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HPLC ILE MEYVE SUYU ANALIZLERI ve

BAZI UYGULAMA ORNEKLERI
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Aplikasyon Uzmani - Ant Teknik Cihazlar

1da, ilag, kozmetik vb. endiistrilerde
hammaddenin ve iiretimin

belirlenen standartlara uygun
olup olmadiginin kontrolii igin bir takim
analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ornek
olarak ilag¢ endiistrisinde, ilaglarin kalitesini
dogrudan etkileyen ilag etken maddeler,
koruyucu maddeler ve safsizliklarin miktar
tayin analizleri i¢in, gida endiistrisinde
ise aflatoksin, koruyucu, tatlandirici,
renklendirici, vitamin vb. analizlerde sivi
kromatografik yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Analitik laboratuvarlarda
sik¢a kullanilan ve sivi kromatografisi
yonteminin 6zel bir uygulamasi olan
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) yontemi, uygun bir ¢dziicii
icerisinde ¢6ziinmiis maddelerin, bir kolon
icerisinde bulunan sabit faz ile farkl
etkilesimlere girerek, kolon i¢cinde ilgi
farkliliginin sonucu olarak degisik hizlarda
ilerlemesi temeline dayanir. Bu yontem
gida analizlerinde siklikla uygulama alani
bulmaktadir. Meyve ve sebzeler, giinliik
hayatimizda dogrudan veya meyve suyu,
regel veya konserve seklinde islenmis
olarak da tiiketilebilen gidalardir. Bu genis
kullanim alan i¢erisinde, meyve sulari
bulundurduklari meyve oranina gére meyve
suyu, meyve nektari, meyveli ve aromali
icecek olarak siniflandirilmaktadir. Viicudun

38 www.gidateknolojisi.com.tr

Shimadzu Prominence serisi Yiiksek Performansh Sivi Kromatograf (HPLC)

sivi ihtiyacini gideren meyve sularinin,
icerisinde bulunan zengin antioksidan,
vitamin ve mineraller sayesinde sagliklt
beslenme konusunda 6nemli bir yeri
bulunmaktadir. Ote yandan, bu meyve ve
sebzelerin yetistirme ve islenme sirasinda ya
da islendikten sonra maruz kaldig: etkilerin
tespiti bir dizi analitik teknigin kullanimini
gerektirmektedir. Ant Teknik olarak, meyve
ve meyve sularinda Patulin, HMF, fumarik
asit, laktik asit, pestisit, etanol ve fenolik
madde vb. analizlerin kromatografik sartlar
altinda uygulanmasi konusunda teknik
destek saglamaktayiz. Bu makalede HPLC
yontemi ile gerceklestirilen iki uygulama
ornegine yer verilecektir.

HPLC Uygulama Ornegi — 1:
islenmis meyve ve iiriinlerinde
patulin ve HMF miktarlarinin tespiti
Islenmis meyve ve meyve sularinda
olusan ve toksik etkisi nedeniyle belirli
bir limitin {izerinde olmamasi gereken
patulin analizi yapilmasi gereken en
onemli analizlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Kanser arastirma merkezleri
patulinin akut, toksik, kanserojen ve
mutajen etkileri olan bir bilesen oldugunu
yoniinde arastirmalar yiiriitmektedir. Kisa
dénemdeki etkileri alman doza bagl
olan Patulin elmada, hububatta, ekmekte,
peynirde, armut, kayisi, seftali ve iiziimde
bulunabilir. Ozelllikle elma sularmda
¢ok sik goriilen Patulin miktar1 iglenmis
meyve ve tirlinlerinde {iriiniin kalitesini
belirlemektedir. EIma suyu durultmada ve
filtrasyonda kullanilan yardimc1 maddeler
ve bunlarin kombinasyonu patulin miktarini

etkilemektedir (1). Meyvenin iglenmesi
strasinda patulin miktar1 kabul edilebilir
smirlara kadar diistiriilmelidir.

Bazi tilkeler meyve suyu ve diger
meyve {iriinlerinde patulin diizeyini 20-50
ppb olarak belirlemislerdir. Diinya Saglik
Orgiitii ise elma suyunda patulin diizeyini
50 ppb olarak belirlemis olup, bu limitin
tizerinde patulin igeren iiriinlerin satigini
kabul etmemektedir. Meyve suyunun 1s1l
islem gormesi nedeniyle indirgen seker
ve aminoasitlerin tepkimeye girmesi
sonucunda HMF (hidroksimetilfurfural)
meydana gelmektedir.

