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Tepe Boslugu Teknigi Kullanilarak
Gidalarda Aroma Maddelerinin Analizi

_Pinar ALTIN, Yonca KARAGUL YUCEER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi Gida Mihendisligi Bélimdi

OzET

Gidalarda bulunan aroma maddelerinin analizi amaciyla birgok
metot kullaniimaktadir. Tepe boslugunda toplanan ugucu
bilesenlerin analizi gida matriksi icinde bulunan aroma
bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan yéntemlerden
biridir. Bu analizler statik ve dinamik olarak ikiye ayrilmaktadir.
ikisi de aroma maddeleri ile {iriin matriksinin uguculuk veya
polarite 6zellikleri arasindaki farka dayanmaktadir. Statik tepe
boslugu analizinde islem icin belli bir denge zamanina ihtiyag
duyulurken, dinamik tepe boslugu analizinde bu zamana gerek
duyulmamaktadir. Bu analizler igin gesitli 6zelliklerde vialler,
trapler ve siringalar kullaniimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tepe boslugu, statik ve dinamik

ANALYSIS OF AROMA COMPOUNDS IN FOODS USING
HEADSPACE TECHNIQUE

ABSTRACT

Many analysis used to identify aroma compounds in a food
matrix. One of them is headspace technique. It is divided in
two: “static” and “dynamic” headspace analysis. The principle
of both techniques is similar and based on volatility and polarity
difference between food and aroma compounds. While static
headspace analysis requires equilibrium time, dynamic
headspace do not. Vials, traps and syringes had many special
features are used for headspace analysis..

Key Words: Headspace analysis, static and dynamic
GiRis

Aroma maddelerinin belirlenmesi dzellikle gidalarin tiiketiciler
tarafindan begenisini veya tercihini etkilediginden oldukca
6nem tasimaktadir. Gida matriksinde yeralan bu ugucu
bilesenlerin belirlenmesi igin kullanilan pek g¢ok metot
bulunmaktadir. Tepe boslugu analizleri bu tekniklerden sadece
biridir.

Tepe boslugu analizleri genel olarak gidalarda bulunan aroma
maddelerinin, dodal hallerinde higbir degisiklik olusturmadan,
yap! icinden ayrilarak izolasyonunu saglayan bir 06rnek
hazirlama islemidir. Gaz Kromatografisiyle birlikte
kullaniimaktadir [1]. Gidalarda farkl polarite, ¢ozinirlik ve
ucuculuga sahip olan aroma maddeleri bulunmaktadir. Denge
halinde gidanin (izerindeki fazda bircok aroma bileseni
bulunmakta ve bu maddelerin kompozisyonu buhar basinglari
ve gida matriksi ile olan etkilesimlerine baglidir. Buradaki
aroma bilesenlerinin analize hazirlanmasinda kullanilan
yollardan biri gida maddesi igindeki ugucu bilesenlerin
izolasyonu ve bunlarin belirlenmesidir. Bu amagla tepe boslugu
analizleri yaygin olarak kullaniimaktadir [2]. Tepe boslugu
analizlerinde ki kritik noktalar sicaklik, gaz basinc ve gaz
akisidir [3].

Tepe boslugu analizleri statik ve dinamik tepe boslugu olarak
ikiye ayrilmaktadir. Her iki yontem de ayni prensibe
dayanmaktadir. Sivi ve kati materyalden elde edilen ugucu
bilesenler materyal lizerindeki boslukta toplanir ve bu boslukta
bulunan gaz fazindaki karisim otomatik (Sekil 1a) veya manuel
(Sekil 1b) olarak Gaz Kromatografisine enjekte edildikten sonra
bilesenlerin tanimlamasi veya miktar belirlemesi yapilmaktadir
[1,4].

a) Icinde belirli miktarda ®rnek bulunan vial Gaz
Kromatografisinin isitict bdlmesine konur ve islem
tamamlandiktan sonra 'loop' vasitasiyla GC' ye enjekte edilir.
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b) Otomatik olmayan (manuel) ydntemde belirli bir sicaklida
kadar isitilarak tepe boslugunda toplanan bilesenler gaz
sizdirmayan (air-tight) 6zel sirngalar kullanilarak tepe
boslugundan alinir ve GC'ye enjekte edilir.
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Sekil 1. Tepe boslugu analizlerinde otomatik
(a) ve manuel (b) enjeksiyon sistemleri [5]




Aroma maddeleri ile gida matriksi arasindaki uguculuk farki
prensibine dayanan bu izolasyon metotlar [6] asadida kisaca
aciklanmistir.

