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OZET

Bu ¢alismada, fruktozdan 5-Hidroksimetilfurfural (HMF) {iretimi ve antikanserojen
etkisi aragtirlmigtir. Fruktozdan HMF iiretimi karigtirmali  basing reaktdriinde
gerceklestirilmis ve deneysel sartlar, cevap yiizey yontemi (RSM) kullanilarak optimize
edilmistir. Basing reaktorii kullanilarak fruktozdan HMF iiretimi i¢in optimum sartlar 50 g/
fruktoz konsantrasyonu, 40 g/l katyonik iyon degistirici recine (Amberlysts 15 hydrogen
form) miktar1, 120 °C sicaklik ve 104 dk siire olarak belirlenmis olup bu sartlarda HMF
verimliliginin % 59.9 olacagi bulunmustur. Fruktoz konsantrasyonunun ise optimum olarak
belirlenen konsantrasyonunun iistiindeki noktalarda yan {iriin olusumunun artisina sebep
olarak HMF {iretimini olumsuz yonde etkilemistir. Ayn1 sekilde iyon degistirici recine
miktar1 da optimum noktaya kadar HMF olugumunu artirmis ve daha sonra HMF iiretimini
etkilememistir. Fruktozun HMF’ye dehidrasyonu icin katalizér olarak kullanilan iyon
degistirici re¢inelerin 6nemli oldugu goriilmiistiir. Fruktozdan HMF {iretimi i¢in ¢dziicii
olarak kullanilan dimetilsiilfoksit (DMSO) vakumlu evaporator yardimiyla yiliksek oranda
geri kazanilmistir. Boylelikle, ¢oziicli olarak kullanilan DMSO’nun yiiksek oranda geri
kazanimi HMF {iretim yOnteminin ekonomikligi agisindan onemlidir. Ayrica reaksiyon
sonrasinda re¢ine geri kazanimi da test edilmis ve kullanilan reginenin de geri
kazanilabilecegi ortaya konulmustur. HMF nin antikanserojen etkisi hem saglikli hiicrelerde
hem de kanser hiicrelerinde incelenmis ve antikanserojen etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fruktoz, DMSO, 5-Hidroksimetilfurfural (HMF), Karistirmali

Basing Reaktorii.



SUMMARY

S-HYDROXYMETHYLFURFURAL (HMF) PRODUCTION FROM
FRUCTOSE AND IN VITRO INVESTIGATION OF ANTICANCER EFFECT

In this study, fructose 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) production and anticancer
effect of HMF were investigated. HMF production from fructose was carried out in a stirred
pressure reactor and optimized the experimental conditions using response surface method
(RSM). Optimum conditions for HMF production were determined as 50 g/l fructose
concentration, 40 g/l cationic ion exchange resin (Amberlysts 15 hydrogen form) amount,
120 °C temperature and 104 min time and the HMF efficiency was found to be 59.9 under
these conditions. When the fructose concentration is higher than optimum value, the
production of HMF is affected in negative because of increase in side product amounts. The
amounts of ion exchange resin increased HMF production until optimum value and then the
production is not affected. The use of ion exchange resin as catalyst por dehydration of
fructose to HMF is important. DMSO which is used as solvent for deydration of fructose to
HMF is recovered by evaporation. Thus recovered DMSO is economically important for
production of HMF. Morever it was also shown that the used resin can be recovered from
the process. The anticancer effect of HMF has been studied in both healthy and cancer cells
and has been shown to have anticarcinogenic effect.

Keywords: Fructose, DMSO, 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), Stirred Pressure

Reactor.
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1. GIRIS

Petrol bazli iiriinlerin giin gectik¢e petrol rezervlerindeki azalmaya paralel olarak
azalacak olmast ve bu drlnlerin dogaya verdigi zararlar nedeniyle arastirmacilar
yenilenebilir enerji kaynaklarina yonelmislerdir (Twidell ve Weir, 2015). Bu sebeple, HMF
gibi furan tiirevlerinin gelecekte en 6nemli yenilenebilir enerji kaynaklarindan birisi olmast
beklenmektedir. Amerika Birlesik Devletleri Enerji Departmani (US DOE) tarafindan petrol
tiirevli iriinlerin yerini alabilecek timit vadeden 10 biyokiitle tabanli {iriin arasinda 5-
Hidroksimetil furfural (HMF) ve onun oksidasyon iiriinii olan furandikarboksilik asit
(FDCA) 6nemli bir yere sahiptir (Kazi vd., 2011). Ayrica, Avantium isimli Alman firmasi
sekerlerden elde edilen furan bilesiklerini furanikler olarak adlandirip, uyuyan dev olarak
nitelendirilen bu bilesiklerin gelecekte petrol tiirevli plastik ve yakitlarin yerini alacagini
belirtmektedir (de Jong vd., 2012).

HMF; glikoz, fruktoz ve ksiloz gibi sekerlerin asit katalizli dehidrasyonu ile elde
edilmektedir. HMF iiretiminde siikroz, iniilin, seliiloz veya sellobiyoz gibi disakkarit ya da
polisakkaritler de kullanilabilmektedir. Ancak polisakkaritlerden HMF {iretimi i¢in
oncelikle polisakkaritlerin monosakkaritlere hidroliz edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
monosakkaritlerin baglangic maddesi olarak kullanilmasi daha avantajlidir. HMF’nin
biyobozunur plastik {iretiminden s1v1 yakit iiretimine kadar genis bir kullanim alanina sahip
olmasi nedeniyle diinyanin bir¢cok yerinde endiistriyel olarak fruktozdan iiretilmektedir.
Ayrica fruktozun HMF’ye doniisiim orani diger sekerlerden daha yiiksektir (Rosatella vd.,
2011).

Bu c¢alismada, degerli bir kimyasal bilesik olan HMF’nin karigtirmali basing
reaktoriinde iyon degistirici regineler katalizorliigiinde fruktozdan iretilmesi ve
antikanserojen etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Fruktozdan HMF {iretimi 1siticili ve
karistirmali basing reaktoriinde farkli sicaklik ve farkli siirelerde incelenmistir. Calisma
sonucunda, katyonik iyon degistirici recinelerin katalizorliigiinde yapilan deneylerde daha
iyl sonug elde edildigi goriilmiistiir. Gergeklestirilen bu calismada iyonik ¢oziicli olarak
kullanilan DMSO’nun vakumlu evaporator yardimai ile yliksek oranda geri kazanimi HMF
iiretim yonteminin ekonomik yonden 6nemli oldugunu gostermektedir. HMF nin endiistride
genis kullanim alanina sahip oldugu diisliniildiigiinde HMF {iretimi biiyllk 6nem

tagimaktadir.



2. HIDROKSIMETILFURFURAL (HMF) URETiMi HAKKINDA GENEL
BIiLGI

Molekiil formiilii CsHeO3 olan 5-Hidroksimetilfurfural (HMF) baz1 sekerlerin (glikoz,
fruktoz, ksiloz vb.) dehidrasyonu ile elde edilen organik bir bilesiktir. HMF, sar1 renkli ve
diisiik erime noktal1 bir katidir ve hem suda hem de organik ¢oziiciilerde oldukga iyi ¢oziiniir.
Molekiil hem aldehit hem de alkol fonksiyonel gruplari igeren bir furan halkasindan
olugmaktadir (NO). HMF ve tiirevleri, ¢esitli gida kaynaklarinda 6zellikle islenmis gidalarda
yaygin olarak mevcuttur. Tablo 2.1.’de HMF’nin kimyasal ve fiziksel ozellikleri

gosterilmistir.

Tablo 2.1. HMF nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (van Putten, 2015)
Kimyasal Adi 5-(Hidroksimetil)-2-furankarboksialdehit
Esanlamlilar1 5-( Hidroksimetil)-2-furaldehit; HMF; 5-( Hidroksimetil) -2- furankarbonal;
5-(Hidroksimetil)-2-furfural; 5-(Hidroksimetil)-2-formilfuran;
5-Oksimetilfurfural; Hidroksimetil furfuraldehit
Molekiil Formiili  CsHgO3
Molekil Agirlign 126,11 g/mol

Tanimlama Sar1 toz halindedir ve papatya ¢igegi kokusundadir.

Kaynama Noktas1 114-116°C

Erime Sicakligt 31,5°C

Coziintirlik Su, metanol, etanol, aseton, etil asetat, dimetilformamit igerisinde serbestge
¢oziinebilir; eter, benzen klorofomda ¢6ziinebilir; karbontetrakloritte ¢oziiniir; petrol
eterinde daha az ¢Oziiniir.

Yogunluk 1,243 g/cm?

2.1. HMF’nin Kimyasi (Pan, 2010'dan derlenmistir.)

2.1.1. Hidroksimetil Gruplarinin Reaksiyonlari

5-HMF’de bulunan hidroksimetil gruplari, aromatik kismi ile birlikte tipik bir alkol
grubu olarak diisiiniilebilir. Benzil ya da furfuril alkole benzer sekilde davranirlar ve
reaksiyona girerler. Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi 5-HMF’deki hidroksimetil gruplariin 4

tip reaksiyonu vardir.



Esterlerin Olusumu

Asetik asit ve 5S-HMF nin asetillestirilmesi ile hem monoasetatlar hem de triasetatlar
olusur. 5-HMF ve asetik anhidrit reaksiyonu 5-asetoksimetilfurfural olusturur (Fenton ve
Gostling, 1901). Ayrica sodyum hidroksit ile katalizlenen benzoil klorit ve 5-HMF
reaksiyonunda 5-benzoloksimetilfurfural olusumu bildirilmistir (Lewkowski, 2001).

Eterlerin Olusumu

5-HMF asidik ortamda furan eterleri olusturmak iizere kendiliginden yogunlasabilir
veya diger alkollerle tepkimeye girer. Coziicii olarak DMSO kullanimi sonucunda 5,5-
diformilfurfuril eter kolayca elde edilebilir (Chundury ve Szmant, 1981). Dahas1 piridinde
5-HMF ile tritil klorit reaksiyonunda, 5-(trifenilmetoksi)metilfurfural olusmustur
(Bredereck, 1932).

Halojeniirlerin Olusumu

Hidroksil grubu halojen atomu ile ikame edilebilir. 5S-HMF, hidrojen klorit ve hidrojen
bromit ile sirasiyla cholormetilfurfural ve 5-biromometilfurfural olusturmak igin
halojenizasyona maruz kalir (Middendorp, 1919). Diger halojenlenmis bilesiklere benzer
sekilde halometilfurfurallar reaktif ara maddelerdir ve 5-HMF tiirevlerinin sentezi i¢in ¢ok
onemlidir. Bu halojenlenmis tiirevler hidroliz ile 5-HMF’ye doniismekle kalmaz ayrica 5-
metoksimetilfurfural, 5-benzilfurfural ya da 5-metilfurfural ve benzerlerini de iiretebilirler
(Middendorp, 1919; Fenton ve Robinson 1909; Fenton ve Gostling ,1901).

Oksidasyon

5-HMF’nin,  2,5-furandikarbaldehit (FDC) oksidasyonu uzun zamandir
arastirilmaktadir. Bazi arastirmacilar ¢esitli katalizorler ve ¢oziiciiler kullanarak 5-HMF nin

2,5-furandikarbaldehite oksidasyonunu incelemislerdir (Cottier vd., 1995).

Esterifikasyon A\ /R
e
Mﬂ\rro\/Q\CHo or Ph\n’o\/Q\CHO
o

o
Eterifikasyon

HO\/@CHO T /o\ T or OHC\/Q\/O\/Q\C“O
(o]
Halojenasyor;‘ \/@\CHO

Oksid

o

(X=ClL Br)

Sekil 2.1. 5-HMF’deki hidroksimetil grubunun reaksiyonlar1



2.1.2. Formil Gruplarinin Reaksiyonlar:

Rediiksiyon

5-HMF’deki formil gruplari, alkol ya da metil gruplarina indirgenebilmektedir. 2,5-
bis-(hidroksimetil) furan; regineler, polimerler ve buna benzer alanlarda uygulanan ¢ok
yonlii bir bilesiktir ve metal ya da metal oksitler ile katalizlenen 5S-HMF nin rediiksiyonu ile
iiretilirler. ilaveten 5-HMF, hidrazin varliginda 5-hidroksimetil-2-metilfurana indirgenir
(Reichstein ve Zschokke, 1932).