METOD VE MATERYALLER:

Calisma Shimadzu marka
Prominence serisi HPLC cihaziyla
yapilmistir.
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Ekstraksiyon Yontemi:

Ayirma hunisinde gergeklestirilen faz
ayrilmast ve filtrasyon asamalarindan sonra

elde edilen 6rnek, rotary evaporatorde

Azot gaz1 yardimiyla 6rnek kurutulur.
Kuru balona belirli miktar ve pH’ta ultra
saf su ilave edilir. Elde edilen kalint1, viale
pipet yardimiyla aktarilir. Boylece, 6rnek

Hesaplama:

Standart karisim kullanilarak
eksternal standart yontemine gore 11,2°
Briks’teki Patulin ve HMF Miktari tayini

belirli sicaklik ve basingta evapore edilir. hazirlama iglemi tamamlanir. yapilmaktadir.
ANALITIK KOSULLAR:
Cihaz  : Shimadzu Prominence-20 HPLC Ak Hiza 145 mlidk
Kolonlar : GL Sciences Inertsil ODS-3 (250 mm x 4.6mm x 5 um) Dedekuir :PDA
Kolon Finn Sicakhg: 25 °C Siire 125 dk
Enjeksiyvon Hacmi: 50 ul Mobil Faz : Asetonitril/Su (%7/%93)
SONUGLAR VE GORUSLER
» Kromatogramlar
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Sekil 2: Numune Kromatogram
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» Kalibrasyon Egrisi
| Cstwabion Curve View

I mak +pb

B = 5.178082e-004
b = 02967556
A2 = (.9997532
A = 0 9536756

iBdemal Standard
Curve Fil Type Linear
Cigin- Mot Forced
IWesght-None

Mean AF | 5738106004
[RF 50 : 8.516232e006
AP SR ; 1.625823

- Sekil 3: Patulin icin kalibrasyon egrisi

[} /000 50000 100000 125000 150000 175000  Area
Level Cone. Areat
| 10.00000 IBTT4 ] Colluation Ciava View
- 2009000 |[F  37EST
3 S0.0000 [ GT42) 5
3 Moe00e | 1Eeg 1
5| vooooes 5 vemaog
Sekil 4: HMF i¢in kalibrasyon egrisi
¥
4 zoloe 100008 150900 206600 ares
Lawwed Cone. Argad
10.00008 FEE
2000008 [ =8
__=aboooe [F 12izky
00066 [ veerT
< 00,0000 |f& 238513

HPLC Uygulama Ornegi — 2:
Meyve sularinda Fumarik Asit ve

Laktik Asit Tayini

Islenmis meyve ve iiriinlerinde
Laktik Asit ve Fumarik Asit miktarlarinin
tespiti.Meyve sularinda fumarik asit
o6nemli bir kalite kriteri olarak g6z oniine
alinmaktadir. Baz1 kiif ve mantarlarin
meyve sularinda fumarik asit olustugu
saptanmigtir. Fumarik asit bir mikotoksin

olmamakla birlikte, hammaddenin
kiiflenmis oldugunun bir kanit1 oldugundan
6nem tagimaktadir. Meyve suyu ve meyve
bazli icecekler laktik asit bakterileri i¢in
ideal ortam olduklarindan, bu bakterilerin
neden olduklar enfeksiyonlar 6nem
tagimaktadir. Ayrica yetersiz temizlenmis
alet ekipman, boru ve tanklar da sekonder
enfeksiyon kaynagi olabilirler. Bu nedenle
meyve sularindaki laktik asit yetersiz

hijyen sonucunda olusan bakteriler
tarafindan daha ¢ok sentezlenir.

METOD VE MATERYALLER:
Calisma Shimadzu marka Prominence
serisi HPLC cihaziyla yapilmistir.

Numune Hazirlama:

1,2 Brix e ayarlanmis elma suyu 0.45
u filtreden siiziiliir ve elde edilen siizlintii
viallere konur.

ANALITIK KOSULLAR:
Cihaz :Shimadzu Prominence-20 HPLC Akis Hiz 10,8 ml/dk
Kolonlar  :GL Sciences Inertsil ODS-4 (250 mm x 4.6mm x Smm) Dedekuir : PDA
Firin Sicak i 30 °C Siire : 30 dk
Enjeksivon Hacmi :10 ul. Mohil Faz 10,2 M KHsPOy
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SONUGCLAR VE GORUSLER

» Kromatogramlar
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» Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 7: Laktik asit icin kalibrasyon egrisi Sekil 8: Fumarik Asit icin kalibrasyon egrisi
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