1) STATiK TEPE BOSLUGU ANALizi

Bu teknik, 6zel olarak yapilan, sizdirmaziigi olan ve kontrollii
kosullarda tutulan vialler icine kati, yari kati veya sivi érnekler
konularak iginde bulunan ugucu bilesenlerin denge haline
gelinceye kadar vialdeki tepe boslugunda toplanmasi ilkesine
dayanmaktadir [1, 7]. Tepe boslugunda bulunan bilesenlerin
miktari; orijinal 6rnek iginde bulunma orani, uguculuk, 6rnek
icindeki ¢6zlinurlik, viale uygulanan sicaklik, 6rnek miktari ve
ornegin vial icinde ne kadar zaman bulunduguna bagli olarak
degismektedir [7].

Tepe boslugunda bulunan ugucu bilesen miktari; tiim kap
icindeki atmosferde bulunan bilesen miktarindan, 6rnek
matriksi iginde bulunan bilesen miktarinin gikariimasi ile
bulunur[1];

Atepe boslugu = Atotal - AMatriks

Fraksiyone olma katsayisi (K,) ise su sekilde hesaplanmaktadir
[1];
KA =Atepe bo5lu§u/ Amatriks

Analizin kontrolli kosullar altinda yiritilmesi, elde edilen
sonuglarin givenilirligi ve tekrarlanabilirligi agisindan  gok
onemlidir. Vialin icinde bulundudu kosullar kolay bir sekilde
kontrol edilebilmelidir. Buradaki ©nemli etken sicakliktir.
Sicaklik degisimi; fraksiyone olma katsayisi sadece sicakliga
bagli olarak azaliyorsa, sicakligin etkisi 6nemsiz ise, sicaklik
etkili bir sekilde kontrol ediliyorsa ve olglilen dederler internal
(ic) standartlar ile karsilastirihip sicaklik degisiminin etkisi
azaltilabiliyorsa minimize edilebilir [8].

Tepe boslugunun dengeye gelmesi icin yeterli bir zaman
peryoduna ihtiyag vardir. Bu yeterli zamana ulasilip denge
kuruldugunda vialin kapak kismindan gaz sizdirmayan siringa
ile tepe boslugundaki ugucu bilesen karisimi gekilir ve GC
cihazinin enjeksiyon portundan enjekte edilir [6]. Buna
alternatif olarak otomatik tepe boslugu analizori ile dengede
bulunan tepe boslugu icindeki ucucu bilesenler belirli ve bilinen
hacimlerde 6rnek loopu vasitasi ile GC cihazinin enjeksiyon
kismina otomatik olarak gonderilir. Buradaki 6érnek loopu GC
enjeksiyon portuna direk olarak baghdir [1].

Enjekte edilen gaz miktar; GC cihazinin enjeksiyon kismi
kapasitesi, kolon hacmi ve Ornek enjekte edildiginde
enjeksiyon kisminda meydana gelebilecek akim ve basing
artisindan dolayr sinirlandinlmisti.  Genelde 0.1-2.0 ml
arasinda degisir. Elde edilecek sonuglarin dogrulugu 1 ml gaz
ornedi icinde ilgilenilen aroma bilesenlerinin yeterli miktarda
olup olmadigina baghdir [1].

Bu metodun genelde dimetil siilfit, asetaldehit ve diasetil gibi
yiksek ucuculuga sahip bilesenlerin analizinde kullaniimasi
uygundur. Yuksek yag icerigine ve kompleks matrikse sahip
gidalarin analizinde de uygun sekilde kullanilabilmektedir[7].
Bu yontem isitilmig stitteki dimetil siilfit ve hidrojen slfiir [9]
ve farkl sit katkilar ile zenginlestirilmis kahve aromalarinin
belirlenmesinde [10] oldukga basarili sonuglar vermistir.