Kondenzasyon

5-HMF, formil gruplarindaki amonyak tiirevleri ile bir kondenzasyon reaksiyonu
gerceklestirir. Fenton ve ark. tarafindan 5-HMF ile hidrazin reaksiyonunun azin olusturdugu
bildirilmistir (Fenton ve Gostling, 1901).

Perkin Kondenzasyonu

5-HMF aktif metilen grubuna sahip bilesikler ile tepkimeye girer. 5-HMF, piridin
icinde malonik asit ile perkin kondenzasyonu reaksiyonuna tabi tutulur (Skowronski vd.,
1993).

Oksidasyon

5-HMF’deki formil gruplarimin oksidasyonu karboksilik grup olusturur. Formil
gruplar1 oksitlenmeye kars1 segici oldugunda 5-hidroksimetil-2-furankarboksilik asit elde
edilmistir (Reichstein, 1926). Bununla birlikte oksijen ve soy metaller kullanildiginda daha
fazla 2,5-furandikarboksilik asit tiretilmistir. Formil gruplarinin reaksiyonlart Sekil 2.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. 5-HMF’deki formil gruplarinin reaksiyonlari

2.1.3. Furan Halkasinin Reaksiyonlari

Sekil 2.3°te gosterildigi gibi 5-HMF dehidrasyonunda asidik ortamda leviilinik asit ve
formik asit olusturarak furan halkasina ayrilir (Girisuta vd., 2006). Asidik ¢ozeltilerde (HCI,
H>SO4) fruktozdan ya da glikozdan 5-HMF iiretimi, S-HMF dehidrasyonuna neden olur.
Platin ya da rutenyum ile katalizlenen hidrojen ve 5S-HMF nin rediiksiyonu 6nce 1-hidroksi-

2,5-heksendion sonra sirastyla 1,2,5-heksentriol iiretmektedir (Lewkowski, 2001).
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5-HMF, regineler (Groke vd., 2003) gibi ¢oziinen ya da ¢oziinmeyen polimerler
tiretmek icin polimerize edilmistir. Bu recineler plastikler ya da diger degerli kimyasallarin

uretilmesinde kullanilir.

2.2. HMF’nin Kullanim Alanlar (Stark, Anastas vd., 2013’ten derlenmistir.)

Literatiirde yapilan ¢alismalarin ¢ogunda tereftalik asit gibi substitiie monomerlerin
iiretimi ile ilgilenilmesine ve daha ¢ok niteliksel yapisinin ortaya ¢ikarilmasina ragmen son
yillarda yapilan ¢aligmalarda yakitlar, yakit katki maddeleri, farmasotikler ve degerli
kimyasallarin iiretimine odaklanilmistir (Moser vd., 2007; Groke vd., 2006; Michail vd.,
2007) . HMF ve tiirevlerinin uygulama alanlar1 agagidaki gibi 6zetlenmistir.

HMF; insanlar1 alkol ve sigaradan uzaklastirmak icin bir icecek katki maddesi olarak
tanimlanmaktadir (Groke vd., 2003; Groke vd., 2005). Deri hastaliklarinin tedavisi ve sag
biliylimesinin gelistirilmesi baglaminda HMF’den bahsedilmektedir (Gardovic, 2003).
Insanlarda ve hayvanlarda oksidatif stresin iyilestirilmesi ile baskilanmasi igin iceceklerin
hazirlanmasinda ve performans arttirmak i¢in de HMF kullanimi iddia edilmektedir (Moser
vd., 2007). Kotli huylu tiimorlerin {izerindeki tahrip edici etkisinden dolay1 kanser
tedavisinde ve oral veya rektal uygulamalarda inflizyon olarak diger bilesimlerin karigimlari
ile HMF kullanimi tanimlamistir (Groke vd., 2006; Michail vd., 2007). HMF’nin kullanim
alanlar1 oldugu gibi HMF nin tiirevlerinin de kullanim alanlar1 bulunmaktadir.

HMF tiirevlerinden olan asetoksimetilfurfural gibi esterler yiiksek enerji igerigine
sahiptir ve bu nedenle yakit ya da yakit katki maddeleri olarak kullanilabilirler (Gruter ve
Dautzenberg, 2007). HMF ile dikarboksilik asitlerin monoesterleri yapisma, birlestirme,
kaplama gibi uygulamalarda reaktif bir ¢oziicli olarak kullanilabilmektedir (Benecke vd.,
2007). Ayn1 zamanda eterler de potansiyel biyoyakitlar ya da yakit katki maddeleri olarak
incelenmistir (Gruter, 2009; Mascal ve Nikitin, 2008). Etoksimetilfurfural, benzin (8.8
kWh/1) ya da dizel yakitlarinki ile (9.7 kWh/I) karsilastirilan ve etanolden (6.1 kWh/I) 6nemli
derecede yiiksek olan 8.7 kWh/1 enerji yogunluguna sahiptir (Gruter ve Dautzenberg, 2007).
Dahasi farmasotik ara maddeler ya da degerli kimyasallar, ¢oziicii ve monomer olarak
kullanilabilir (Gruter, 2009).

Asetal, HMF ve gliserin arasinda olusur ve onun tiirevleri antifiriz katki maddeleri,
monomerler, solventler, regineler, plastiklestiriciler, kisisel bakim iiriinleri katki maddeleri,

kumas yumusaticilar, biyoyakit katki maddeleri, kaplamalar, yapistiricilar ve sizdirmazlik



maddeleri olarak kullanilabilir (Bonsignore, 2008). Siyanovinil yapili furan tiirevleri elektro
optik alanlarda uygulama bulurlar 6rnegin; optik veri kayit sistemi ya da organik elektron
iletici malzemeler veya elektron transfer katalizorleri tiretimi i¢in kullanilirlar. HMF nitrojen
heterosikliklerin sentezi i¢in bir baslangic maddesi olarak da kullanilir (Lichtenthaler vd.,
2001). Farmasotik taramalarda HMF yiiksek oranda islevsellestirilmis furan bazli bloklar
olusturmak igin bir iskelet olarak da kullanilir (Gupta vd., 2002).

HMF tiirevleri antifungal, antitiimor ve antiviral aktivite gosteren farmasotikler ve
niikleik asitler, organik luminoforlarin floresan saptanmasi i¢in kullanilmistir (Del Poeta vd.,
1998). Bitki parazitik nematodlarin kontroliinde HMF bazli izotiyosiyanatlar kullanilmistir.
5-ikameli furfural ¢esitlerinin ¢ogunun (esterler, eterler ve 2,5-diformilfuran (DFF);
bakteriyofajlar, riketsiyalar ve protozoalar1 da kapsayan cok ¢esitli viriislere kars1 antifungal
ve antibakteriyel etkilerinden dolay1 patent calismalar1 bulunmaktadir. Ayrica ¢esitli gidalar,
odun, tekstil ve derinin mikrobiyal olarak bozunmasini azaltici etkiye sahip oldugu ortaya
konulmustur (Stark vd., 2013). Ranitidine ilac1 bir H> antihistamin olarak gelistirilmis olup
gastrit ve iilsere kars1i farmasétiklerde kullanilmistir. Bu ilag biiyiik 6lgekli HMF
uygulamalarinin olasiligina vurgu yaparak yilda yaklasik 500 ton tiretilmistir (Glushkov vd.,
1990). (S)-Alapyriadin seker ve aminoasit karisitmlarinin 1sitilmasiyla dogal olarak olusur ve
ornegin si1gir et suyunda bulunabilir. Tad1 arttirir 6zellikle de tatlilarda, umami tatlarda ve
tuzlularda etkindir (Soldo vd., 2003). HMF ile L-alenin alkalin kosullar altinda reaksiyona
girmesiyle rasemik bir karisim olarak iirlin olusturmustur (Boghani vd., 2007). Son yillarda
hem oksitlenmis hem de indirgenmis HMF iiriinleri 6nemli diizeyde ilgi gormistiir. Sekil

2.4. HMF nin ardisik oksidasyonunu gostermektedir.
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Sekil 2.4. HMF oksidasyon iiriinleri

2,5-Diformil-furan (DFF), polipinakoller ve polivinilleri olusturmak i¢in polimerize
edilmis ve antifungal ajanlar, ilaglar ve ligandlarin sentezi igin bir baslangi¢c maddesi olarak

kullanilmistir (Chmielewski vd., 1997). Ayrica, DFF’nin alkalin pil ayiricilarda kullanimi



tanimlanmistir (Sheibley vd., 1983). Pasifik Kuzeybati Ulusal Laboratuvari (PNNL)
kimyasal tiriinlerin piyasa biiytikliigi (yiiksek degerlikli ve yiiksek hacimli kimyasal pazar)
ile poliiiretanlar (kalips1 plastikler, s1v1 kristal goriintiiler, boyalar, kagit iiriinler ve tekstil)
ve polihidroksipoliesterler (boyalar, regineler, dis kaplama, yalitim, ¢imento, kaplamalar,
vernikler, alev geciktiriciler, yapistiricilar ve hali malzemeleri) icin 2,5-dikarboksifuran
(DCF)’yi potansiyel bir yapitasi olarak se¢mistir (Werpy vd., 2004). DCF’ nin PET
(polietilen tereftalat) ve poli (biitilen tereftalat) (PBT) gibi c¢esitli poliesterlerde kullanilan
tereftalik asitin yerine gegebilecek yiiksek bir potansiyele sahip oldugu kabul edilmektedir
(Partenheimer ve Grushin, 2001). PBT, PET ve naylon pazarinin biiyiikliigii yilda sirasiyla
0.5x10%, 2x10° ve 4.5x10° kg’a yaklasirken iiriin degerleri 0.283 $/kg araligindadir (Werpy
vd., 2004). Ayni sekilde hidrojenize HMF firlinlerinin uygulamalar1 Sekil 2.5.°te
gosterilmistir.

2,5-Bis(hidroksimetil)furan (DHMF) iistiin 1s1 yalitim 6zelligine ve yangin direncine

sahip poliiiretan kopiiklerin ve poliesterlerin tiretiminde kullanilmistir (Correia, 2008).

OH

O "»‘H Ci
= \ z’ 2HO f \Q/

5-Hidroksimetil- 2.5-Bis(hidroksi- 2.5-Dimetilforan 1 5 _Dimetiltetra-
urfural metlfiran hidrofuran
HME DEME DMEF DMHF
l-i- 2H
OH OH

2.5-Bis(hidrolsi-
metiltetrahidro-
furan

Sekil 2.5. HMF rediiksiyon tirtinleri

2,5-Dimetilfuran (DMF) yakit, yakit katki maddesi (vuruntu 6nleyici bilesikler) ve
tetrahidrofurana benzer 6zellikler ile solvent olarak tanimlanmistir (Romén-Leshkov vd.,
2007). DMF’ nin enerji igerigi (8.7 kWh/l) benzine benzerdir ve etanolden ¢ok daha
biiyiiktiir (Binder ve Raines, 2009).



HMF, tibbi alanlarda da kullanilmaktadir ve bunlardan bazilar1 sdyledir:

Tibbi uygulamalarda orak hiicreli anemi (SCD) tedavisi, kanser tedavisi ve diger
etkilerin tedavisinde S-HMF umut verici potansiyel bir bilesik olmustur. SCD; kirmiz1 kan
hiicrelerinde (RBC) sertlige ve bozunmaya neden olan, hiicre i¢i orak hemoglobin (HbS)
polimerizasyonu ile katalizlenen genetik bir hemoglobinopatidir (Okpala, 2006). Orak
hiicreler ¢esitli komplikasyonlara sebep olur ki bazilar1 6liimle sonuglanir. Birgok yayinda
5-HMF’nin orak hiicrelere kars1 potansiyel bir ajan oldugu bildirilmektedir (Abdulmalik vd.,
2005; Safo vd., 2004; Lin vd., 2008). 5-HMF; SCD ig¢in toksik olmayan, dogal olarak
olusabilen cazip terapétik bir ajandir.

Ayn1 zamanda 5-HMF, kanser hiicresine zarar veren umut verici bir ajan olarak da
bildirilmistir. Radikal olusumu ve rezonans yapilarindan dolayr 5-HMF nin ultra segici

sitostatik aktivite gosterdigi diisiiniilmektedir (Brustugun vd., 2005).

