1.4. 2. Kakao Orneklerine Uygulanmast

0.6 g kakao, mg'm 1/10'i duyarhlikta tartlarak 100 ml bidistile su

( permanganat iizerinden distillenmig ) ile 25 dakika kaynatildi. 15 dakika
2000 psl basingta santrifiijlendi ve siiziildii 3.3.1.4. ' deki sartlarda 10 ul alete
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enjekte edildi. Bu yontem ile ilgili sonuglar bolim 4.4. ' te verilmigtir.
3. 3. 1. 5. Yiiksek Basinch Swvi Kromatografik Yontem (1I)

Fransa' da Barry kakao firmasimin kullandif: analiz yonteminden yararlamlmigtir
(CRC-MA-47). Yontemde mobil faz olarak fosfat tamponu (pH = 3) : asetonitril
(% 85 : % 15), detektor olarak UV detektér kullamldi ve maddeler 272 nm'
de belirlendi. Akis hizz 1000 psI basingta 1 ml/dak. 'ya ayarlanda.

3. 3. 1. 5. 1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kafein ve teobrominin mobil fazda 100 pgml' konsantrasyonunda standart
¢ozeltileri hazirlandi. Bu g¢ozeltilerden 10 pl  3.3.1.5. ' deki kosullarda alete
enjekte edilerek pik alanlan hesaplandi.

3. 3.1. 5. 2. Kakao Orneklerine Uygulanmast

70mg kakao,mg'm 1/10'i duyarhhkta tartild: ve 50ml mobil faz ile ultrasonik
banyoda 70 °C'de 30 dakika kaynatildi ve siiziildii. 101 3.3.1.5.'deki kosullarda
alete enjekte edildi. Bu yontem ile ilgili sonuglar bélim 4. 5. 'te verilmigtir.

3. 3. 2. Kafeinve Teobromin Toplaminin Analizi
3. 3. 2. 1. UV Spektrofotometrik Yontem

Bu yontemde kafein ve teobromin, teobromin cinsinden % purin miktar1 olarak
hesaplandi ( OICCC , 1988 ).

3. 3. 2. 1. 1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

0.1 g teobromin miligrammin 1/10'i duyarlilikta tartildive SOml 2.7N HC1
ile ¢oziiliip 1litreye distile suyla tamamlandi. Hazirlanan 100 pgml™' 'lik standart
teobromin g¢ézeltisinden 10 ml alinarak 100 ml'lik balon jojeye konuldu ve
hacmine distile suyla tamamlandi. Cozeltinin absorbans1 UV spektrofotometre
kullanilarak 272 nm ve 306 nm 'de 6lgiildii. Hesaplamalar igin iki absorbans
degeri arasindaki fark kullamld.
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3. 3.2. 1. 2. Kakao Orneklerine Uygulanmas:

1g kakao,mg'm 1/10'i duyarhlikta bir erlen igine tartildi. Uzerine 95 ml
su ilave edilerek 5 dakika kaynatildi. C6zeltiye 4 ml bazik kurgunasetat ¢ozeltisi
ilave edildi. Cozelti sogutulduktan sonra kaynama sirasindaki kayip kadar su
ilave edildi ve 2000 psl basingta 15 dakika santrifiijlendi . Berrak kissmdan
50 ml alindi ve iizerine 0.5 g NaHCOQO; ilave edildikten sonra mavi banth
siizge¢ kagidindan siiziildii. Bundan 5ml 100 ml'lik balon jojeye konuldu
ve tizerine 0.5ml 2.7 N HCI ilave edilerek hacmine distile suyla tamamlandi.
Bu ¢ozeltinin 272 nm ve 306 nm 'de absorbansi olgiildii. Hesaplamalar igin
iki absorbans degeri arasindaki fark kullamldi. Bu yontem ile ilgili sonuglar
bolim 4. 6. ' da verilmigtir.
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4.SONUCLAR
4. 1. Kismi En Kiiciik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)