Avantaj ve Dezavantajlar

En Onemli avantaji solvent kullanmaksizin disik molekiil
adirlikh aroma bilesenlerinin analiz edilebilmesinin miimkiin
olmasidir. Aksi halde solvent gaz matriksi icinde bulunarak
diger ucucu bilesenlerle birlikte kromatogramda pik

olusturacaktir. Olusan bu pik oldukga belirgin olup biyiik bir
alan kaplar. Bu da 6zellikle solvent pikinin alikonma zamaninin
Ozellikle ylksek uguculuktaki aroma maddelerinin alikonma
zamaniyla Ortliismesine neden olarak tanimlamayi
zorlastirabili.  Solvent kullanilmadigi igin tepe boslugu
analizlerinde bu tur bir sorunla karsilasiimamaktadir.

Dider bir avantaj ise diigiik maliyete sahip olmasidir [7]. Diger
taraftan optimize edilmesi gereken cok az etken vardir. Son
olarak GC ile birlikte kullaniminda oldukca iyi sonuglar
vermektedir [8].

Dezavantajlarina baktigimizda ise; bu ydntem gok distk
konsantrasyonlardaki ve az ugucu olan bilesenlerin
belirlenmesinde yeteri kadar duyarli degildir. Sicakhdin
yukseltilmesi ile bilesenler daha ugucu hale getirilebilir, ancak
tepe boslugu analizi icin tasarlanmis ekipman sinirli 1si
derecelerinde (yaklagik 150°C'ye kadar) kullanima uygundur.
Ayrica, 1sil islemin siddetine bagli olarak istenmeyen veya yeni
aroma maddelerinin de olusmasina neden olacagindan analiz
sonuglarini olumsuz etkileyebilecektir [7].

2) DINAMIK TEPE BOSLUGU ANALizi
(PURGE AND TRAP)

Teknik, analiz edilecek bilegenlerin érnek iginden izole edilerek
taginmasini gerektirir [1]. Helyum ve nitrojen gibi inert gazlar
ornek Uzerine gonderilir. Bu sekilde organik ugucu bilesenler
gida icinden sipdrdlir ve gazin akigi ile beraber absorbant
Uzerine gonderilir. Absorbant, ugucu bilesenlerin toplandidi ve
yodunlastirildigi yerdir. Burada toplanan ugucu bilesenler ya
sicaklik uygulamasi ile ya da solvent vasitasiyla geri alinarak
GC'ye gonderilir [7]. Bu teknikte, statik tepe boslugu
analizinde oldugu gibi bir dengenin kurulmasina gerek
kalmadan, ugucu bilesenlerin strekli bir sekilde taginmasi s6z
konusudur. Bundan dolayi érneklerin icine kondugu viallerin
sinirl hacimlerinden daha fazla oranda yararlanilir ve daha
fazla ugucu bilesen elde edilebilir [1]. Yapilan galismalar tasfiye
isleminin en iyi 11 dakikada 440 ml inert gaz ile yapilmasi
sonucunda elde edildigini géstermistir [11].

Ucucu bilesenlerin énce taslyici gaz vasitasi ile tasinip, sonra
absorbant tarafindan yakalanmasi amaciyla yontem; tasi ve
yakala anlamina gelen " Purge and Trap” adiyla
anilmaktadi. Genel olarak Purge and Trap, tasilyici gazin
yalnizca sivi gida matriksi igine génderildigi yontemdir. Dinamik
tepe boslugu analizi, materyal kati oldugunda kullanilir ve
Ornek (izerinde bulunan bosluktaki gaz halindeki bilesenler
supdrilir. Gaz ylizeye verilir glinkii kati veya kopiren bir
gidanin igine gaz verilmesi olanaksizdir. Ancak kati olan érnek
sulandirilarak da bu yéntem kullanilabilir [1].