2.3. HMF Uretimi

HMF iiretimi i¢in baslangic maddesi olarak kullanilabilen yenilenebilir bazi kaynaklar
sunlardir: monosakkaritlere (fruktoz, glikoz) ilaveten disakkaritlerden sakkaroz, iniilin,
nisasta ve seliiloz gibi ¢esitli polimerik maddeler. Gittik¢e daha erisilebilir hale gelen ¢esitli
hammaddeler bu bilesimleri icerir 6rnegin; invert seker ve yiiksek fruktoz misir surubu
(HFCS) (Stark, Anastas vd., 2013). HMF iiretimi ve tiirevleri ile ilgili ¢esitli kapsaml1 6zetler
yayimlanmistir (Fayet ve Gelas, 1983; Cottier ve Descotes, 1994; Lewkowski, 2001; Corma
vd., 2007). Sekil 2.6. hem patentte hem de acik literatiirlerde HMF’ye olan ilginin hizla
arttigim1 gostermektedir (Rigal ve Gaset, 1983; Musau ve Munavu, 1990; Gandini ve
Belgacem, 1997; Moreau vd., 2004).
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Sekil 2.6. Hidroksimetilfurfural anahtar kelimesinin bir makalenin ya da patentin basliginda (Web of
Science arama motorunda) ya da 6zetlerinde (Espacenet.org arama motorunda) yillara gore dagilimi. (Stark,

Anastas vd., 2013)

Monosakkaritlerin HMF’ye doniisiimii molekiiller aras1 doniistiiriilen monosakkarit
molii bagina 3 mol suyun agiga ciktig1 bir kondenzasyon reaksiyonu seklindedir. Diger
kondenzasyon reaksiyonlarinda oldugu gibi bir¢ok durumda bir asit katalizor gereklidir. Cok
giiclii asit katalizorler ya da ytliksek reaksiyon sicakliklarinin birkag¢ yan {irtin olusturdugu
bilinmektedir: leviilinik asit ve formik asit ile birlikte kahverengi siyah bilesikler olusur ki
bunlara genel olarak huminler denir (Rapp, 1991). Bunlar daha fazla iiriin saflagtirma
asamasi gerektirdiginden dolay1 prosesin verimliligini énemli 6lciide diisiiriir. [lging sekilde
bu yan iirlinlerin olusumu monosakkarit ¢ozeltilerinin baslangi¢c konsantrasyonuna baghdir
ve ne kadar yliksekse olusum orani da o kadar yiiksektir. Ayrica sulu ortamda yan iirlin
olusumu rehidrasyon reaksiyonlart nedeniyle artmistir (Hales vd., 1963; Kuster ve van der
Baan, 1977; Roman-Leshkov vd., 2006). Genellikle glikoz ¢ok kararli bir halka yapisi
meydana getirebilir bu yiizden ¢ozelti i¢inde enolizasyon orani fruktozdan (daha az kararl
halka yapis1 olusturdugu i¢in) daha diisiiktiir. Enolizasyon HMF olusumu i¢in hiz belirleyici
basamak oldugundan fruktoz glikozdan ¢ok daha hizli tepkime verecektir. D-glikoz
dehidrasyonunun D-fruktozdan 40 kat daha yavas oldugu bildirilmistir (Kuster ve van der
Baan, 1977). Glikozun reaktivitesi fruktozun reaktivitesinden daha zordur ve bu durum,
asiklik fruktoza kiyasla asiklik glikozun miktarinin daha diisiik olmasi ile agiklanmustir.
Diger yandan fruktoz, difruktoz ve dianhidritlerin kararl karigimlariyla olusur ve boylece

kiiclik miktarda yan iiriin olusturan en reaktif gruplar dahi engellenir. Glikoz, reaktif ara
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tiriinlerin HMF ile capraz polimerizasyonunun daha biiylik bir riskle sonuglanacagi
indirgenmis reaktif gruplar ihtiva eden oligosakkaritlerden olusur. Bu nedenle ¢ogu calisma
fruktoz doniisiimii ile ilgilidir (Stark, Anastas vd., 2013).

Son yillarda fruktozun HMF’ye dehidrasyonu ¢esitli  katalizorler ile
gerceklestirilmistir. Literatiirlerde de bildirildigi gibi asidik katalizdrler reaksiyon i¢in daha
uygundur. Mineral asitler, organik asitler ve Lewis asitleri gibi homojen katalizorler fruktoz
dehidrasyonu i¢in kullanildiginda yiiksek HMF verimleri elde edilmistir fakat bu
katalizorlerin ekipman i¢in korozyona neden olmasi, {iriin ayirmada zorluklar yasanmasi ve
insanlarda toksisiteye sebep olmasi gibi bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Cevrenin
Ooneminin artmasiyla birlikte iiriinlerden kolay ayrilmasi, geri doniisiim performansinin
yiiksek olmast ve ekipman icin diisiik korozyona sahip olmasi gibi nedenlerden dolay1
fruktoz dehidrasyonu i¢in heterojen katalizorler giderek daha ¢ok tercih edilir hale gelmistir
(Guo vd., 2012). Asidik regineler ucuz ve uygun heterojen katalizorler olup onlardan bazilari
(Dowex-50WX8-100, Amberlyst-15 ve Diaion PK- 216, fruktozun HMF’ye
dehidrasyonunda kullanilmistir (Chheda ve Dumesic, 2007) . Fruktozun dehidrasyonu igin
kullanilan reginelerle ilgili tiim calismalar, recineler ile diger asidik katalizorlerin
karsilastirilmast iizerinde yogunlasmistir. Iyon degistirici reginelerin yapisi ve dzelliklerinin
fruktozun dehidrasyon aktivitesini nasil etkiledigi ile ilgili olarak bir ¢alisma yapilmis ve
sonugta reaksiyon aktivitesi iizerinde belirgin bir etki yaptig1 goriilmiistiir (Feng vd., 2010).

Katalizorlerin yani sira, ¢oziiciiler de fruktozun HMF'ye dehidrasyonu i¢in énemli bir
etken olmustur. Su, organik coziicliler, karisim ¢oziiciileri, bifazik ¢oziiciiler ve iyonik
sivilar, ¢oziiciiler olarak secilmistir. Bifazik sulu sistemlerin fruktoz dehidrasyonu igin
verimsiz oldugu diistiniilmektedir. Bunun nedeni HMF nin asidik sulu ortamda leviilinik asit
ve formik asite kolayca rehidre olarak diisik HMF verimine sebep olmasidir. Organik
coziiciilerde HMF rehidrasyonu baskilanabilir ve yiiksek HMF verimi elde edilebilir. Iyonik
stvilar; 0nemsiz buhar basincina, yanmazlik, yiiksek termal ve kimyasal kararliliga, organik
ve inorganik maddeler i¢in ayarlanabilir ¢6ziicii giicline sahip olmasi gibi nedenlerden dolay1
fruktozun HMF'ye doniistimiinde ¢oziiciiler olarak yaygin sekilde kullanilmigtir.

Fruktoz dehidrasyonu iizerinde iyon degistirici recinelerin etkisini belirlemek
amaciyla calismalar yapilmistir. Yapilan ¢alismalara gore su sonuglar goriilmiistiir: tiim
giiclii asit regineleri arasinda, makro gozenekli reginelerin (D072, D001-cc) katalitik
aktiviteleri jel tipi reginelerden (001x1, 001x7 ve 001x14.5) daha yiiksektir. Bu sonug,

recinelerin yapisindan kaynaklanmaktadir. Makro gozenekli recineler biiyiik gozenek
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capina, ¢ok sayida agikliklara, genis ylizey alanina ve yiiksek hizli iyon degistirme 6zelligine
sahiptir. Biiylik gézenek ¢ap1 ve reginenin agikliklari, fruktoz molekiiliiniin reginelerin igine
hizli bir sekilde erismesini saglar ve boylece fruktoz ve reginelerin daha asidik bolgeler
arasindaki etkilesimini artirir. Bu arada, makroforlu reginenin daha giiclii adsorptivitesi,
HMF'nin daha fazla rehidre olmasini 6nlemek i¢in fruktoz dehidrasyonundan {iretilen suyun
adsorpsiyonunu artirabilir. Buna karsin, jel reginesinin kiigiik yiizey alani katalitik aktif
bolgeleri azaltir; ayrica jel reginesinin gézenek ¢api fruktoz molekiillerinin reginenin igine
girmesini Onlemek icin ¢ok kiigiiktiir. Dolayisiyla, fruktoz molekiilleri jel reginenin
yiizeyindeki aktif grupla reaksiyona girerek, diisiik HMF verimi ile sonuglanir. Sonug olarak,
makro gozenekli giiclii asit reginesi daha yiliksek bir katalitik aktiviteye sahiptir. HMF
verimi, recinenin azalan parcacik boyutuyla artmaktadir (Li vd., 2013; Zhang ve Weitz,
2012) .

2.3.1. Reaksiyon Mekanizmasi (Liu, 2013'ten derlenmistir.)

Homojen veya heterojen asit katalizorleri kullanilarak 5-HMF verimi arttirilabilir. 5-
HMF sentezi, sulu ¢ozeltilerde, organik ¢oziiciilerde ve iyonik sivilarda gergeklestirilebilir.
Hammadde doniisiim oran1 ve S-HMF segiciligi, liretim reaksiyonunda ¢oziicii, katalizor ve
1sitma yontemleri de dahil olmak iizere ¢esitli faktorlerden etkilenmistir. S-HMF iiretiminde
yer alan, katalizorler, reaksiyon aracilari ve reaksiyon kosullari agsagida 6zetlenmistir.

Monosakkaritler dogrudan dehidrasyon reaksiyonuyla 5-HMF’ye doniistiiriilebilir;
ornegin, 1 molekiil fruktoz veya glukoz, 3 molekiil H,O kaybederek 1 molekiil 5S-HMF’ye
dontisiir. Seliiloz gibi polisakkaritler ise, ilk olarak dehidrasyon reaksiyonuyla 5-HMF’ye
dontisecek olan monosakkaritlere parcalanirlar. Bu donlisim mekanizmasi Sekil 2.7.’de

gosterilmistir (Li vd., 2009).
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Sekil 2.7. Seliilozdan 5-HMF’ye doniisiim reaksiyon mekanizmasi (Li vd., 2009)

Monosakkaritlerden 5-HMF’ye farkli doniisim mekanizmalar1 yogun bir sekilde
calisilmigtir. Amarasekara vd. tarafindan D-frukroz ve siikrozun 5-HMF’ye doniisiim yollar1
arastirilmistir (Kabyemela vd., 1999; Amarasekara vd., 2008). Bu iki doniisiim yolu sekil
2.8.’de gosterilmistir (Rosatella vd., 2011). A yolunda; glikoz ilk asamada fruktoza
dontiserek, reaksiyonu gerceklestirmek iizere furan halkasi olusturur. B yolunda ise, glikoz
furan halkasi olusturmaz, dogrudan dehidrasyon yoluyla 5S-HMF’ye doniistiirtiliir.