Kafein - teobromin karigimlarim hazirlamak igin kakaoda bulunabilecek

teobromin ve kafein miktarlan goézoniinde tutuldu ve en uygun aralikta

kalibrasyon hazirlandi.Bunun igin dokuz g¢ozeltiden ilk #gii 1 pug ml!' ve

3 ugml! konsantrasyonunda kafein ve her biri 10.5 pgml™! konsantrasyonunda

teobromin , dier g 1 pgml! |2 uygml? ve 3 pgml! konsantrasyonunda

kafein ve her biri 11.5 pg ml"' konsantrasyonunda teobromin , son tigii de

1 pgmit |, 2 pygmi! ve 3 pg mI' konsantrasyonunda kafein ve 12.5 pg ml?
konsantrasyonunda teobromin icerecek sekilde hazrlandh. Bélim 3.3.1.1.1.°

deki gibi gahgilarak elde edilen absorbans degerleri ve karsilik gelen karigim

konsantrasyonlari tablo 4. 1. ' de gosterilmigtir.

4. 1. 1. Yontemin Kakao Orneklerine Uygulanmast ve Diger Yontemler
ile Kiyaslanmasi

Kakaoda kafein ve teobromin miktarlann boliim 3.3.1.1.2.' de anlatildiga gibi
calisilarak PLS yontemi ile tayin edildi. Omeklerin absorbans degerleri
tablo 4. 2. ' de , bulunan kafein ve teobromin miktarlan ise tablo 4. 3. ' de
gosterilmigtir. PLS yonteminin UV spektrofotometrik yoéntem ile kargilagtiriimasi
tablo 4. 12.'de HPLC (I) yontemi ile kargsilagtiriimas1 tablo 4. 13.'de , HPLC
(II) yontemi ile karsilagtinlmas: tablo 4. 14. ' de gosterilmigtir.
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Tablo 4. 3. Kakao émneklerinin analizi

Omek kakao % KA % TB
1 0.12 2.140
2 0.14 2.140
3 0.18 2.200
4 0.13 2.040
5 0.16 2.160
X 0.146 2.136
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4. 2. UV Spektrofotometrik Yontem (Kafein-Teobromin Yan yana Analizi I¢in)

4. 2. 1. Olcit Egrileri

Kafein ve teobromine ait 6lgii egrileri 5-25 ug ml™! konsantrasyon arahifinda
hazirlandi. Bolim 3.3.1.2.1. deki gibi ¢alisilarak elde edilen absorbans degerleri
ve Olgii egrilerine ait regresyon denklemleri degerleri kafein igin tablo 4. 4
' de, teobromin igin tablo4. 5'de, 6l¢ii egrileri kafein i¢in sekil4.1.'de, teobromin
icin gsekil 4.2.' de gosterilmigtir. Bu 6lgii egrilerine ait regresyon denklemleri
kakaoda kafein ve teobromin tayininde kullanilmigtir.

4. 2. 2. Yontemin Kakao Orneklerine Uygulanmast

Kakaoda kafein ve teobromin miktarlar1 boliim 3.3.1.2.2. ' de anlatildify gibi
cahisilarak UV spektrofotometrik yontem ile tayin edildi. Bu yontem piyasada
bulunan ¢esitli kakao Orneklerine de uygulandi. Elde edilen sonuglar
tablo 6 ' da gosterilmigtir.

Tablo 4. 4. Kafeinin UV spektrofotometrik y6ntem ile tayini igin
hazirlanan o6lgii efrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

c (pgml!) 5 10 15 20 25
A 0.306 | 0.539 | 0.798 | 1.066 | 1.361
A =0.05274 ¢ + 0.0229 r=0.999

Tablo 4. 5. Teobrominin UV spektrofotometrik yontem ile tayini igin
hazirlanan 6lgii efrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

c (pgml?) 5 10 15 20 25

A 0.319 1 0.624 | 0.888 | 1.119 | 1.408

A =0.05346 c + 0.0697 r=0.999
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Tablo 4. 6. Kakao &rneklerinin analizi

Omek kakao % KA % TB
1 0.131 1.92
2 0.121 2.03
3 0.135 1.96
X 0.129 1.97
Omek kakaoZ 0.135 1.86
Omek kakaoy 0.155 1.86

Z="Ulker kakao ile g¢aligildi. Sonuglar ii¢ deneyin ortalamasidir.
¥ = Sagra kakao ile ¢aligildi. Sonuglar ii¢ deneyip ortalamasidar.