'Purge and Trap' isleminde 6rnek konsantrasyonun yeterliligini;
zaman, uygulanan sicaklik, ortamda bulunan su miktari,
tutuklanan organik ugucularin serbest birakilmasi ve kapanin
isitilmasi  gibi parametreler etkilemektedir. Absorbantta
toplanan bilesenlerin geri alinmasi icin uygulanan sicaklik ne
kadar yiiksek ise bu bilesenlerin GC' ye dogru hareketi daha
hizh olur ve oldukga dik, dar ve belirgin pikler elde edilir. Geri
alim zamaninin kisa olmasi pik alanini degistirmez ancak bu
sicaklik absorbe edici materyali olumsuz etkilemeyecek
siddette olmalidir. Buradaki diger onemli nokta mimkin
oldugunca suyun absorbe edilmesinin 6nlenmesidir. Bu da
uygun absorbantin segimiyle mimkiinddr [11].

Avantaj ve Dezavantajlar

Solvent kullanimina gerek duyulmamasi, hizli ve givenilir
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sonuglar vermesi, otomasyonunun mimkiin olmasi ve érnek
hazirlanmasinin basit olmasi bu yéntemin avantajlarindandr.
Bunlara ek olarak érneklerin bir absorbant lizerine toplanmasi
analizin etkinligini artirmaktadir [1].

Kompleks ve pahali bir sistem olmasi, Isitmanin baz
durumlarda olumsuz etki yaratmasi, sizdirma ve
kontaminasyon riskinin olabilirligi ise bu yontemin
dezavantajlarindandir [1].

3) TEPE BOSLUGU ANALIZLERINDE
KULLANILAN ALET-EKIPMANLAR

I)Vialler (Purging Vessels)

Kati ve sivi érnekler icin farkh biytklik ve tiplerde olanlari
kullaniimaktadir. Septumlu veya septumsuz olabilirler.
Septumlu olanlarin bazilari tipa ile sizdirmaz sekilde
kapatilirken bazilar da vidal kapaklarla kapatilabilmektedirler
[12].

Sivi 6érnekler igin genelde fritli ve igneli olanlar kullanilir [1].
Fritli olanlarda tastyici inert gaz, kabin altindaki giristen frite
dogru verilir (Sekil 2a). Frit gbzenekli bir yapiya sahiptir ve
ylizey alaninin genislemesini saglar. Gaz daha sonra sivi
ornedin icinden geger ve organik bilesenleri, olusturdugu
baloncuklarla sipiirerek yapisina badlar ardindan onlari
absorbanta dogru tasir. Bu tip kaplarda su kullaniimasi iyi sonug
vermektedir, fakat her 6rnek icin bu uygun degildir. Bu tir
ornekler icin igneli tip vialler kullaniimaktadir (Sekil 2b).
Sipdriicti gaz burada vialin altindan degil, tepesinden sivi gida
icine daldinlmis durumda bulunan, igneye benzer ince
borucuktan verilir. Borucugun ucu vialin dibine yakindir. Tagtyici
gaz igne ucundan cikinca dipten ylizeye dogru baloncuklar
seklinde yikselir ve yilkseldikge hacmi giderek artar. Bu
sekilde ugucu bilesenleri siiplrerek gida matriksi iginden alir ve
uzaklastinir. Bu tip, fritli olana gére daha az kullaniimaktadir

[1].
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Sekil 2. Fritli (@) ve igneli (b) tip vialler [1].

Kati érnekler igin de sivi drneklerde kullanilan viallere benzer
ornek kaplart kullaniimaktadir. Bunlarin sivilar icin
kullanilanlardan farkli bir yani disaridan isitiiyor olmalaridir.
Genelde fritli viale benzer olanlar kullaniimaktadir ve bunlarin
katilar igin olanina termal desorbe etme tiipli (thermal
desoption tube) (Sekil 3a) adi verilmektedir. Prensibi fritli