5-HMF olusumu i¢in hiz belirleme adimini tanimlayan bir oran olan enolizasyon orani
soliisyondaki glikozda fruktozdan daha diisiik oldugu i¢in, kararli halka yapisina sahip
glikozun, fruktozdan daha diisiik reaktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Bhosale vd.,
1996). 5-HMF olusumunun segiciligi, seker molekiiliiniin tautomerik formlarindan
etkilenmektedir. D- fruktoz, furanoid formun 5-HMF iiretiminde en yiiksek secicilik
sergileyen 4 formuna sahiptir Sekil 2.9.’da gosterilmistir (Bicker vd., 2005). Bu nedenle,
fruktozun furanoid formunun oranimi arttirmak, reaksiyondaki 5-HMF’nin seg¢iciligini
arttirmak i¢in 6nemli bir secenektir. Dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde furanoid formun
yogun bir sekilde bulundugu D-fruktoz tespit edilmistir ve bu fruktoz, aseton-su karisiminda
yeniden furanoid formu olusturabilir (Qi vd., 2008; Bicker vd., 2005). Bu nedenle DMSO,

bircok caligmada reaksiyon ortami olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.9. D-fruktozun 4 tautomerik formu (Bicker vd., 2005)

5-HMF, diisiik pH’da ara iirtinleri olan leviilinik asit ve formik asiti olusturmak tizere
rehidrasyona girerken, yiiksek pH’da 5-HMF ve fruktoz arasinda bir polimerizasyon
reaksiyonu gerceklesir (Salak Asghari ve Yoshida, 2006). Reaksiyon mekanizmasi, Sekil
2.10.’da gosterilmistir (Sidhpuria vd., 2011). Bu yan reaksiyonlarin ger¢eklesmesi ve ara
tiriinlerin olusumu 5-HMF verimini diislirtir. Bu nedenle, mevcut yapilmis olan ve devam
eden caligmalarin ¢ogu sentez prosesinde 5-HMF rehidrasyonunu ve yan reaksiyonlar

bastirmay1 hedeflemektedir.
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Sekil 2.10. 5S-HMF sentez prosesinde yan reaksiyon mekanizmasi ve ara iiriin olusumu (Sidhpuria vd.,
2011)

2.3.2. Homojen Katalizorler

Mineral ve organik asitler, homojen asidik katalizorler olarak kullanilmaktadir. HCI,
H>SO4 ve H3POs4 en yaygin olarak kullanilan mineral asitlerdir. Glikozdan iiretilen 5-HMF
veriminin, H3POs> H>SOs> HCI sirasiyla arttigi belirlenmistir. Uriindeki leviilinik asit
verimi ise ters siralama ile artmistir (Takeuchi vd., 2008). Sitrik asit, maleik asit, p-toluen
siilfonik asit, oksalik asit gibi organik asitlerin katalitik aktivitesi de subkritik suda
arastiritlmistir (Antal Jr., ve Mok, 1988; Salak Asghari ve Yoshida, 2006). Diisiik pH’da
(pH=2), fosforik asitin, 5-HMF {iretiminde en uygun katalizor oldugu belirlenmistir.
Nispeten yiiksek pH’da (pH=3) ise, HCIl daha iyi bir katalitik aktivite gostermistir. Bir
arastirmada, HCI ile katalize edilmis siirekli bir mikroreaksiyon islemi, 1 dakikada, %54
verim ve %71 fruktoz doniisiimiiyle %75 5-HMF seciciligi ile basarili bir sekilde
sonuglandirilmistir (Tuercke vd., 2009).

5-HMF iiretiminde fruktoz ve glikozun bozunmasi sonucu, olusan organik asitler
ortamin pH 1 diiglirerek 5-HMF nin leviilinik asite rehidrasyonuna neden olmaktadir. Bu
reaksiyonda pH’1 stabilize etmek i¢in fosfat tampon ¢ozeltisinin (PBS) kullanilmasiyla bu
sorunun etkin bir sekilde ortadan kaldirildig: yapilan ¢aligmalar sonucunda belirlenmistir
(Yin vd., 2011). Bu ¢alismalarda, PBS kullanilarak, seliilozdan %35 verimle ve glikozdan
%95 verimle 5S-HMF iiretimi gergeklestirilmistir.

Krom, titanyum, zirkonyum ve lantanit gibi metal tuzlar1 homojen katalizor olarak

kullanilmaktadir. [EMIM] [CI]’de katalizor olarak CrCl; kullanildiginda 100 °C’de 3 saat
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sonunda, glikozdan %62 verimle 5S-HMF doniisiimii gerceklestirilmistir (Pidko vd., 2010).
[EMIM][CI]- CrCl,, glikozun fruktoza izomerizasyonunu kolaylagtirmigtir, ve bu
mekanizma Sekil 2.11°de gosterilmistir (Zhao vd., 2007).

OH

H
0 {
HO~ \g/o Va N
HO\/\A/OH HO \Q/ 0
Glikoz /
|
+ [EMIM]CrCls ‘ }
Cl /Im
\/ _Cl 0
e o HO™>H HOp OH
HO™™ . _OH -[Erxiwucfm3 g
OH OH H Fruktoz
(Fruktofuranoz)

Sekil 2.11. Glikozun fruktoza izomerizasyonunda [EMIM] [Cl]—CrCl, nin etkisi

Homojen katalizorlerin avantajlari sadece reaktdr tasarimini basitlestiren tek fazl
1slemi kapsamaktadir. Ayrica homojen katalizorler hammadde bilesikleri ile katalizorlerin
yeterli ve diizenli sekilde etkilesimini saglarlar. Bununla birlikte homojen asit katalizérlerin
uygulamasi biiyiikk bir sermaye maliyeti anlamina gelen reaktér korozyonuna neden
olmaktadir. Buna ilaveten katalizor geri doniisiimii ve asidik atik uzaklagtirma homojen

prosesler i¢in bir problemdir.

2.3.3. Heterojen Katalizorler ile HMF Uretimi

Son yillarda birgok arastirmaci 5-HMF sentezi iizerine yogunlagmistir. Heterojen
katalizor kullanmanin avantajlarindan biri {irlin ayriminin  homojen katalizérlerin
kullanildig1 proseslere gore daha kolay olmasidir. Bazi kati katalizorler diisiik sicakliklarla
nispeten yavas sartlar altinda gerceklesmesini kolaylastirir. Bu o6zellikler reaktoriin
korozyonunu azaltarak maliyet ve enerji tasarrufu saglar. Metil izobiitil keton ve suyun
¢Oziicii karisimindaki katalizor olarak kullanilan H-form zeolitler ve H-form mordenitler
tizerinde ¢aligmalar yapilmistir (Moreau vd., 1996). 165°C’de % 90’nin {lizerinde segicilikle
ve % 70’ten daha fazla verim ile elde edilmistir (Moreau vd., 1996; Moreau vd., 1994). Metal
oksitler de 5-HMF sentezi icin katalizor olarak yaygin sekilde kullanilmistir. Titanyum
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dioksit (TiOz), Zirkonyum dioksit (ZrO) ve Zirkonyum fosfat (ZrP) subkritik su i¢inde etkili
olmustur (Qi vd., 2008; Asghari ve Yoshida, 2006). 5-HMF’nin rehidrasyonu
durdurulmustur. ZrO> ve H>SO4’lin doyurulmasi ile hazirlanan siilfatlanmis zirkonyum hem
sulu hem de aseton-DMSO karisimi ¢oziiciilerde 5S-HMF sentezi i¢in uygulanmistir. Aseton-
DMSO karisiminda % 93.8 fruktoz doniisiim orani ile 20 dk reaksiyon siiresinde ve 180°C’de
% 72.8 HMF verimi elde edilmistir (Qi vd., 2009). inorganik katalizérlerin yan1 sira glikoz
ve p-toluen siilfonik asitten kolay ve ¢evreci bir yaklagimla elde edilen karbon bazli kati
katalizorler de fruktozun 5-HMF’ye dehidrasyonunu katalize etmek icin kullanilir (Wang
vd., 2011). 130°C’de, 1.5 saatte DMSO kullanarak % 91.2 HMF verimi elde edilmistir. Bu
katalizor su kullanilan ortamlar i¢in uygun degildir ve %67’lik doniisiim oran1 ve % 12
secicilik ile % 8 HMF verimi elde edilmistir. Bu katalitik prosesin diger bir dezavantaji ise
maliyetli olmasidir. 5-HMF sentezi i¢in kat1 asit katalizorlerin yani sira bazik katalizorler de
kullanilmistir. Kat1 asit ve baz katalizorlerin kombinasyonlarinin kullaniminin 100°C’nin
altindaki sicakliklarda 5-HMF sentezi i¢in daha iyi performans gosterdigi bilinmektedir.
Hidrotalsit baz katalizér olarak glikozun fruktoza izomerizasyonunu katalize ederken

Amberlysts 15 fruktozun 5-HMF’ye dehidrasyonunu katalize etmistir ve Sekil 2.12.’de

gosterilmistir.
oH HO o}
—0 Hidrotalsit j/ L\mberl‘ st 15 o[
OH oo i — -
OH -3 qu
OH
CH 5-Hidroksimetilfurfural
Glikoz Fruktoz

Sekil 2.12. Amberlyst 15 ve hidrotalsit katalizorleri ile glikozdan 5- HMF sentezi

Diger karmasik bilesikler de sentezlenmistir ve 5-HMF {iiretiminde kullanilmistir

(Ohara vd., 2010).

2.3.4. Sulu Cozeltilerde HMF Sentezi

Basingl sicak suda katalizorli ya da katalizor kullanmadan gerceklestirilen kimyasal

reaksiyon, calisma sicakliginin genellikle 250 °C ile 450 °C arasinda degistigi hidrotermal
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doniisiim olarak tanimlanir (Yin vd., 2011). 5-HMF fiiretiminde hidrotermal doniisiim
uygulanmasinin bir¢ok avantaji vardir. Bu avantajlarin baginda glikoz ve fruktoz gibi yaygin
sekilde kullanilan besleme stogunun diger organik c¢oziiciilere kiyasla suda daha iyi
¢Oziinmesidir. Bu da yliksek konsantrasyonda besleme stogunun islenebilecegi anlamina
gelmektedir. Tkinci avantaji ise ortam olarak su kullanmak yalnizca ¢evre dostu oldugu i¢in
degil ayn1 zamanda ¢ziicii maliyetini azalttigindan dolayr da karl olmaktadir. Ugiinciisii
basingli sicak su 5-HMF iiretimi i¢in katalitik kosullar saglamaktadir. Glikoz ve fruktozun
dehidrasyonunun mineral asitler asitler ve kati asitler de dahil olmak iizere asit katalizorler
ile katalize edildigi bildirilmistir (Tuercke vd., 2009; Chheda vd., 2007; Shimizu vd., 2009;
Chheda ve Dumesic, 2007; Bicker vd., 2003). Cogu aragtirmaci yiiksek sicaklik ve yliksek
basingtaki suyun benzersiz 6zelliklerinin biyokiitlenin hidrotermal doniistimiinde 6nemli bir
rol oynadigina karar vermistir. Sicak su; HoO’nun kendiliginden H+ ve OH- iyonlarina
ayrigsmasini artirarak hem asidik hem de bazik reaksiyonlar: katalize etmektedir (Harvey ve

Friend, 2004).

2.3.5. Diger Coziiciiler ile HMF Sentezi

HMF fdretiminde organik ¢oziicii uygulanmast HMF verimini artirmistir. En sik
kullanilan organik solventler iki gruba ayrilir. Bazilar su ile karisabilir ve DMSO gibi
reaksiyon ¢ozeltisini degistirebilir ya da yardimei ¢oziicii gibi davranabilir. Digerleri suda
¢oziinmez ve MIBK, diklorometan (DCM)), tetrahidrofuran (THF), 1-biitanol, 2-biitanol gibi
sulu c¢ozeltilerden 5-HMF ekstraksiyonunu kolaylagtirmak i¢in bifazik sistem olusturmak
izere tuz haline getirilebilirler.

DMSO, iki nedenden dolay1 5-HMF iiretimi i¢in en uygun yardimci ¢oziicii olarak
goriilmiistiir. Birincisi leviilinik asit ve huminler gibi yan iriinlerin olusumunu kismen
onlemektedir. ikincisi D-fruktoz molekiillerinin DMSO’da furanoid form olarak sudakinden
daha yiiksek oranda bulunmasindan dolayr hem daha yiliksek hammadde doniisiimii hem de
yiiksek 5S-HMF segiciligi saglamistir (Chheda vd., 2007; Tuercke vd., 2009; Yuan vd., 2011).
DMSO’da D-fruktozun 5-HMF’ye dehidrasyon mekanizmasi sekil 2.13.’de gosterilmistir
(Amarasekara vd., 2008). Yardimci ¢oziicii olarak DMSO kullanmanin dezavantaji organik
fazda DMSO bulunmasmin 5-HMF’nin saflastirilmasin1 = zorlagtirmasidir.  Ayrica

DMSO’nun ayrilmasindan sonra toksik yan iiriinler olusabilir (Moreau vd., 2004).
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Sekil 2.13. D-fruktozun 5-HMF’ye dehidrasyonu i¢in dnerilen mekanizma.