4. 3. Tirev Spektrofotometrik Yontem
4. 3. 1. Olgii Egrileri

Kafein ve teobromine ait olgii eprileri kafein gin 2-10 pg mI”! | teobromin
igin 5-25 pgml™! konsantrasyon araliginda boliim 3.3.1.3.2.' deki gibi gahigilarak
hazirlandi. Kafein ve teobrominin 0.1 N NaOH ' deki 1. tirev spektrumlan
sekil 4. 3. ' de gosterilmigtir.

Kafein igin 1. derece tirev spektrumunda 251 nm'de okunan 1. derece tiirev
absorbans degerleri ('Djs; ) ve olgii egrilerine ait regresyon denklemleri
tablo 4. 7.'de, teobromin igin 1. derece tiirev spektrumunda 245 nm ' de okunan
1. derece tiirev absorbans degerleri ( 'D 145) ve 6lgii egrilerine ait regresyon
denklemleri tablo 4. 8. ' de, kafeine ait 6lgii egrisi sekil 4. 4.' de, teobromine
ait olgli eprisi sekil 4. 5.'de gosterilmistir. '
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4. 3. 2. Yontemin Kakao Orneklerine Uygulanmast

Bu yontem kakao Omeklerine uygulandifinda kafein ve teobrominin tiirev
degerleri birbirine ¢ok yakin olmasi ve kafein miktarimin teobromin miktan

yaninda ¢ok diigik bulunmasi nedeniyle iki madde tirev spektrumunda
ayrilamadu.

B.bB4E R A T T I
e REF ERENCE —SAMPLE A \
; e
8. 6500 :
0. 060G
10 - H ;‘
!
-0. BB@F‘ ‘ - i - ; - 'i, -
H v
R4 i:
!
‘l
! |
-@.895 i 1 ] IR
coR.0 . 2.0 260.0 2680.0
. WAVELENGTH

300.90

Sekil 4. 3. Kafein ¢—) ve teobrominin ( ..... ) 0.1 N NaOH ' daki
(10 pgml!) cozeltilerinin birinci derece tirev absorpsiyon spektrumlar
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Tablo 4. 4. Kafeinin tirev spektrofotometrik yontem ile tayini igin
hazirlanan o6lgii egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

¢ (pgmll) 2 4 6 8 10
D, 0.0110{0.0212{0.0304 {0.0401{0.0505
1'D,, =0.004895 ¢ + 0.00127 r = 0.9998

Tablo 4. 5. Teobrominin tiirev spektrofotometrik yontem ile tayini igin
hazirlanan 6lgii egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

c (pgml?) 5 10 15 20 25

D, 0.0326(0.0627(0.0915]0.12580.1561

'D,, =0.006202 ¢ + 0.00071 r=0.9996
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4. 4. Yiksek Basinch Sivi Kromatografik Yontem (1)

4.4. 1. Yontemin Kakao Orneklerine Uygulanmasi

Bu ¢alismada standart ¢ézeltiler b6lim 3.3.1.4.1. 'e gore , kakao 6rnekleri ise
boliim 3.3.1.4.2.'e gore hazirlanch ve boliim 3.3.1.4.' deki kogullarda 6lgiimleri
alindi. Yontemle elde edilen sonuglar tablo 4. 9.'da gosterilmigtir.

Tablo 4. 9. Kakao ¢meklerinin analizi

Omek kakao % KA % TB
1 0.121 2.10
2 0.130 1.98
3 0.135 1.99
4 0.134 2.22
X 0.130 2.07

4. 5. Yiiksek Basingh Stvi Kromatografik Yontem (11)
4. 5. 1. Yontemin Kakao Orneklerine Uygulanmast
Yapilan galigmada standart ¢ézeltiler bolim3.3.1.5.1.'e gore , kakao ornekleri

ise boliim 3.3.1.5.2.'ye gére hazirlandi ve béliim 3.3.1.5. ' deki kosullarda
Slgiimleri alindi. Yontemle elde edilen sonuglar tablo 4. 10' da gosterilmigtir.
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Tablo 4. 10. Kakao 6meklerinin analizi