viallerle aynidir. Daha biiyiik 6rnekler igin ise (meyve pargasi
vb.) kullanilan vial metal bir kutu veya cam sise kadar buylk
bir hacme sahiptir (Sekil 3b). Ornek kabi bilyiik oldugundan
vialin sizdirmaz bir sekilde kapatiimasi oldukgca 6nemlidir. Vial
hacmi blyudiikce bu sorunla karsilasma riski artmaktadir [1,
12]. Uygulanan sicaklik ayni olmasina ragmen, biiylk hacimli
viallerde istenen sicaklia ulagiimasi uzun zaman almaktadir.
Genelde kati drnekler icin kullanilan kaplar disaridan isitilir ve
1sitma kontroll sekilde yapilir. Ayrica kaplar basinglandirilarak
ucucu bilesenlerin hareketi kolaylastirilabilir, ancak buyuk
hacimli olanlarda bu sorun yaratabilmektedir [1].

Bu saydigimiz problemleri elemine etmek igin basinglandiriimig
kaplar yerine vakumlu érneklemeye bagvurulabilir. Bu teknikte
absorbant kolonun bir ucu viale, diger ucu vakum pompasina
baglidir ve ugucu organik bilesenler absorbe edici kolona dogru
gekilir. Bu sekilde kaptan 6rnek kaybi daha az olmaktadir [1].

Akigkan girigi
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Sekil 3. Termal desorbe edici tip (a) ve bliylik hacimli 6rnekler
igin vial (b) [1].

IT) Kapanlar-Tutucular (Trap)

Kapan, ugucu bilesenlerin tutuldugu yerdir [1]. Bilesenler,
sogutulmug kapiler cam tip igine toplandiktan sonra bu
kapiler tip GC'nin girig kismina monte edilir. Burada isi
uygulamasi ile bilesenler tekrar ugucu hale getirilin. Eder
ornekler bir siire bu tiiplin iginde tutulacaksa tiip sizdirmaz bir
bicimde kapatiimalidir [2]. Kapan tekniginin segiminde etkili
olan faktérler sunlardir [1];
e Analiz edilecek maddenin kimyasal yapisi
e Analiz edilecek maddenin ve absorbantin termal
stabilitesi
e  Absorbantin baglama ve saliverme karakteristigi
Krayojenin maliyeti
e  Su buharina karsi gésterdigi egilim



Kapanlar ok gesitli materyallerden yapilabilir. Burada énemli
olan absorbe etme egilimi en disik olan absorbantin
kullaniimasidir. Ayrica 1sil islemin etkisiyle cesitli yeni bilesenler
olusturmamalidir. Absorbant olarak aktif kémdir, aliimina silika
jeller ve gbzenekli polimerler kullaniimaktadir. Aktif kdmdr
suya karsi ilgisi diisiik olan bir absorbanttir ve ylksek sicaklikta
oldukca stabildir [1]. Gozenekli polimerlere baktigimizda ise
ticari olarak Poropak, Cromosorb ve Tenax® kullaniimaktadr.
Bunlar farkli polariteye sahiptir. En cok kullanilanlar Poropak Q
ve Tenax®ti. Cromosorb serisi termal uygulamalara daha
dayaniklidir. Tenax® ile kaplanmis tiipler, taginan her 40 ml
ugucudan 1 pl su alikoymaktadir. 180°C'nin Uzerinde isil islem
uygulandidinda bazi ugucu bilesenler olusturmaktadir. Diger
tutucular ise krayojen sivilardir ki bunlar sivi nitrojen (-
196°C'de kaynayan) ve sivi CO, (-79°C'de kaynayan)'dir.
Burada sivi nitrojen kullanim asamasinda sivi iken CO, verilme
asamasinda kati hale gegebilir [2].

III) Siringalar

Cok cesitleri bulunmaktadir. igne stiline gére sabit ve portatif
igneli olarak ikiye ayrilirlar. Sabit igneliler Epoksi yapistiriimis
paslanmaz celikten yapilmislardir ve 50°C'nin {izerine
isitiimamalidirlar. Portatif olanlar ise metal olan kismi Teflon® ile
kaplanmigtir. Manuel olarak kullanilan siringalarin kapasiteleri
0.5-5ml arasinda degisirken otomatik olarak kullanilanlara gére
bu kapasite diisiiktiir [13]. igne uglari Sekil 4'de yeralmaktadir.
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Sekil 4. Siringalarda kullanilan igne uglar [11].
4) UYGULAMA ALANLARI

Tepe boslugu analizleri cok cesitli gida 6rneklerinin analizinde
kullanilmis olup oldukca iyi sonuglar elde edilmistir.
Olgunlasmis muzdan alinan érnek vial icine konulup tasiyici gaz
vasitasi ile ugucu bilesenler siipiriilmis ve adsorbe edici
Porapak Q'da yakalanarak GC'de analiz edilmistir [2].