“Yesil solventler” olarak bilinen iyonik sivilar, bircok sentez reaksiyonu igin
uygulanan yeni ¢ziicii tiirleridir. Diisiik erime noktasi, reaksiyon ¢oziiciisii olarak uygun
viskozite, polar bilesikler ve diger ¢oziiciilerin yiliksek ¢oziiniirliigii bir¢ok farkli 6zellige
sahiptir. 5-HMF sentezi i¢in uygulanan iyonik sivilar; [ BMIM]CIL, [EMIM][CI], [ASBI][Tf],
[HMIM]CI, [NMM][CH3SO3] ve [BMIM][BF4]ii kapsamaktadir (Lansalot-Matras ve
Moreau, 2003; Zhang ve Zhao, 2010; Li vd., 2009; Zhao vd., 2007; Bao vd., 2008; Yong
vd., 2008; Moreau vd., 2006). Kolin klorit (ChoCl-) bazli iyonik sivilar gibi biyo
yenilenebilir maddelerden olusan iyonik sivilar katalizorler kadar iyi olan diisiik molekiil
agirlikli organik asitler ile birlikte kullamlmustir (Hu vd., 2009). Iyonik siv1 bir reaksiyon
sistemine eklenen DCM ve DMSO, karigmayr kolaylastirmak i¢in iyonik sivilarin
viskozitesini degistirebilmektedir. Iyonik bir siviya eklenen diger ¢éziiciiler sudaki 5-HMF
yan reaksiyonlarini baskilamak icin iirlin ayirma iglemini gergeklestirebilir; bu ¢oziiciiler
ailesi MIBK, toluen ve dietil eteri kapsamaktadir (Hu vd., 2009; Lima vd., 2009; Yong vd.,
2008). Iyonik sivilar birgok organik ¢oziicii ile karismazlar ve bu &zellik iiriin ayirma

islemini kolaylagtirir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

Bu caligmada fruktozdan 5-HMF (hidroksimetilfurfural) iiretimi i¢in baslangi¢
malzemesi olarak (Carl ROTH 4981.4) % 99,5 saflikta D-fruktoz kullanildi. Coziicii olarak
%99 saflikta (HPLC safliginda) DMSO (Dimethylsulfoxide; Carlo Erba 445106) kullanildi.
Deneysel calismalarda katalizor olarak farkli ozelliklerdeki iyon degistrici regineler
kullanilarak HMF olusumu gozlendi. Bunun igin Amberlyst 15 hidrojen form (Sigma
Aldrich-216380) katyonik iyon degistirici regine, Amberjet 1200 Na (ROHM AND HAAS)
iyon degistirici regine ve Dowex 21K XLT (SUPELCO 70469) anyonik regine kullanildi.
Fruktozdan HMF iiretimi agamasi 1siticili ve karistirmali (Parr Model No. 4561) basing
reaktoriinde farkl sicaklik ve siirelerde gergeklestirilmistir. Deneysel ¢alisma sonrast HMF,
leviilinik asit, formik asit ve fruktoz analizleri Shimadzu LC-20AT HPLC cihazi kullanilarak
yapildi. HMF, fruktoz ve organik asitlerin analizleri i¢in Transgenomic Corogel 87H3
kolonu kullanildi. HPLC analizlerinde mobil faz olarak 0,6 ml/dk akis hizinda SmM H>SO4
(Merck) kullanildi. HPLC analizleri i¢in standart olarak leviilinik asit standardi (Sigma-
Aldrich 41474), formik asit standardi (Carlo Erba 405792), 5-hydroxymethyl-2-furfural
(HMF) standardi (Dr. Ehrenstorfer GmbH 107513) ve D-fruktoz standardi (Carl ROTH)
kullanild1i. Numunelerin analizi 6ncesinde uygulanan filtrasyon islemi i¢in ISOLAB marka

PTFE 0,45um °‘lik siringa filtreler kullanildi.

3.2. HMF Uretimine Yonelik Deneylerin Yapihs

Fruktozdan HMF iiretimi literatiirde yapilan ¢alismalar 1s18inda daha iyi sonug elde
edildigi i¢in tek fazli sistem iizerinden gerceklestirildi. Deneylerin tamami 50 ml ¢alisma
hacminde yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon dncesinde deney i¢in belirlenen fruktoz miktar1 hassas
terazi yardimiyla tartildi. Toplam hacim 50 ml olacak sekilde reaktore ilave edilen fruktoz
DMSO ile ¢o6ziildii. Manyetik karistirict ile fruktozun DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmesi
saglandi. Reaksiyon i¢in belirlenen recine miktar1 hassas terazi yardimiyla tartildi ve
fruktoz-DMSO c¢ozeltisine eklendi. Fruktozdan HMF {iretimi, sematik gosterimi Sekil
3.1.’de verilen yiiksek basing reaktdr sisteminde (Parr Model No: 4561) gerceklestirildi.
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Sekil 3.1. Karistirmal1 Basing Reaktoriiniin sematik gosterimi: 1) Karistiricl, 2) Basing Gostergesi, 3)
Basing Transmitteri, 4) Is1 Ceketi, 5) Su Sogutma Hatt1, 6) Pervane, 7)Termokupl (1s1l ¢ift), 8) Veri Kaydedici,
9) Bilgisayar, 10) Kontrol Unitesi
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Basing reaktorii sisteminde HMF {iretiminin incelendigi tim deneyler kesikli olarak
gerceklestirildi. Kullanilan basing reaktorii sisteminin (deneysel diizenegin) resmi Sekil
3.2.’de verilmistir. Kullanilan sistem, deney sirasinda reaktdrden Ornek almaya uygun
olmakla beraber, 6rnek alinmasi sonucu reaktér bosluk hacminin artmasi ve buna bagl
olarak basing diisiislerinin meydana gelmesi s6z konusu oldugundan deneyler numune
almadan gergeklestirildi. Bunun igin reaktdre konulan ¢ozelti reaktdriin kapagi sizdirmazlik
saglanacak sekilde kapatildiktan sonra, PID kontrolor vasitasiyla bilgisayara bagli olan
isiticinin ve manyetik tahrikli karistirma sisteminin devreye alinmasini takiben, mevcut
yazilim yardimiyla sistem caligtirildi. Daha 6nceden belirlenen sicaklik ve karistirma hizi
gibi parametrelerin istenen degere ulastig1 an, reaksiyon baslangici olarak kabul edildi. Bu
andan itibaren 6n goriilen siirelerde islem yiiriitiilirken stirekli olarak sicaklik, basing ve
karigtirma hiz1 kaydedildi. Ayrica deneyler boyunca 6n goriilen sicaklik degerleri £3°C’den
daha fazla degismeyecek sekilde kontrol edildi. On gériilen siirenin sonunda, karistirma ve
1sitma islemi durdurularak, reaktor 1s1 degistirici yardimiyla sogutuldu. Reaktor sicakligi
ortam sicakligina yakin bir degere ulagtiginda reaktdr agilarak igerisindeki karisim, mavi
bant siizge¢ kagidindan siiziildii. Bu yontemle hazirlanan ¢ozeltiler, numune kaplarina
almarak analiz edilene kadar + 4°C‘de muhafaza edildi. Deneylerle fruktozdan iyon
degistirici regineler kullanilarak HMF tiretimi iizerine etkisi olan c¢esitli parametreler
incelenmistir. Yapilan deneysel calismalari iki farkli asamaya ayirmak miimkiindiir. Ik
asamada sistematik olarak 6n denemeler gerceklestirilirken, ikinci boliimde Cevap Yiizey

Yontemi (RSM) kullanilarak yapilan deneylerle optimum sartlar belirlenmeye calisilmistir.

Sekil 3.2. Kullanilan basing reaktorii sisteminin goriintimii
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3.2.1. On Denemeler

Bu boliimde yapilan deneylerle esasen basing reaktoriinde fruktozdan iyon degistirici
recineler katalizorliigiinde HMF iiretimi tizerine etki eden parametrelerin hangi araliklarda
incelenmesi gerektigini ortaya koymak iizere ¢aligmalar yapildi. Yapilan 6n denemelerde
materyal olarak fruktoz, DMSO ve farkli regineler kullanildi. Farkli sicaklik, siire, fruktoz
konsantrasyonlarinda ve rec¢ine miktarlar1 ile fruktozdan HMF iiretimi lizerine etki eden
parametreler belirlenmistir. Yapilan 6n denemeler ii¢ farkli iyon degistirici regine ile
gerceklestirilmistir. Kullanilan reginelerden biri anyonik &zellige sahip olup diger ikisi
katyonik ozelliktedir. Ayrica farkli 6zelliklerdeki iyon degistirici regineler ile fruktozdan

HMEF iiretimi i¢in en uygun katalizoriin hangisi olduguna karar verilmistir.

3.2.2. HMF Uretiminin Optimizasyonuna Yénelik Deneysel Tasarim

Karistirmali  basing reaktoriinde fruktozdan farklt iyon degistrici regineler
katalizorliigiinde HMF iretimi yapilan 6n denemelerle incelenerek ozellikle etkin
parametrelerin hangi araliklarda 6nemli oldugu belirlenmisti. Yapilan 6n denemelerle elde
edilen veriler, etkin parametrelerin hangi aralikta incelenmesi gerektigi hususunda énemli
fikirler vermistir. Bu ¢alismada Response Surface Methodology (RSM) (Cevap Yiizey
Yontemi) kullanilarak fruktozdan HMF {iretimi {izerine etkin parametrelerin es zamanl
olarak degistirilerek incelenmesi saglandi. RSM yontemleri arasinda pek ¢ok model s6z
konusu olmakla birlikte bu ¢alismada CCD (Central Composite Design-Merkez Kompozit
Dizayni1) modeli kullanildi. CCD modeli, incelenen parametre i¢in agirlikli bir ortalama
deger belirleyerek bunun etrafinda diger degerlerin de incelenmesine olanak saglayan bir
deneysel dizayn yontemidir.

Bu dizayn yontemi kullanilarak fruktozdan HMF iiretimi lizerine ¢esitli parametrelerin
etkilerinin incelenmesi icin deney dizaynlar1 gerceklestirilmistir. Merkezi kompozit dizayn
(CCD) deney tablosunda bulunan degiskenler ve incelenen araliklar Tablo 3.1.’de, CCD

matrisine ait veriler Tablo 3.2.’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Merkez Kompozit Dizayn deney tablosunda bulunan degiskenler ve incelenen araliklar

Degisken -0 -1 0 +1 +a
Reaksiyon Sicakligi (°C) 100 117,5 135 152,5 170
Reaksiyon siiresi (dk) 30 52,5 75 97,5 120
Fruktoz konsantrasyonu (g/I) 50 112,5 175 237,5 300
Regine konsantrasyonu (g/1) 1 10,75 20,5 30,25 40

Tablo 3.2. CCD Dizayn Matrisine ait veriler

Reaksiyon Siiresi Regine
Deney No | Reaktdr Sicakligt (°C) Fruktoz Konsantrasyonu (g/1)

(dk) Konsantrasyonu (g/1)
1 117,5 52,5 112,5 10,75
2 152,5 52,5 112,5 10,75
3 117,5 97,5 112,5 10,75
4 152,5 97,5 112,5 10,75
5 117,5 52,5 237,5 10,75
6 152,5 52,5 237,5 10,75
7 117,5 97,5 237,5 10,75
8 152,5 97,5 237,5 10,75
9 117,5 52,5 112,5 30,25
10 152,5 52,5 112,5 30,25
11 117,5 97,5 112,5 30,25
12 152,5 97,5 112,5 30,25
13 117,5 52,5 237,5 30,25
14 152,5 52,5 237,5 30,25
15 117,5 97,5 237,5 30,25
16 152,5 97,5 237,5 30,25
17 100 75 175 20,5
18 170 75 175 20,5
19 135 30 175 20,5
20 135 120 175 20,5
21 135 75 50 20,5
22 135 75 300 20,5
23 135 75 175 1
24 135 75 175 40
25 135 75 175 20,5
26 135 75 175 20,5
27 135 75 175 20,5
28 135 75 175 20,5
29 135 75 175 20,5
30 135 75 175 20,5
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3.2.3. Analizler

Reaksiyon sonlandiktan sonra ¢ozelti 6nce filtre kagidindan sonra da siringa filtreden
stizlilerek analizleri gergeklestirildi. HPLC analizi yapilmadan énce HMF, leviilinik asit,
formik asit ve fruktoz standartlar1 hazirlandi. Bunun i¢in ultra saf su kullanilarak uygun
seyreltmeler ile 100 g/I’lik HMF standardi stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 2 g/l, 4
g/l, 6 g/1, 8 g/l ve 10 g/I’'lik ara konsantrasyonlar hazirlandi. Hazirlanan standartlara gore 5
noktadan olusan calisma dogrusu olusturuldu. Fruktoz standardi laboratuar ortaminda
hazirlandi ve hem organik asitler hem de fruktoz i¢in ¢alisma dogrusu olusturuldu. HMF ve
organik asit analizleri Transgenomic Corogel 87H3 kolonunda 0.6 ml/dk akis hizi, 210 nm
dalgaboyu ile UV dedektorde yapilirken fruktoz analizi ise RID (refractive index dedector)
dedektor yardimiyla yapildi. HMF, organik asit ve fruktoz miktarlar1 belirlendikten sonra
HMF ve DMSO’nun birbirinden ayrilmasi ve HMF’nin olabildigince saf olarak elde

edilmesi i¢in vakumlu evaporator diizeneginde ayirma islemi gergeklestirildi.