Omek kakao % KA % TB
1 0.154 2.145
2 0.160 2,166
3 0.158 2.157
X 0.157 2.156°

4. 6. UV Spektrofotometrik Yontem (Kafein-Teobromin Toplam Analizilgin)

4. 6. 1. Yontemin Kakao Orneklerine Uygulanmast

Kakaoda toplam kafein ve teobromin miktannmi bulmak igin uygulanan bu
yéntemde bolim 3.3.2.1.1. ' deki kosullarda 10 pg mf! standart teobromin
¢Ozeltisi hazirlands ve UV spektrofotometrik Slgiimleri alindi. Kakao érnekleri
ise 3.3.2.1.2.'de be]jrtildigi gibi caligildi ve aym gekilde 6Slgiimleri alindiktan
sonra standart teobromin gozeltisine kars: hesaplamalar yapildi. Bu yontemle

elde edilen sonuglar tablo 4. 11.'de gosterilmigtir.

Tablo 4. 11. Kakao o6rneklerinin analizi

Omek kakao % (KA + TB)
1 2.34
2 2.37
3 2.38
X 2.36
S 0.0208
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Tablo 4. 12, Kakao o6rneklerinin PLS ve UV Spektrofotometrik yontemlerle analizi

_ KAFEIN TEOBROMIN
Istatistik
Perametreler Ygrlx;:mi S;;ektr;t{:t’omeuik Y::tf,nu Spektrc.)l.f%:tzomeuik
Yontem Yontem
n % % % %
1 0.12 0.131 2.14 1.92
2 0.14 0.121 2.14 2.03
3 0.18 0.135 2.20 1.96
4 0.13 2.04
5 0.16 2.16
X 0.146 0.129 2.136 1.97
S 0.024 72 .10° 0.059 0.0556
X*t.S/F | 0.116-0.175 | 0.111-0.147 | 2.063-2.209 | 1.832-2.108
t testi 1.16 < 245 3.93 > 245
F testi 11.11 < 19.25 1.126 < 19.25
to% tablo = 2.45
n, =3 FO% tablo = 19.25
n, =3 4,2

PLS yontemi ve kloroformla ekstraksiyona dayalh UV spektrofotometrik
yontem ile elde edilen sonuglar (t) testi ile ortalamalar, (F) testi ile varyanslar
yoniinden % 95 giivenilirlik diizeyinde kargilagtinlmigtir. Tablo 4. 12. 'de de
goriildigii gibi hesaplanan F degerleri tablo degerinden kiigiiktiir. Buna gore
kakaoda kafein ve teobromin analizinde PLS ve kargilagtrma ySntemi arasinda
varyanslar yani tekrarlanabilirlik yoninden anlamli bir fark olmadii
gorilmiigtir. Teobromin analizinde hesaplanan t degeri tablo degerinden
biiyiiktiir , yani ortalamalar anlamhi derecede farklidir. Kafein analizinde
hesaplanan t degeri ise tablo degerinden kiigiiktiir. Bu da kafein analizi igin
iki yontemin ortalamalan arasmnda anlamh derecede fark olmadigim gésterir.
Kullanilan istatistiksel formiiller boliim 5 ' de verilmistir.
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Tablo 4. 13. Kakao orneklerinin PLS ve HPLC (I) yontemleriyle analizi

' KAFEIN TEOBROMIN
Istatistik
Parametreler PLS HPLC() PLS HPLC(T)
Yontemi Yoéntemi Yontemi Yontemi
n % % % %
1 0.12 0.121 2.14 2.10
2 0.14 0.130 2.14 1.98
3 0.18 0.135 2.20 1.99
4 0.13 0.134 2.04 2.22
5 0.16 2.16
X 0.146 0.130 2.136 2.07
S 0.024 6.37.10%? 0.059 0.112
XFt.S/@ | 0116-0.175 | 0.120-0.140 | 2.063-2.209 | 1.892-2.248
t testi 143 <257 1.148 < 2.360
F testi . 14197 > 9.12 3.59 < 6.59
t5% tablo = 2.57 7 tablo = 2.36
n =3 F™% tablo = 9.12 F%% tablo = 6.59
n, =4 43 3,4 '