Baska bir arastirmada ise Cheddar peynirlerinde istenen aroma
olusumuna katki saglamak amaciyla farkli laktik asit bakterileri
site inokiile edilmis ve fermantasyon sonunda olusan aroma
maddeleri Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrometresine (GC-
MS) monte edilmis dinamik tepe boslugu analizoriiyle tespit
edilmistir [14]. Calismada absorbant olarak Tenax®
kullanilmisti. Sonug olarak, kullanilan starter kiltiire bagl
olmakla birlikte gok sayida aroma maddesi (asetaldehit,
aseton, dimetil siilfit, diasetil, hekzanal, 2-Nonanon vd.)
belirlenmistir.

Cheddar peynirlerinde findigimsi (nutty) aromaya neden olan
kimyasal maddelerin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen bir
baska galismada ise dinamik tepe boslugu analizi kullaniimistir.
Peynirde bu aromaya bazi Streker aldehitlerin (6zellikle 2-
Metilpropanal, 2-Metilbutanal ve 3-Metilbutanal) ve
dimetilsiilfitin neden oldugu saptanmistir. Elde edilen bulgular
yapilan model c¢alismalar ve duyusal analizlerle de
dogrulanmigtir [15].

Peynirlerde tepe boslugu analizleri genelde direk olarak
uygulanir. Bunun igin peynirler ya rendelenir ya da su iginde
¢Ozilir. Boylece en 6nemli aroma bilesenleri daha kolay bir
sekilde ortaya cikarilabilir. Genelde dinamik tepe boslugu
analizleri islem igin kullaniimaktadir[16]

Kahvenin aroma olusumu Uizerine farkl sit katkilarinin etkileri
statik tepe boslugu analizi yardimiyla belirlenmistir. Bunun igin
alinan érnekler iki farkl vial igine konularak farkl sicakliklar ve
dengeye gelme zamanlari denenmigti. Ugucu bilesenler
Tenax® (izerine absorbe edilmislerdir. Elde edilen bulgularda
katilan st Grlinlerinin kahve aromasini etkiledigi anlagiimistir
[10].

Sittozunda oksidatif bozulmanin belirlenmesinde  yine
dinamik tepe boslugu analizlerinden yararlaniimistir. Burada
GC/MS kombinasyonu kullanilmistir. Analiz, 30°C'de isiksiz ve
oda sicaklidinda ve normal 1gik altinda gergeklestirilmistir.
Isiksiz ortamda 130 glinliik depolama sonucunda elde edilen
hekzanal konsantrasyonu igikli ortamdaki bilesen miktarina
oranla daha dislk bulunmustur. Ayrica sicaklik artisina bagli
olarak ikincil oksidasyon Uriinlerinde artig saptanmistir [18].
Isil islem uygulanmig siitlerde hidrojen siilfir (H,S) ve dimetil
silfit (DMS) bilesenlerinin, 1limh sicakliklardan sonra
maksimum derecelere ulastigi ve bundan sonraki daha yliksek
sicakliklarda, bu bilesenlerin ya azaldigi ya da ayni dederde
kaldigi statik tepe boslugu analizi yardimi ile bulunmustur [9].

SONUC

Gidalarda bulunan aroma maddelerinin izolasyonu amaciyla
gerek statik ve gerekse dinamik tepe boslugu analizleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bilesenlerin tanimlanmasi ve miktar
belirlemesi amaciyla tepe boslugu analizériiniin gaz
kromatografisi ve kiitle spektrometresi ile kombine edilerek
etkili, hizl ve basit bir gekilde veriler alinmaktadir.
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