3.3. DMSO’nun ve Recinenin Geri Kazanimina iliskin Cahismalar

Dimetil siilfoksit (DMSO) siilfiir iceren organik bir bilesiktir. Oda sicakliginda
renksiz, kokusuz ve yanici seffaf sivi olarak bulunur. Yiiksek polarlik ve yiiksek kaynama
noktasina sahiptir. Ayrica aprotiktir ve suda ¢dziinme oOzelliklerine sahiptir. Diislik
toksisiteye ve iyi termal kararlilia sahiptir.

Fruktozdan HMF iiretiminde organik ¢6ziicii olarak kullanilan DMSO 6nemli bir
¢Oziicii olup deneysel calisma sonrasinda geri kazanilmasi c¢aligmanin ekonomik olup
olmadig agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle deneysel ¢aligma sonucunda elde
edilen iirinden DMSO’nun geri kazanilmasi ile ilgili olarak ¢alisma gerceklestirildi. Sekil
3.3.’te gosterilen vakumlu evaporator diizenegi ile 680 mmHg basingta ve 95 °C sicaklikta

DMSO ayrilmis ve reaksiyon ortamindan geri kazanilmistir.
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Sekil 3.3. Vakumlu evaporatdr diizeneginin goriinimil

3.4. Toksisite Calismasi

Calismanin bu asamasi Yildiz Teknik Universitesi Kimya-Metalurji Fakiiltesi
Biyomiihendislik Boliimii laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Yontem asagidaki gibidir.

L1929 ve AGS Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi

100 giinlik C3H/An erkek farenin bag dokusunun normal subkutanéz ve yag
dokusundan elde edilmistir. 1940 yilinda W.R. Earle tarafindan olusturulan esas L serisinin
alt klonudur ve morfolojik yapisi fibroblast benzeri yapida tek tabakali olarak biiyiiyen hiicre
serisidir. Toksisite testlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Cheng and Sefton 2009).
Deneysel ¢alisma sonucunda elde edilen HMF nin toksik etkileri 1929 hiicre kiiltiiriinde
incelendi.

Kiltiirii yapilmak {izere sivi nitrojen tankindan c¢ikarilan L929 hiicreleri 37°C’ye
ayarlanmis su banyosunda hizlica ¢oziildiikten sonra i¢cinde 5 mL %10 FBS’li DMEM/F12
besiyeri bulunan santrifiij tiipleri i¢ine alinarak, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre
pelleti 7,5 mL %10 FBS’li DMEM/F12 ile siispanse edilip 25 cm?’lik flaska aktarild1. Flask,
kapag1 hafifce gevsetilerek 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatdre konularak biiylimesi
saglandi.

Kiiltiirde flaskin ylizeyini yeteri kadar kaplamis olan L1929 hiicreleri iizerindeki
besiyeri uzaklastirilip fosfat tamponu ile yikandi. Fosfat tamponu ile seyreltilmis tripsinden

1,5 mL flaska eklendi. Flask, tripsinin aktivitesini gostermesi i¢in kapagi hafif gevsetilerek
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37°C’de, %5 COs igeren inkiibatore birakildi ve 5—10 dakika bekletildi. Flaskin yiizeyinden
tamamen ayrilan hiicrelere 5 mL %10 FBS’ li DMEM-F12 eklendi ve 15 mL’lik santrifiij
tiiptine alindi. Oda sicakliginda 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi ve pelletteki total
hiicre sayisinin hesaplanmasinin ardindan (esitlik 3.1°de belirtilen formdil ile), %10 FBS
iceren DMEM/F12 besiyeri igerisinde 5 x 10° hiicre, steril 25 cm?’lik flaska eklendi. Hiicre
sayimi i¢in 1 pl hiicre+ 49 pl tripan blue ile ependorfta karistirildi ve daha sonrasinda

hemositometrik olarak mikroskop altinda sayimi yapildi. Tripsinizasyon sonrasi hiicreler

kiltiire alind1 (Kog Cakar, 2012).

Hiicre Sayist (1 ml’deki) = Sulandirma katsayis1 x 10.000 (thoma lam1 katsayis1) x Sayilan

hiicre ortalamasi 3.1

Gastrik Kanser Kokenli AGS Hiicre Hatti

XTT 1988 yilinda Scudiero ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis bir metot olup, hiicre
biiylimesini ve hiicreler iizerine ¢esitli maddelerin etkinligini incelemekte kullanilmaktadir.
XTT renksiz veya hafif sar1 renkte olup indirgendiginde parlak turuncuya donmektedir.
Metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan indirgenme olusacagindan dolay1r bu yontem
sadece canli hiicreleri saptamaktadir. Metabolik aktivite temelli proliferasyon testlerinden
biri olan MTT yontemi ¢6zme adimi gerektirdiginden XTT yontemi MTT yOntemine gore
daha avantajlidir. XTT sodyum tuzunun bir diger avantaji da yliksek hassasiyet ve daha
biiyiik dinamik alana sahip olmasidir (Roehm vd., 1991).

Calismanin bu asamasinda kiiltiirde ¢ogaltilan gastrik kanser hiicreleri kullanilarak
HMF nin toksisitesi XTT yontemi ile belirlendi. HMF nin farkli konsantrasyonlarinin XTT
6l¢iimii yapilarak ICso degeri bulundu.

Yontemde kisaca, 96 kuyucuklu steril diiz dipli pleytlerin kuyucuklarma 10° hiicre/ml
stoktan 100’er pl hiicre ilave edildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicrelerin
tizerine HMF nin farkli konsantrasyonlar1 eklenerek 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra 3 mg
fenazin metosiilfat (PMS), 1 ml 1x Fosfat tamponu (PBS) i¢inde ¢6ziildii. Diger taraftan 4
ml hiicre kiiltlir ortaminda 4 mg XTT ¢ozildii ve 10 pl PMS soliisyonuna 4 ml XTT
soliisyonu eklenerek her bir kuyucuga 50 pl hazirlanan soliisyon eklendi. 37°C’ de 4 saat

stire inkiibe edildi (Scudiero vd., 1988). Daha sonra 450 nm'de absorbans degeri 6l¢iildii.
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MTT Testi

Test, canli hiicrelerde  MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir] bilesiginin tetrazolyum halkasinin mitokondriyal bir enzim olan siiksinat
dehidrojenaz enzimi ile formazana doniismesi esasina dayanir. Soluk sar1 renkli MTT,
tetrazolyum halkasinin pargalanmasi sonucu suda ¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli
formazan kristallerine dontisiir. Canli1 ve mitokondriyal fonksiyonlari bozulmamis hiicreler
mavi-mor renkli formazan {irliniinii olustururken, 6li ve mitokondriyal fonksiyonu
bozulmus hiicreler mavi-mor renkli formazan iirliniinii olusturmaz. Olusan mavi-mor renkli
kristaller isopropil alkol veya dimetilsiilfoksit ile ¢oziindiiriilerek olusan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 590 nm’de Oolgiiliir. Boylece, hiicre canliliindaki degisim
formazan miktarinda da degisime neden olur ve spektrofotometrik olarak elde edilen deger,
%100 canlilig1 gosteren deger ile kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi belirlenir (Alley
vd., 1988; Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; Van Meerloo vd., 2011).

XTT Testi

Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5- sulfofenil]-
2H-tetrazolyum-5-karboksianilid), MTT testinde oldugu gibi metabolik olarak aktif
hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat tetrazolyum rediiktaz enzim sistemi araciliiyla
suda ¢oziinebilen turuncu renkli bir formazan boyaya doniisiir ve elde edilen sonuglar 450-
490 nm’de spektrofotometrede Olciiliir. Boylece, hiicre canliligindaki degisim formazan
miktarinda da degisime neden olur ve spektrofotometrik olarak elde edilen deger, %100
canliligr gosteren deger ile kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi belirlenir. MTT
testindeki gibi ¢oziindiirme asamasini icermeyen bu test giiniimiizde hiicre ¢ogalmasi ve
canliligiin belirlenmesinde ve sitotoksisite analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Smith ve Williams, 2001). XTT testi ile maddenin IC50, metabolik toksisite ve solunum
zinciri tlizerine etkisi hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir (ISO-10935).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. On Denemelere Ait Sonuclar

HMF’nin basin¢l reaktorde iiretimi ii¢ farkli iyon degistirici regine katalizorliiglinde
farkl1 deney kosullarinda incelenmistir. Elde edilen deney sonuglari Tablo 4.1.°de
goriilmektedir. HMF doniisiimiinde etkin olan parametrelerin farkli degerlerinde yapilan
denemeler deneysel tasarimda degisim araliklarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. HMF
tiretiminde kullanilan deney sartlart literatiirde yapilan c¢alismalar dikkate alinarak
secilmigtir. Literatlirde hem anyonik hem de katyonik recine katalizorliigiinde HMF
olusumu goriildiigii ve 6zellikle de katyonik recinelerde yiiksek doniisiimlerin elde edildigi
belirtilmektedir. Ayrica kullanilan reginenin yapist ve ozelliklerinin HMF olusumunu
etkiledigi bilinmektedir. Segilen ii¢ regine igerisinde Amberjet 1200 Na katyonik regine
kullanilarak farkli deney sartlarinda HMF {iretiminin anyonik rec¢inelerin kullanildig:
deneyden daha diisik HMF verimliligi degeri elde edilmistir. Amberlyst 15 katyonik
re¢inenin kullanildigr durumda HMF {iretiminin kullanilan her iki re¢ineden daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.1. On denemelere ait sonuglar

Deney Sartlari Deney Sonuclari

Sicaklik, | Siir Fruktoz Recin HMF | Fruktoz |Lev.Asi | Formik %

OCc a dE ® | Kons. k(fﬁs 2/1 kons. |Kkons. t, kons. | Asit kons. | HMF

g/l ) g/l g/L g/l g/l verim

Dowex 21K | 150 60 2375 |10 80,102 | 1,8 0 3.8 3751
XLT 135 30 175 20 11,19 | 3495 0 2.24 6.39
Anyonik
iyon 135 90 150 20 22,92 | 81,73 0 2.37 15,28
Degistirici | 135 90 175 20 4438 [56,12 0 2.16 25,36
Recine
Amberjet | 135 75 175 20 18,46 |105,7 0 2,56 10,54
1200 Naf733 60 175 20 155 96,05 0 2.17 8,86
Katyonik
Recine 120 90 50 40 12 |[3555 0 5.0 2,24
Amberlyst | 170 60 300 30 123,56 | 5,26 21,6 |7.46 41,18
;5 hydrogen 5 60 300 30 953 (10,3 0 2 31,76
orm
Katyonik | 150 60 300 30 1192 7.9 73 2.9 39,73
Regine 150 150 | 150 30 855 |64 1554 |4.95 57,00




4.2. Optimizasyon Calismalarina Ait Sonuclar

Design Expert 8.0 yazilimi yardimiyla hazirlanan deneysel matrise uygun sekilde
yapilan ¢alisma programinda gergeklestirilen deney sonucunda elde edilen veriler Tablo
4.2.°de sunulmustur. Tablo 4.2.de HMF konsantrasyonu, muhtemel yan iiriinler (leviilinik
asit, formik asit) ve doniismeyen fruktoz miktarlar1 ile HMF miktar1 esas alinarak hesaplanan
HMF verimliligi ve segiciligi ile fruktoz doniisim oranmi goriilmektedir. Sonuglarin

degerlendirilmesi i¢in gerekli hesaplamalar asagidaki esitliklerde belirtilmistir.

e e e CGiren Fruktoz—C kan Frukt
Fruktoz Doniistimii (%) = Gulean Frultoz 100 4.1)
CGiren Fruktoz

HMF Verimliligi (%) = —#ME %100 4.2)

Giren Fruktoz

HMF Segiciligi (%) = CrmE 100 4.3)