PLS yontemi ve HPLC(I) yontemi ile elde edilen sonuglar (t) testiile ortalamalar,
(F) testi ile varyanslar yoniinden % 95 giivenilirlik diizeyinde kargilagtinlmigtir.
Tablo 4. 13 ' de gorilldigit gibi hesaplanan t degerleri tablo degerlerinden
kigiiktiir. Buna gore PLS ve kargilaghrma yontemi arasmmda ortalamalar
yoniinden anlamh bir fark olmadifi goriilmiigtiir. Kafein analizinde hesaplanan
F degerleri ise tablo degerinden biiyiiktiir, yani iki yontemin varyanslar: arasinda

anlamh fark vardir. Teobromin analizinde

formiiller bolim % 'xde verilmigtir.

ise hesaplanan F degeri tablo
degerinden kiigiiktiir. Bu da teobromin amalizi igin iki y6ntemin varyanslan
arasinda anlamh derecede fark olmadifim gosterir. Kullanilan istatistiksel
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Tablo 4. 14. Kakao 6rneklerinin PLS ve HPLC (II) yontemleriyle analizi

KAFEIN TEOBROMIN
Istatistik
Parametreler PLS HPLC(II) PLS HPLC (1)
Yoéntemi Yontemi Yoéntemi Yontemi
n % % % %
1 0.12 0.154 2.14 2.145
2 0.14 0.160 2.14 2.166
3 0.18 0.158 2.20 2.157
4 0.13 2.04
5 0.16 2.16
X 0.146 0.157 2136 2.156
S 0.024 3.055 . 10°3 0.059 0.0105
X7t S/ | 0116-0175 | 0.149-0.164 | 2.063-2.209 | 2.130-2.182
¢ testi 1.018 < 2.78 0.74 < 2.57
F testi 617 > 19.25 31.6 > 1925
t7% tablo = 2.78 7% tablo = 2.57 |
212 _ g F,5 tablo = 19.25

PLS yontemi ve HPLC (I) yontemi ile elde edilen sonuglar (t) testi ile
ortalamalar , (F) testi ile varyanslar yoniinden % 95 giivenilirlik diizeyinde
kargilagtirilmgtir. Tablo 4. 14 ' de goriildiigii gibi hesaplanan F degerleri tablo
degerinden biiyiiktiir. Buna gore kakaoda kafein ve teobromin analizinde PLS
ve kargilagtirma yontemi arasinda varyanslar yani tekrarlanabilirlik yoniinden
anlamli bir fark oldufu goriilmiigtiir. Ancak hesaplanan t degerleri tablo
degerlerinden kiigiiktiir. Bu da kafein ve teobromin analizi igin iki y6éntemin
ortalamalann arasinda anlamh derecede fark olmadiimi gosterir. Kullanilan
istatistiksel formiiller boliim 5 ' de verilmigtir.



5. Yontemlerin Karsilasurilmasinda Kullanilan Istatistiksel Egitlikler

Iki yontemin tekrarlanabilirliginin kargilagtinlmasi icin (F) , ortalamalanin karg:
(t) testinden yararlamilir. F testinde iki farkhi yontemin varyanslan kiyaslanir.

o
F = (1)
S
Eger F < F,,, ise iki yontemin standart sapmasi hesaplamr .
(m -1)8] + (n,-1)8]
S = (2)
n, +n, -2
t degeri ise (3) esitlifinden bulunur.
X, ‘_)Zz
t = (3)

S |l/n1 +1/m,
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Serbestlik derecesi,n, +n, - 2 bagmntisindan hesaplandiktan sonra bulunan
t degeri tablo degeri ile kargilagtirihir.

Eger F > F,,, ise t degeri (4) nolu esitlikten hesaplanir.

