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1.AMAC

Bu prosediir gida maddelerinde fenolik bilesiklerin miktarinin saptanmasi amaciyla kullanilacak olan
standart calisma yontemini aciklamaktadir.

2.KAPSAM:
Bu analiz metodu; Meyve Suyu, sarap, bal, yogurt, peynir vb. Uriinleri kapsar.
3.PRENSIP:

Fenolik bilesikler deney numunesinden Metil Alkol ve Su karisimi ile ekstrakte edildikten sonra ters
faz yiksek islevli sivi kromotografi ile tespit edilmesi ilkesine dayanir.

4.ALET - EKIPMAN ve AKSESUARLAR:
1. HPLC (Shimadzu LC-20A Prominence)

2. Dedektor (SPDM-20A Photodiode Array Dedektor)

3. HPLC Kolonu (GL Sciences Inertsil ODS3 - 250 mm x 4.6pm)
4. Analitik Terazi(0.001 g hassasiyette)

5. Ultra Saf Su Cihazi

6. Kanstina

7. Otomatik Pipet (0-1 ml)

8. Membran Filtre Kagidi

9. Mobil Faz Suzme Aparati

10. Laboratuvar Cam Malzemeleri

11. Enjektor (20 ml lik tek kullanimlik)

12. Vial (Amber renkli 1.5 ml’lik)

5. KULLANILAN KIMYASALLAR VE KiMYASALLARIN HAZIRLANISI:

5.1. HPLC Mobil Faz Hazirlanmasi : Mobil Fazlardan biri Asetik Asit(%2 suda hazirlanms) , digeri
ise; Metanoldir ve bunlar gradient program ile kullanilir.

5.2. Coziicii : %50 Metanol: %50 Su karisim

5.3. Standart Ana Stok Cozeltisi (1000 ppm): Metanol-saf su (50-50)karisimi ile 100 mg fenolik asit
standartlarindan alinip, 100 ml ‘lik balon jojede c¢ozulur.(1000 ppm ) konsantrasyonda stok cozelti
hazirlanir.

Not : Fenolikler : Gallik Asit/Katesin /Kafeik Asit/Vanilik Asit/Kafeik Asit/Epikatesin/p-Kumarik
Asit/Ferrulik Asit/Hidroksi Sinamik Asit/Kuersetin
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5.4.1. Calisma Standartlarin Hazirlanmas: :

o 100 ppm ‘lik calisma standarti: Ana stok cozeltiden 10 ml alimir ve 100 ml ‘lik balon jojeye
aktarilir metanol - saf su karisimi ile 100 ml’ye tamamlanir kanistinlir.

o 75 ppm’lik calisma standarti: Ana stok cozeltiden 7.5 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye
aktarilir metanol - saf su karisimi ile 100 ml’ye tamamlanir kanistinlir.

o 50 ppm’lik ¢alisma standarti: Ana stok cozeltiden 5 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye aktanur
metanol - saf su karnisimi ile 100 ml’ye tamamlanir kanstiritir.

o 25 ppm’lik ¢alisma standarti: Ana stok cozeltiden 2.5 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye
aktanlir metanol - saf su karisimi ile 100 ml’ye tamamlamir kanstinlir.

o 5 ppm’lik calisma standarti: Ana stok cozeltiden 0.5 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye aktarilir
metanol - saf su karisimi ile 100 ml’ye tamamlanir kanstinlir.

o 1 ppm’lik calisma standarti: Ana stok cozeltiden 0.1 ml alimir ve 100 ml ‘lik balon jojeye aktarilir
metanol - saf su karnisimi ile 100 ml’ye tamamlanir kanstiritir.

HPLC Sartlar::

Model: Shimadzu LC-20A Prominence Gradient Programi:

Dedektor : SPDM-20A PDA dedektor 3 B

Siire(dk) Konsantrasyonu(%y) Konsantrasyonu(%)

Kolon : ODS/ODS3 (250mmx 4.6um) ’ ’ -
18 20 80

Mobil Faz Akig Hizi : 1 ml / dk 25 2 50
30 25 75

Enjeksiyon Hacmi : 20 ul '1‘5 3 0
40 40 60
55 30 50

Dalga Boyu : 280,320 ve 360 nm 65 60 40
a7 0 100

Numuneye Ait Diltisyon : 20 o ° 100

Ektraksiyon:

100 mU’lik balon jojeye kati 6rnekten 5 gr, sivi drnekten 5 ml homojenize edilmis 6rnek alimir. Ornek
uzerine 50 ml metil alkol ilave edilir. 15-30 sn calkalanir. Yaklasik 45 ml saf su ilave edilir. Tekrar
calkalanir ve soguyup hacim sabitlenince saf su ile cizgisine tamamlamir. 20-30 ml siispansiyon kaba
filtre kagidindan siiziillr ve ilk 10 ml siizlintli atilir. Stiziintl enjektore alinir ve 0.45 um filtreden
viallere siiziliir. Eger numune gazli bir iriinse analize baslamadan ultrasonik banyoda gazi degaze
edilir.
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KROMATOGRAM
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Calismalarimiz Ankara Universitesi Miih. Fak. Gida Mihendisligi B6limii’nde yapilmustir.

Desteklerinden dolayi Sn. Prof. Dr. Ender Poyrazoglu’na tesekkdrlerimizi sunariz.

Bu Aplikasyon Notu uygulamanin gerceklestirildigi tarihe ait bilgiler 1s181nda olusturulmustur.
Bu yayinda yer alan bilgilerin referans gosterilerek baska bir yerde kullanilmasi Ant Teknik’in iznine tabidir.
Aplikasyon Notu Ant Teknik tarafindan onceden bildirilmeksizin degistirilebilir.
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