Cgiren Fruktoz—Ccikan Fruktoz

En distik fruktoz doniisimii (%83) sicakligin, siirenin ve regine konsantrasyonunun
diisiik (-1) oldugu sartlarda elde edilmistir. Fruktozdan HMF olusumunda teorik verim %70
olmaktadir. Tabloda %50 HMF verimliliginin iizerinde (9,11,21,24) nolu denemelerde
recine miktariin yiliksek veya sicakligin yliksek oldugu sartlarda elde edildigi Tablo
4.2.’den goriilmektedir.
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Tablo 4.2. CCD dizayn matrisi sartlarinda yapilan deney sonuglar1

HMF Formik Leviilinik Fruktoz Fruktoz HMF HMF
Deney Kons. | Asit Kons. Asit Kons. Déniisiimii verimliligi | segciciligi
olen | ey | Komsen | @ (%) (%) %
1 41,75 2,22 0,000 19,11 83,01 37,11 0,45
2 60,26 4,98 0,000 1,18 98,95 53,56 0,54
3 44,57 2,31 0,000 5,95 94,71 39,62 0,42
4 48,19 3,73 0,000 0,92 99,18 42,84 0,43
5 73,63 0,80 0,000 16,84 92,91 31,00 0,33
6 114,22 1,68 0,421 0,65 99,73 48,09 0,48
7 97,61 0,70 0,000 0,00 100,00 41,10 0,41
8 115,83 1,56 0,113 0,55 99,77 48,77 0,49
9 59,79 2,11 0,000 1,05 99,07 53,15 0,54
10 53,28 4,19 2,198 0,84 99,26 47,36 0,48
11 57,95 2,71 0,000 0,75 99,33 51,51 0,52
12 61,29 4,51 4,001 0,68 99,40 54,48 0,55
13 75,74 0,74 1,034 0,00 100,00 31,89 0,32
14 103,24 1,66 1,527 0,60 99,75 43,47 0,44
15 110,43 0,94 0,000 0,51 99,79 46,50 0,47
16 116,48 2,00 5,706 0,00 100,00 49,04 0,49
17 49,42 1,24 0,000 15,83 90,96 28,24 0,31
18 78,49 3,92 5,843 0,91 99,48 4485 0,45
19 77,1 1,11 1,023 1,85 98,94 44,06 0,45
20 82,86 2,68 1,029 0,72 99,59 47,35 0,48
21 26,31 8,69 2,800 1,10 97,80 52,62 0,54
22 116,96 1,33 1,133 0,73 99,76 38,99 0,39
23 65,64 1,14 0,000 6,17 96,47 37,51 0,39
24 80,55 3,00 0,000 1,26 99,28 46,03 0,46
25 89,36 2,52 0,000 1,06 99,39 51,06 0,51
26 86,9 2,64 0,000 0,98 99,44 49,66 0,50
27 82,02 2,06 0,000 1,18 99,33 46,87 0,47
28 89,94 2,23 0,000 0,99 99,44 51,39 0,52
29 86 2,06 0,000 0,99 99,44 49,14 0,49
30 89,9 2,23 0,000 0,99 99,44 51,37 0,52
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Design Expert 8.0 yazilimi yardimiyla dizayn matrisinden elde edilen deneysel
sonuglarmn istatiksel analizi yapilmugstir. Incelenen bagimsiz degiskenlerin degisim
araliklarinda sonu¢ degiskeni olarak secilen HMF verimliligi i¢in Onerilen modeller ve
istatiksel sonuglar1 Tablo 4.3.’te verilmistir. Tabloda goriilen diisiik p degerleri ve yiiksek
regresyon katsayist degerlerine sahip kuadratik (ikinci derece) formdaki denklem

Onerilmistir.

Tablo 4.3. Farkli matematiksel modellerle deneysel sonuglarin uyumu

Sequential Uyum eksikligi
Kaynak . Adj R? Pred R?
p-value p-degeri
Lineer 0,0017 0,0063 0,40374 0,248673
2F1 0,0849 0,0102 0,539613 0,330281
Kuadratik 0,0018 0,0620 0,802828 0,458965 Onerilen
Kiibik 0,6667 0,0164 0,769841 -5,46879

Onerilen modelin ANOVA testine ait sonuglar Tablo 4.4.’te verilmistir. ANOVA test
sonucunda elde edilen diisiik p degeri (<0,0001) modelin %99,999 giiven araliginda 6nemli
oldugunu ifade etmektedir. Bagimsiz degiskenlerden reaksiyon sicakligi (T), reaksiyon
stiresi (t), fruktoz konsantrasyonu (CF) ve recine konsantrasyonun (CR) lineer etkilerinin
onemli oldugu (p<0,05) goriilmektedir. Reaksiyon siiresi ile fruktoz konsantrasyonunun ve
fruktoz konsantrasyonu ile recine konsantrasyonun etkilesiminin diisiik p degerine sahip
oldugu, HMF verimliligi tizerine etkisinin 6nemli oldugu ANOVA sonuglarindan
goriilmektedir. Bu degiskenlerdeki degisim diger degiskenin sonug¢ {lizerine etkisini
degistirmektedir. Ayrica reaksiyon sicakliginin ve rec¢ine konsantrasyonunun iissel etkisinin
onemli oldugu bulunmustur. Bu degiskenlerdeki kiigiik degisimler sonu¢ degiskeni olarak

HMEF verimliligini iissel bir sekilde etkiledigi ANOVA test sonucundan goriilmektedir.
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Tablo 4.4. Fruktozdan HMF Uretimi i¢cin CCD ile elde edilen ikinci derece denklemin ANOVA sonuglar1

Kaynak Kareler Kareler F degeri P Degeri
Toplam Ortalamasi Prob>F
Model 1259,50 89,96 9,43 <0,0001 Onemli
A-sicaklik 329,77 329,77 34,58 <0,0001
B-siire 50,46 50,46 5,29 0,0362
C-fruktoz 187,19 187,19 19,63 0,0005
D-regine 114,16 114,16 11,97 0,0035
AB 32,86 32,86 3,44 0,0831
AC 30,34 30,34 3,18 0,0947
AD 68,58 68,57 7,19 0,0171
BC 70,95 70,95 7,44 0,0156
BD 33,38 33,38 3,50 0,0810
CD 61,74 61,74 6,47 0,0224
A? 238,09 238,09 24,96 0,0002
B2 11,8387 11,8387 1,2415 0,2827
C? 10,9507 10,9507 1,1483 0,3008
D? 73,82 73,8214 7,7414 0,0139
Lack of Fit 127,97 10 12,8 4,25 Onemsiz

HMF verimliligi i¢in Onerilen modelin istatiksel analizi Tablo 4.5’te verilmistir.
Tabloda modele ait regresyon katsayis1 (R?) 0,898 olarak bulunmustur. Bu sonug bagimsiz
degiskenlerin incelenen araliktaki degisimlerin %90’nin1 tanimlama kapasitesine sahip
oldugunu gostermektedir. Bir regresyon modelinin eklenen her bagimsiz degisken, bagimli
degiskeni agiklama yetenegi olmasa bile R? degerinin biiyiimesine neden olmaktadir. Bu
durum ise modelin aciklayiciliginin iyilestigi gibi yanlis bir sonu¢ dogurmaktadir. Bu
nedenle modele katkisi olmayan degiskenleri dikkate alarak daha gercekci bir R? degeri
hesaplanmakta ve bu deger ayarlanmis/diizeltilmis R? (adjusted R?) olarak ifade
edilmektedir. Yiiksek AdjR? degeri (%80) modele ilave terimlere ihtiyac olmadigim

gostermektedir.
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Tablo 4.5. Fruktozdan HMF iiretimi i¢in 6nerilen ikinci derece modele ait istatistikler

Standart sapma 3,09
Ortalama 45,31
Varyasyon katsayis1 (C.V) 6,82
Tahminlenmis kalint1 hata

kareler toplam1 (Press) 78,82
R? 0,8908
Adj R? 0,8028
Pred R? 0,459
Adeq Precision 10,369

Yeterli kesinlik (adequate precision), sinyal giiriiltii oranini gosterir. Sinyal giirtiltii
oraninin ise 4'in iistiinde olmasi beklenir. Bu ¢alismada bulunan sinyal giiriiltii oran1 10,37
yeterli sinyale isaret etmektedir. Uyum eksikligi (lack of fit), regresyonda icerilmeyen
noktalarda deneysel kiimedeki verileri gdstermek icin modelin basarisini 6lger. Esitligin
regresyonundan elde edilen uyum eksikligi anlamli degildir. Uyum esksikligi p degerinin
yiiksek ve Onemsiz olmasi kontrol edilemeyen diger parametrelerin sonug {izerine olan
etkileri modeli olumsuz etkilemedigini gdstermektedir. R* degerleri ayn1 olan modellerin
degerlendirilmesinde ise “standart hata” biiyiikliiklerine bakilmaktadir. Bu degerin miimkiin
oldugunca kii¢iik olmasi istenmektedir. Kararliligi sorunlu olan HMF {iretiminde 3,09 gibi
kiiciik sayilabilecek standart hata modelin uyumunu artirmaktadir. Deneysel ¢alismalarda
herbir nokta iki tekrar yapilmis ve ortalamalar1 deneysel matriste kullanilmistir. Paralel
deneylerde %5 ten biiylik farklilik i¢eren degerler tekrarlanmis ve sapan degerler atilmistir.

Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda dnerilen ikinci derece model denklemi esitlik

(4.4)’te verilmistir.

HMF verimlilik degeri =-197.499 +3.110 x T + 0.353 x t - 0.2043 x CF +2.64 x CR
-0.00364 x T xt+0.00126 x T x CF - 0.01213 x T x CR +0.001497 x CF x CR + 0.006585
x t x CR - 0.00322 x CF x CR - 0.00962 x T2 - 0.0013 x t> - 0.00016 x CR?> -0.0726 X
Cr 4.4)
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Onerilen model esitlikten hesaplanan teorik degerler ile deneysel verilerin dagilimi
Sekil 4.1.’de verilmigtir. Deneysel degerlerin dogrunun etrafinda dagildigr sekilden

goriilmektedir. Deneysel sonuglarla model sonuglarinin uyumun iyi oldugu sekilden

gorilmektedir.
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Deneysel olarak hesaplanan HMFE verimliiFi

Sekil 4.1. Teorik olarak hesaplanan HMF verimliligi ile deneysel olarak bulunan HMF verimliligi

degerlerin dagilimu.

HMF verimliliginde incelenen bagimsiz degiskenlerin etkilesimleri ylizey
grafikleriyle (Sekil 4.2-Sekil 4.7) verilmistir. Grafiklerde degisimi verilen iki bagimsiz
degisken disindaki degiskenler maksimum HMF verimliligi saglayan noktalarda
tutulmustur.

Yiizey grafiklerinde reaksiyon sicakliginin HMF veriminde bir optimum noktasinin
oldugu goriilmektedir. Reaksiyon sicakliginin u¢ noktalarinda (+a, -o) HMF verimliligin

azaldig1 130 °C civarinda en yiiksek verimlilik degerine ulasildig1 goriilmektedir.
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Regine miktarindaki artigin diisiik reaksiyon sicakliginda HMF verimliligini 6nemli
sekilde artirirken yiiksek sicakliklarda sinirli kalmaktadir. En yiiksek HMF verimliligi degeri

recine miktarinin maksimum (40 g/1) reaksiyon sicakliginin 130 °C civarinda oldugu Sekil
4.2’de goriilmektedir.

80
70
50

30
20

HMF verim, %

T

30.25
2635
2245 152.50
Recine mik.gr 1855 135.00 ]
14.65

117.50
10.75  100.00

170.00

Sicaklik, C

Sekil 4.2. Recine miktar1- Sicaklik

Sekil 4.3’te reaksiyon siiresi ile recine miktar1 arasindaki etkilesimin HMF
verimliligine etkisinin 6nemli oldugu goriilmektedir. HMF verimliligi diisiik recine

konsantrasyonlarinda zamanla azalirken yiiksek recine konsantrasyonlarinda verimlilik

zamanla artmaktadir. Bu durum yetersiz katalizor varliinda yan reaksiyonlarin
gerceklesmesinden kaynaklanabilir.
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Sekil 4.3. Regine miktari-reaksiyon siiresi

Reaksiyon siiresinin katalizor ve reaktan konsantrasyonu ile degisimi incelenen
sicaklik araligina gore daha etkin oldugu Sekil 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7’ de goriilmektedir. Yiiksek
fruktoz konsantrasyonunda reaksiyon siiresiyle HMF verimliligindeki artis iissel olmaktadir.

Benzer bir artis diisiik recine konsantrasyonunda azalan fruktoz konsantrasyonunda
gerceklesmektedir.