X, -X,
t = (4)
d(st m, +82/n,)
Bu durumda serbestlik derecesi ( 5 ) nolu esitlikten bulunur.
(S; /n, + 8} /n,)
Serbestlik derecesi = -2 (5)
(8, /n,) . (S/n,)
n, +1 n, +1

o -t

Bulunan t degeri tablo degeriyle karsilastinilir.
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6. TARTISMA

Kakao da kafein ve teobromin tayini igin spektrofotometrik ve kromatografik
cesitli yontemler kullanilmigtir. Bu galismada yeni bir yéntem olan kismi en
kiigiik kareler spektrofotometrik kalibrasyonu ( PLS ) ve literatiirdeki diger
analiz yontemleri kakao omeklerine uygulanmugtir.

Kloroformla ekstraksiyona dayali UV spektrofotometrik teknik bu ¢aligmada
kullanilan analiz yontemlerinden biridir. Deneysel ¢aligmalarda, 6zellikle kakao
o6rneginin hazirlanmasi1 sirasmnda kloroformla ekstraksiyon igleminin ve pH
ayarinin oldukc¢a zaman almasi , ekstraksiyon iglemlerinde madde kayb1 olasihig:
bu teknigin sakincalarim1 olugturur. Ayrica bir bagka spektrofotometrik yoéntem
kafein ve teobrominin toplam analizi i¢in uygulanmigtir. Bu yontemin kakaoda
toplam alkaloid analizi igin kolay ve hizh bir teknik oldugu gorillmiigtiir.

Bu c¢aligmada kullamlan diger bir yoéntemde tiirev spektrofotometrik teknik
olmustur. 0.1 N NaOH ' daki kafein ve teobromin ¢ozeltilerinin birinci derece
tirev spektrumundan 245 ve 251 nm dalga boylann her iki maddenin digerine
etkisi olmaksizin Olgiilmesine imkan vermigtir. Ancak bu yoéntem , kakao
Omeklerine uygulandiginda , kafeinin teobromin yamnda olduk¢a az miktarda
olmast ve her iki maddenin belirlendigi dalga boylarnmn birbirine gok yakimn
olmas1 nedeniyle sonu¢ vermemigtir.
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Uygulanan diger yontemler ise yiiksek basingh s1vi kromatografik yontemlerdir.
Bu yontemlerin gerek duyarhilign gerekse dogrudan yapilan Slgtimleri ile son
derece kullamgh oldugu goriilmiigtiir. Ancak pahal1 ¢6ziicii ve aletlerin gerekliligi,
siizme iglemlerinin zaman alic1 olmasi bu tekniklerin dezavantajlarimi olugturur.

Kafein ve teobrominin fiziksel ve kimyasal olarak birbirine ¢ok benzemesi
ve spektrumlann iist iiste gakismasi kismi en kiigitk kareler spektrofotometrik
kalibrasyon yontemini kakao ©6rneklerine uygulamamizin baglica nedenlerini
olusturur. Bu ¢aligmada kafein ve teobrominin gegitli ¢oziicillerdeki spektrumlan
alinms , hemen hemen hepsinde iki maddenin karekteristik dalga boylarimin
iist liste ¢akigmasi nedeniyle ¢o6ziicii olarak su segilmigtir. Kalibrasyon
tablosunun olugturulmas: igin ¢dzelti kangimlannin hazirlanmasinda , literatiirde
belirtilen kakaoda bulunabilecek kafein ve teobromin miktarlan goéz ontinde
tutulmustur. Sonugta basit bir spektrofotometre ile galisiimasi oldukga zor olan
kakao orneklerinin analizi PLS yontemiyle gergeklestirilmigtir.

PLS yontemi difer uygulanan yontemlerle istatistiksel olarak kargilagtiriimigtir,
PLS yontemi ile elde edilen sonuglar UV spektrofotometrik yontem ile
kiyaslandiginda , iki yontemin tekrarlanabilirlik agisindan anlamh derecede fark
olmadif1 , sadece teobromin analizi i¢in ortalamalarin anlamh derecede farkh
oldugu goriilmiigtir. Bu da ekstraksiyona dayali yontemlerde madde kaybimin
olabilecegini gosterir. PLS yéntemi HPLC yontemi ile kiyaslandiginda ise iki
yontemin arasinda tekrarlanabilirlik agisindan anlamli fark oldugu , ancak
ortalamalar agisindan anlamh fark olmadig: belirlenmigtir.
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