HMF verim, %

ll . o

x,__“ “"‘-.IJ
23750 ~ ff
21250 N
187.50 . T 12000
T T 97.50
TFruktoz kons. g/L. 162.50 - 1500
137.50 \"\\\ o ’”_”5150
112.50 30.00

Reaksiyon suresi, dk.
Sekil 4.4. Fruktoz konsantrasyon-Reaksiyon siiresi
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Sekil 4.5. Sicaklik-reaksiyon siiresi

HMF verim, %
[¥y ]
&

23750

187.50 170.00
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Sekil 4.6. Fruktoz konsantrasyonu-sicaklik
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HMF verim, %

3025

22.45
Recine mik _gr 18.55
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Sekil 4.7. Fruktoz konsantrasyonu-regine miktari

Farkli re¢ine konsatrasyonlarinda fruktoz konsantrasyonundaki artiy HMF
verimliligini etkilemektedir. Diisiik recine konsantrasyonunda yapilan deneylerde artan
fruktoz konsantrasyonu ile HMF verimliligi diismektedir. Artan fruktoz konsantrasyonu
yiiksek re¢ine konsantrasyonunda verimliligi artirmaktadir. Burada diger dnemli proses
degiskenleri olan reaksiyon siiresinin optimum noktada tutuldugu unutulmamalidir. Bu
grafikler reaksiyon siiresi ve sicakligindan bagimsiz ¢izilmektedir.

Myers ve Montgomery’nin onerdigi sayisal optimizasyon yontemi kullanarak elde
edilen model denklemin ¢6ziimii Design Expert 8.0 yazilimiyla elde edilmistir (Myers,
Montgomery., 2016). Program tarafindan (50 g/l) fruktoz konsantrasyonu, 40 g/l regine
miktari, 120 °C sicaklik ve 104 dakika reaksiyon siiresi sartlarinda HMF verimliliginin
%359,9 olacagi bulunmustur. Onerilen sartlarda yapilan deney sonuglari Tablo 4.6.’da
verilmistir. Modelin 6nerdigi sonugla deneysel sonucun uyumlu oldugu, dogrulama deneyi
sonucunda goriilmiistiir. Coziim noktasinda gergeklestirilen deneyler sirasinda ortamdaki
yan iirlinler (leviilinik asit, formik asit) ve fruktoz da takip edilmistir. Dogrulama deneyi

sonucunda modelin oOnerdigi HMF verimi degerine yiiksek bir oranda yaklasildigi

gOrilmiistiir.

39



Tablo 4.6. Onerilen sartlarda yapilan deney sonuglari

Formik
Reak. Reak. | Fruktoz | Recine | HMF | Fruktoz A Leviilinik HMF
sit
Sicakhi@r | Siiresi | kons. kons. | kons. | kons. K Asit Kons. | verimliligi
ons.
(°0) (dk) (g (g (g (g (g (%)
(g
Model 119,82 | 104,01 | 50,00 40,00 | 29,73 | 0,008 6,14 1,18 59,94
Deneysel 120 104 50 40,00 | 30,03 0,85 5,6 0 60,06

4.3. Recine ve DMSO’nun Geri Kazanimi

Coziicl olarak kullanilan DMSO’nun ve katalizor olarak kullanilan reginenin tekrar
kullanim1 incelenmistir. Bu amagla reaksiyon ortamindan filtre edilerek ayrilan regine
belirlenen optimum sartlarda 4 kez kullanilmistir. Elde edilen deney sonuglar1 Tablo 4.7°de
verilmistir. Tekrar kullanimda elde edilen sonuglarda reginenin Kkatalizor olarak
kullaniminda bir degisimin olmadig1 tekrar tekrar HMF {iretiminde kullanilabilecegi
goriilmiistiir. Reginenin kurutulduktan sonra tekrar kullanilmasi sonucunda elde edilen HMF
konsantrasyonlari arasinda ¢ok biiyiik fark olmadigi goriilmiistiir. Bu durumun reginenin
boyutunda meydana gelen degisim ile alakali oldugu disiiniilebilir. Katalizér olarak
kullanilan reginen boyutunun kiigiilmesi reaksiyonun hizimi artirmaktadir. Ayrica regine
miktarindaki artis deney sonucunda olusan HMF konsantrasyonunu belirli bir noktadan

sonra etkilememektedir.

Tablo 4.7. Recine geri kazanimu ile ilgili sonuglar

Deney No HMF Konsantrasyonu (g/l) HMF Verimi (%)
1 29,3 58,6
2 30,2 60,4
3 31 62
4 29,8 59,6

680 mmHg vakum basinct ve 95 °Cde geri kazanilan DMSO’nun safsizliklardan
ayrildig1 ve reaksiyon ortamindan geri kazanilabildigi goriilmiistiir. Reaksiyon ortamina
eklenen 50 ml DMSO, 35 ml olarak vakumlu evaporatérden geri kazanilmistir. Vakumlu

evaporatorde geri kazanilan DMSO’nun HPLC kromotogrami ekte verilmistir.

40




4.4. Toksisite Calismasina Ait Sonuclar

HMF formiilasyonlar1 24 saat boyunca 1929 hiicrelerine uygulandi ve bu siirenin
sonunda hayatta kalan hiicre sayis1 hesaplanarak incelendi. XTT testi ile yapilan sitotoksite
ve anti- kanser etkinlik sonuglarina gore canli hiicre oranlar1 grafiklerde gosterildi. Normal
fibroblast hiicrelerindeki toksisite sonuglart kontrol hiicresi ile kiyaslandiginda 10 pg kadar
olan konsantrasyonlarda HMF‘nin toksisite olusturmadig: goriildii.

Sekil 4.8’de L1929 sitotoksisite sonuglarina gore hiicre proliferasyonu artiran ve en
etkin konsantrasyonun 7 pg’da oldugu goriildii. 15 pg’dan itibaren artan konsantrasyonlar

ile beraber hiicrelerde toksisitenin olustugu goriildii.

L.929
3
2,5
13‘ 2
c
>
S 15
N
=
-
o
o 1
0,5
0
7ug 10ug 15ug 20ug 30ug 40ug 50ug

HMF Konsantrasyonu

Sekil 4.8. 1.929 hiicrelerindeki antikanser etkisi
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24 saat boyunca HMF’nin artan konsantrasyonuna bagli olarak anti kanser etkisi

Gastrik kanser hiicrelerinde incelendi ve etki diizeyleri Sekil 4.9’da verilmistir.

Gastrik Kanser

3,000
2,500

=

S 2,000

C

35

' 1,500

> -

x

S 1,000

g1
0,500
0,000

0 0,03 0,21 0,45 0,6 0,9 1,2

HMF Konsantrasyonu

Sekil 4.9. Gastrik kanser hiicrelerindeki toksisite etkisi

Test sonuglarina gore test ortaminda kalan canli hiicre oranlar1 Sekil 4.9 ve Sekil
4.8’de gosterilmigtir. 1929 hiicreleri ile toksisitesi Ol¢iilen HMF’nin Gastrik kanser
hiicrelerindeki anti kanser etkileri, kontrol hiicresi ile kiyaslanarak incelendi. Sekil 4.9°da
sonuglara ait verilmis olan grafikte gosterildigi iizere artan konsantrasyonlar ile birlikte 0,03
pg‘dan itibaren anti- kanser etkinin olustugu goriildii. En etkin anti kanser etkinligin
1,2pg da olugsmakta olup Gastrik kanser hiicrelerinin yarisindan fazlasina etki ettigi goriildi.

1,2 pg‘lik HMF c¢ozeltisine 24 saat siiresince maruz tutulan hiicrelerin %50’sinin canliligini

kaybettigi gozlemlendi.
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5.SONUCLAR

Fruktozdan HMF iiretimi ve antikanserojen etkisinin in vitro incelenmesinin

arastirildig1 bu ¢alismada elde edilen genel sonuglar asagida onerilmistir.

l.

Fruktozdan HMF f{iretimi i¢in reaksiyon sartlarinin optimize edilmesine yonelik
olarak Cevap Yiizey Yontemi (RSM) kullanildi. Bu deneysel tasarimda incelenecek
parametreler ve araliklar literatiir bilgilerinden ve 6n denemelerin sonuglarindan

elde edilmistir.

. HMF’nin karistirmali basingh reaktdrde tiretimi ii¢ farkli iyon degistirici regine

katalizorliigiinde farkli deney kosullarinda incelendi. Anyonik ve katyonik
recineler katalizorliiglinde HMF olusumu goriildii ancak katyonik reginelerde

yiiksek doniistimlerin elde edildigi belirlendi.

. Fruktozdan HMF iiretimi tlizerine etkili olan parametreler; sicaklik, siire, fruktoz

konsantrasyonu ve re¢ine miktari olarak belirlendi. En diisiik fruktoz doniisiimiiniin

sicaklik, siire ve recine miktarmin diisiik oldugu sartlarda goriildii.

. HMF iretimi ic¢in yapilan dizayn deneyleri sonunda (50 g/1) fruktoz

konsantrasyonu, 40 g/l re¢cine miktari, 120 °C sicaklik ve 104 dakika reaksiyon

stiresi sartlarinda HMF verimliliginin %59,9 oldugu bulundu.

. Reaksiyon sicakliginin HMF veriminde bir optimum noktasinin oldugu belirlendi.

Reaksiyon sicakligmin u¢ noktalarinda HMF verimliliginin azaldigt 130
°C civarinda en yiiksek verimlilik degerine ulasildig: gortildii.

Yiiksek fruktoz konsantrasyonunda reaksiyon siiresiyle HMF verimliligindeki artis
issel olmaktadir. Benzer bir artis diisiik re¢ine konsantrasyonunda azalan fruktoz

konsantrasyonunda gerceklesmektedir.

. HMF verimliligi diisiik re¢ine konsantrasyonlarinda zamanla azalirken yiiksek

recine konsantrasyonlarinda verimlilik zamanla artmaktadir. Bu durum yetersiz
katalizor varliginda yan reaksiyonlarin gerceklesmesinden kaynaklandig
diistintilmektedir. Farkli recine konsantrasyonlarinda fruktoz konsantrasyonundaki
artis HMF verimliligini etkilemektedir. Diisiik recine konsantrasyonunda yapilan
deneylerde artan fruktoz konsantrasyonu ile HMF verimliligi diismektedir.

HMF iiretiminde DMSO ve recinenin geri kazanimi {izerine c¢aligmalar

gerceklestirildi. Boylece kullandigimiz yontemin ekonomik oldugu sonucuna



varildi. Bu g¢alismada HMF iiretimi {izerine katalizor olarak katyonik regine
kullaniminin daha uygun oldugu belirlendi. Deneysel c¢alismalarda katyonik
recinenin katalizor olarak kullanilmasinin anyonik re¢ine kullanimindan ¢ok daha
1yi sonug verdigi gorildii.

. Deneysel ¢alismalar sonrasinda elde edilen HMF {izerinde hem saglikli hiicrelerde
hem de gastrik kanser hiicresi lizerinde toksisite ¢aligmasi yapilmistir ve antikanser

oldugu belirlendi.
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6. ONERILER

Yapilan deneysel g¢alismalar sonucunda yiiksek verimle HMF {iretimi

gerceklestirilmistir. Uretilen HMF, HPLC ile kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmistir.

Bu tez c¢alismasi, Tiirkiye’de HMF iiretimi ve antikanserojen etkisinin
incelenmesi lizerine yapilan sinirl sayidaki ¢aligmalardan biridir. Ayrica “HMF
tiretimi” ile ilgili yapilacak olan diger calismalara kaynak olabilecek niteliktedir.
Bu tez calismasinda kullandigimiz iiretim ve analiz yontemleri, HMF iiretim
yontemlerinin optimizasyonu {izerine yapilacak olan calismalar icin 6nemli
veriler sunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda kullandigimiz yontemin endiistriyel
boyutta 6l¢eklendirilmesiyle, HMF nin ticari olarak iiretimi arastirilmas: gereken
bir konudur.

HMEF {iretiminde farkli iyonik ¢oziiciiler ve farkl katalizorler kullanilarak verim
lizerine etkileri arastirilabilir. Tiim bu Oneriler cercevesinde HMF {iretimi
tilkemizde biyo tabanli degerli kimyasallarin arastirilmasi ve ticari olarak

iiretilmesi hususunda biiylik 6nem tagimaktadir.
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